
  [image: PORTNOVA8]


  
    Índice de contenido
  


  
    Células Dendríticas (CDs): Propiedades y limitaciones de su función inmunoterapéutica
  


  
    

  


  
    Evaluación de características morfológicas e inmunofenotipo de células madre mesenquimales en cultivo obtenidas a partir de sangre de cordón umbilical y médula ósea.
  


  
    

  


  
    Trastornos mentales entre personas con enfermedad cardiaca. Resultados del Estudio Nacional de Salud Mental, Colombia 2003
  


  
    

  


  
    El pulque: características microbiológicas y contenido alcohólico mediante espectroscopia Raman.
  


  
    

  


  
    Aislamiento de los microorganismos cultivables de la rizosfera de Ornithogalum umbellatum y evaluación del posible efecto biocontrolador en dos patógenos del suelo.
  


  
    

  


  
    Determinación del porcentaje de desperdicio en las labores de aprovechamiento forestal en un bosque pluvial tropical en el municipio de Medio San Juan, Chocó, Colombia
  


  
    

  


  
    Purificación rápida de inmunoglobulina M a partir de suero de cachama blanca (piaractus brachypomus) y preparación de antisuero policlonal en conejo
  


  
    

  


  
    Análisis retrospectivo de las historias clínicas de una clínica veterinaria en Bogotá
  


  
    

  


  
    Células madre mesenquimales: características biológicas y aplicaciones clínicas.
  


  
    

  


  
    Queratocono: una revisión y posible situación epidemiológica en Colombia.
  


  
    

  


  
    Rinitis micótica crónica en un canino Rottweiler: hallazgos histopatológicos
  


  Células Dendríticas (CDs): Propiedades y limitaciones de su función inmunoterapéutica


  [image: ]


  Gabriela Delgado M.

  Bacterióloga, PhD en Ciencias Farmacéuticas, Docente de Microbiología, Directora del Grupo de Investigación en Inmunotoxicología del Departamento de Farmacia.

  Facultad de Ciencias

  Universidad Nacional de Colombia

  


  Hasta hace algunos años pensar en terapias celulares para el control de patologías de difícil control como el cáncer ó de enfermedades autoinmunes, era casi una utopía. No obstante los avances tecnológicos y los logros científicos han permitido que hoy en día el uso de «reactivos» celulares sea una realidad. El empleo de células madre ó células dendríticas (CDs) han mejorado la expectativa de vida de miles de personas en el mundo para quienes las terapias convencionales no se constituyen en una buena opción. Sin embargo, y hablando en términos de eficacia y seguridad de estas «formulaciones», es bastante lo que falta por conocer para lograr los resultados esperados.


  En el caso particular del cáncer, considerado como un serio problema de salud pública en el mundo, el uso de inmunoterapia basada en el uso de CDs ha sido explorado con relativo éxito. Una de las principales razones que promovió el empleo de estas células, es la falla del sistema inmune para responder adecuadamente frente a los antígenos tumorales. Aprovechando la capacidad de las CDs como células presentadoras de antígeno (CPA) «profesionales» que activan eficientemente células tanto CD4+ como CD8+, se han diseñado múltiples protocolos clínicos, los cuales tienen como común denominador la diferenciación de CDs autólogas a partir de precursores mieloides o linfoides para su posterior autotransfusión al paciente. Una vez obtenidas, las CDs se pulsan con antígenos provenientes de distintas fuentes, como antígenos tumorales proteicos ó péptidos, antígenos administrados con productos microbianos utilizados como adyuvantes y CDs fusionadas con antígenos tumorales, entre otros.


  La administración de vacunas basadas en CDs es tan variada como los protocolos clínicos en los cuales se han empleado. El protocolo óptimo, número de células, ruta y método de administración aún no se ha determinado, y corresponde más bien a los resultados clínicos y experimentales de casos particulares. Aunque el uso de la terapia celular ha favorecido el control de diversos tipos de cáncer, la dificultad para obtener tratamientos con mayor eficacia, obedece entre otros a la baja inmunogenicidad de algunos carcinomas que, además poseen una capacidad de evadir la respuesta inmune antitumoral efectiva, tanto in vitro como in vivo.


  Más aún, cuando el sistema inmune logra ser activado, subsecuentemente puede ser modulado negativamente por antígenos tumorales, limitando de este modo, el resultado terapéutico de las CDs. El lograr revertir esta alteración, empleando moléculas solubles, por ejemplo citoquinas y anti-citoquinas, permitirá identificar factores que favorezcan una mejor respuesta in vivo, favoreciendo que CDs autólogas pulsadas con antígenos tumorales sean utilizadas como vacuna, en protocolos clínicos de inmunoterapia no convencional mucho más efectivos y seguros. En este proceso, se han evidenciado diversos mecanismos involucrados en la evasión de la respuesta inmune, algunos de ellos asociados con alteraciones funcionales de las CDs, y quizá sean los responsables de los fallos terapéuticos en algunos protocolos clínicos:


  (i) CD inmaduras (CDi): como ya se conoce, la co-estimulación es fundamental para la correcta activación de una respuesta celular T que induzca protección. En pacientes con cáncer renal y de próstata, se ha demostrado que aquellos tumores con rápido crecimiento contienen pequeñas cantidades de CDs y que estas usualmente presentan un fenotipo inmaduro, expresando muy pocas cantidades de moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86. Otros estudios han mostrado que CD maduras (CDm) representan menos del 1% intratumoral y cerca del 10% peritumoral, y que dicho fenotipo no logra revertirse adicionando factor estimulador (GM-CSF) y factor de necrosis tumoral (TNF) ó CD40 ligando (citoquinas potentes inductoras de expresión de CD80 y CD86) sugiriendo que el defecto en estas células proviene desde la diferenciación a nivel de los progenitores hematopoyéticos. Las CDi no inducen una respuesta anti-tumoral, más aún ellas son capaces de generar tolerancia o anergia.


  (ii) Células mieloides inmaduras (CMi): Son una población heterogénea de células mieloides que incluyen macrófagos, granulocitos, CDs y mieloides en estadios tempranos de diferenciación. Estas células, han sido ampliamente estudiadas en ratones y en humanos y se caracterizan por la expresión del marcador CD33 con una pérdida en la expresión de moléculas de clase II del CMH. La acumulación de éstas se asocia con una disminución de CDm circulantes en cáncer de cabeza y cuello, pulmón o seno, lo que conlleva a la inhibición de la respuesta inmune, asociada con la producción de grandes cantidades de reactivos oxigenados en presencia de antígenos tumorales, los cuales bloquean la actividad de linfocitos T CD8+ de forma específica.


  (iii) Diferenciación anormal de células mieloides: Puede considerarse que el defecto a nivel de la actividad funcional de las CDs es sistémico y depende de factores solubles producidos por células tumorales. Esta idea fue confirmada al observar una diferenciación normal de CDs (desapereciendo de circulación las CMi) una vez realizada la disección quirúrgica del tumor.


  (iv) Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF): Fue el primer factor derivado de tumores que mostró capacidad inhibitoria sobre CDs. y juega un papel fundamental en la formación de vasos durante la embriogénesis. Es producido por muchos tumores y participa en el desarrollo de la neovasculatura del tumor. Niveles aumentados de VEGF en plasma, se correlacionan con un pronóstico adverso de la neoplasia.


  (v) Factor estimulador de colonias de macrófago (M-CSF) e interleuquina 6 (IL-6): A nivel experimental se ha demostrado que líneas celulares de carcinoma renal, liberan factores solubles que inhiben la diferenciación de progenitores CD34 a CDs, y que dicho efecto es revertido por el uso de anticuerpos neutralizantes de M-CSF e IL-6. Estudios adicionales han demostrado la participación de IL-6 como supresor de la maduración in vivo de CDs.


  (vi) Factor estimulador de colonias granulocito-macrófago (GM-CSF): A pesar que cerca de un 30% de líneas tumorales secretan esta molécula, su participación es importante en la maduración de CPA funcionales, al punto de ser un potencial terapéutico en vacunas contra cáncer. No obstante, se ha demostrado que grandes cantidades de GM-CSF van en detrimento del sistema inmune del individuo afectado con el tumor, mostrando un efecto negativo post-vacunación.


  (vii) Inteleuquina 10 (IL-10): Su participación como modulador negativo de la respuesta inmune frente a tumores, radica en su capacidad de promover la diferenciación de CDi en tolerogénicas, a través de la pérdida ó disminución de los niveles de moléculas de co-estimulación. También se ha demostrado, que IL-10 bloquea la diferenciación de monocitos a CD, e induce su maduración a macrófago. En resumen, la IL-10 puede afectar la diferenciación a CD en estadios tardíos.


  (viii) Gangliósidos: Diversos tumores expresan patrones anormales de esta clase de glicoesfingolípidos ricos en ácido siálico cuando se comparan con tejido normal. La aparición de diferentes gangliósidos es útil en la determinación de la progresión de los tumores, ya que por ejemplo, gangliósidos derivados de melanoma muestran ser potentes inhibidores de la diferenciación de CDs.


  A la luz de lo anterior, y con una visión optimista aunque realista, es mucho lo que se puede aportar en el conocimiento de las terapias celulares para hacer de estos productos farmacéuticos, formulaciones más eficaces y seguras. Con el concurso de todos, investigadores básicos y clínicos se facilitará el camino y aunque la disponibilidad de recursos pudiera llegar a ser una limitante en países como el nuestro, no puede constituirse en una barrera para generar conocimiento en torno a la terapia celular (células dendríticas y células madre) en cualquiera de sus dimensiones. Finalmente, a manera de epílogo filosófico y como una invitación a seguir trabajando con el espíritu perseverante que nos caracteriza les comparto lo que pienso: El subdesarrollo es en muchos casos producto de un auto-convencimiento mental que estamos obligados a vencer, si queremos que nos traten diferente.
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  Resumen


  La sangre del cordón umbilical y la médula ósea humana son una alternativa para el aislamiento y cultivo de células madre mesenquimales, útiles en terapias de regeneración tisular e inmunomodulación. El objetivo de este trabajo fue aislar y cultivar células madre mesenquimales a partir de la sangre del cordón umbilical y de la médula ósea. Se recolectaron muestras de sangre de cordón umbilical en el servicio de Gineco-Obstetricia del Hospital Occidente de Kennedy en Bogotá, Colombia. La recolección de médula ósea se realizó en los servicios de ortopedia y traumatología del hospital universitario San Ignacio de Bogotá, Colombia. Se evaluó la tasa de generación celular, características morfológicas por microscopia invertida y tinción de Wright, asi como el inmunofenotipo de las poblaciones celulares por citometría de flujo.


  La eficiencia de aislamiento de las células madre mesenquimales a partir de sangre de cordón umbilical fue del 30% con una tasa de generación entre 20 y 50 minutos. A partir de médula ósea el aislamiento fue del 100%, con un tiempo de generación entre 16 y 39 minutos. Se observaron diferencias morfológicas por tinción de Wright y la presencia de progenitores hematopoyéticos durante el cultivo primario (3.54% de CD34+/CD45+), que disminuían cuando se realizaba el primer pase del cultivo (0.19% de CD34+/CD45+). El aislamiento de células madre mesenquimales es más eficiente a partir de medula ósea.


  Se observan diferencias morfológicas por microscopia invertida y tinción de Wright entre células aisladas de sangre de cordón umbilical y médula ósea. El antígeno CD105 constituye un marcador importante en el establecimiento del perfil inmunofenotípico de células madre mesenquimales.


  Palabras clave: células madre, células mesenquimales, citometría de flujo, cordón umbilical, médula ósea.


  Abstract


  Bone marrow and umbilical cord blood are sources of mesenchymal stem cells. They are important for tissue regeneration and immunomodulation. The object of this work was to isolate and culture mesenchymal stem cells from bone marrow and umbilical cord blood cells. Bone marrow samples were obtained from patients at the Orthopedic Service of the San Ignacio Hospital and cord blood samples were obtained from women with normal pregnancy at the Gineco-Obstetrics Service of the Occidente de Kennedy Hospital in Bogotá, Colombia. We determined cellular rate generation, morphologic characteristics and antigens expression for cytometry flow.


  Efficiency isolation was 30% for mesenchymal stem cells from umbilical cord blood and 100% for bone marrow, with cellular rate generation between 20 and 50 minutes and 16 and 39 minutes respectively. Morphologic differences were determined with microscopy and Wright coloration. During primary culture, 3.54% of CD34+/CD45+ was observed, but after 10 days, they were at 0.19% (CD34+/CD45+). Isolation of mesenchymal stem cells from bone marrow is efficient. There are differences between mesenchymal stem cells from umbilical cord blood and bone marrow. CD105 antigen is an important marker for mesenchymal cells lineage.


  Keywords: bone marrow, flow cytometry, mesenchymal cells, stem cells, umbilical cord blood.



  Introducción


  Las propiedades biológicas de las células madre como autorenovación, plasticidad y regeneración tisular pueden ser utilizadas para su implementación en medicina regenerativa. En este grupo se destacan las células madre adultas, que pueden autorenovarse constantemente y dar origen a células especializadas para reparar eventualmente tejidos lesionados (1, 2). En la categoría de células madre adultas, se destacan las células madre hematopoyéticas, que han sido objeto de una extensa investigación ya que son responsables de la regeneración y mantenimiento de las células sanguíneas que se ubican en sangre periférica, médula ósea, hígado y timo (3) y las células madre mesenquimales, las cuales brindan el soporte necesario para regular la hematopoyesis a través de señales que inducen la diferenciación y proliferación de las células madre hematopoyéticas y su progenie por medio de interacciones directas célula a célula y la secreción de factores de crecimiento (4,5).


  Las células madre mesenquimales fueron inicialmente caracterizadas entre las décadas de los años 60’s y 70’s con los trabajos realizados por Friedenstein, quien las aisló de médula ósea y las describió como células adherentes de morfología fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos (5,6). En el año 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular ó ISCT (Internacional Society Cellular Therapy) propuso tres criterios para definir las células madre mesenquimales (CMM); primero, adherencia en cultivo; segundo, expresión de los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macrófagos y linfocitos B; y tercero, capacidad de diferenciación in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estándar de cultivo (7,8,9).


  Adicional a lo propuesto por ISCT, también se debe tener en cuenta dos aspectos adicionales para clasificarlas como células madre; que las CMM realicen procesos de autorenovación, es decir, que durante la división celular solo una de las células hijas inicie programas de diferenciación celular, y además que sean capaces de desarrollar «plasticidad clonogénica» o diferenciación hacia tejidos de capas embrionarias diferentes a mesodermo como ectodermo y endodermo; de lo contrario seria necesario clasificarlas más como progenitores tempranos que como células madre (2, 10).


  La médula ósea es la principal fuente de aislamiento de CMM, aunque se han aislado de tejido adiposo, páncreas, hígado, músculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso trabecular (11-14), sangre de cordón umbilical (15), tejido pulmonar (16), pulpa dental y ligamento periodontal (17). No obstante, los tejidos más empleados son la medula ósea, la sangre de cordón umbilical y el tejido adiposo. En médula ósea el 0.003% de las células mononucleares son CMM (5) y la literatura muestra un éxito de aislamiento del 100% y formación de monocapa en cultivo entre 4 y 5 días (13,14); sin embargo, se considera que las CMM obtenidas de esta fuente tienen una tasa de crecimiento que disminuye conforme se aíslan de donantes de edad avanzada, además solo se logra una capacidad de diferenciación osteogénica del 71.4% (11,13).


  Contrario a la médula ósea, cuando se utiliza sangre de cordón umbilical para aislar y cultivar CMM, éstas células tienen una alta tasa de crecimiento y una capacidad de diferenciación osteogénica del 100%, aunque su éxito de aislamiento está reportado solo entre 30% y 35% (11,13). En modelos experimentales se ha demostrado que las CMM son capaces de regenerar tejidos deteriorados o lesionados como hueso, cartílago, tejido hepático o miocárdico (18-20); y modular reacciones inmunes en colagenopatías, esclerosis múltiple y trasplantes de médula ósea (8).


  Una de las principales aplicaciones clínicas de las CMM consiste en la reparación de hueso, demostrado in vivo en ratones y en caninos con defectos cráneofaciales y con defectos de huesos largos mediante la administración directa de CMM con matrices como hidroxiapatito/fosfato tricálcico (HA/TPC) (21, 22). Desde 1994 se han realizado protocolos estratégicos en ingeniería de tejidos para lograr diferenciar in situ de CMM en cartílago; estos procedimientos combinan éstas células con matrices biológicas activas y factores de crecimiento que inducen a la formación de condrocitos logrando importantes avances (18).


  En la reparación de miocardio, se han postulado diferentes efectos de las CMM sobre el tejido cardiaco tales como la diferenciación local de ésta células en cardiomiocitos, liberación de factores solubles paracrinos que promuevan la proliferación de células residentes de tejido y/o la fusión de las CMM con células cardiacas.


  El modelo animal más usado para evaluar esta aplicación es el corazón porcino donde se ha observado una reducción importante del tamaño del tejido lesionado, neovascularización y reducción de los niveles de apoptosis (23). Defectos congénitos en el músculo esquelético como distrofia muscular y otras miopatías pueden ser teóricamente restaurados con un transplante de CMM que mejoran la estructura y función del músculo. Las CMM obtenidas de la membrana sinovial han mostrado in vivo un potencial miogénico en el modelo de ratón mdx con distrofia muscular de Duchenne (24).


  Además de las propiedades regenerativas de las CMM, también tienen la facultad de afectar el funcionamiento del sistema inmune. Estudios muestran que las CMM pueden inhibir la proliferación de linfocitos inducida por aloantígenos (25), mitógenos como fitohemaglutinina y concavalina A (26); así como la activación a través de anticuerpos anti CD3 y CD28 (27). Durante la maduración de células dendríticas, las CMM puede inhibir la expresión de moléculas involucradas en la presentación de antigenos como CD1a, CD40, CD80, CD86 y HLA-DR (28).


  En Colombia los procedimientos relacionados con medicina regenerativa y el estudio de la biología de las células madre son insipientes y es necesario establecer sistemas de aislamiento y cultivo eficientes que permitan no solo la futura manipulación génica de estas células, sino establecer modelos para el estudio de los mecanismos que regulan su autorenovación y diferenciación, así como las diversas interacciones celulares que pueden ocurrir in vivo en los nichos donde residen éstas células. Por medio de este trabajo se estableció el aislamiento, cultivo, características morfológicas e inmunofenotipo de CMM de medula ósea y sangre de cordón umbilical, lo cual es un avance importante en la consolidación de ésta área de investigación en nuestro país y así permitir el uso de estas células con un mayor conocimiento de su biología.


  Materiales y métodos

  Las muestras de sangre de cordón umbilical (SCU) (n=10) fueron recolectadas en sistema cerrado con anticoagulante CPDA (Baxter®), a partir de mujeres entre 18 y 37 años de edad en estado de gravidez normal a término (38-40 semanas de gestación) que asistían al servicio de Gineco-Obstetricia del Hospital Occidente de Kennedy de Bogota, Colombia. Se recolectaron en total 10 muestras de SCU con un volumen promedio de 87ml y tiempo promedio de procesamiento de 13 horas después de su obtención, Tabla 1.


  Tabla 1. Características de recolección muestras sangre de cordón umbilical (SCU).
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  Para la recolección de médula ósea (MO) (n=13), se contó con la colaboración de los servicios de ortopedia y traumatología del Hospital Universitario San Ignacio de Bogotá, Colombia, donde fueron tomadas las muestras a partir de pacientes sometidos a reemplazo total o parcial de cadera y/o procedimientos de osteosíntesis. Se obtuvieron 13 muestras de MO a partir de pacientes con edades comprendidas en 8 y 79 años y tiempo promedio de procesamiento de 6.6 horas después de su obtención, Tabla 2. La participación de los donantes en este estudio fue voluntaria con aceptación y firma del consentimiento para la donación de las muestras de SCU y MO. Las muestras obtenidas fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de hematología de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana, Bogotá, Colombia.


  A partir de las muestras recolectadas se aislaron células mononucleares (gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque®) que luego eran cultivadas a 37oC y 5% de CO2, a una densidad de 1x106 células/cm2 en medio de cultivo IMDM® (Medio Iscove modificado de Dulbecco) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de aminoácidos no esenciales, 1% piruvato de sodio, 0.5% de ciproxacilina y 0.1% de penicilina/estreptomicina. Después de 72 horas para MO y 6 días para SCU, las células no adherentes eran retiradas y una vez se observaba monocapa de células (confluencia mayor al 70%), se procedía a realizar el desprendimiento de las células adherentes con Tripsina 0.25% y EDTA 1mM.


  Tabla 2 .Características de recolección muestras médula ósea (MO).
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  De las células desprendidas con una viabilidad celular superior al 95%, se realizaba recuento en cámara de neubauer para calcular la tasa de generación celular (TGC), la evaluación morfológica con tinción de Wrigth en Cytospin (Shandon®), inmunofenotipificación por citometría de flujo y finalmente un pase con 10.000 células/mL para re-iniciar el cultivo. Para determinar el fenotipo de las células obtenidas, se siguió el criterio establecido la Sociedad Internacional de Terapia Celular ó ISCT (Internacional Society Cellular Therapy), evaluando la expresión de las proteínas CD90 y CD105 en ausencia de marcadores hematopoyeticos como CD34 y CD45 (fenotipo para CMM CD90+/CD105+/CD34-/CD45-). Para ésto se utilizaron anticuerpos CD34FITC (clon BIRMA-K3 Dakocytomation®), CD45PerCP (clon T29/33 Dakocytomation®), CD90PE (clon 5E10 Dakocytomation®) y CD105APC (clon SN6 Ebioscience®).


  Como control fueron establecidos fibroblastos gingivales (CD90+/CD105+/CD34-/CD45-), células mononucleares de sangre periférica (CD90-/CD105+/ CD34-/CD45+) y células mononucleares de sangre de cordón umbilical (CD90bajo/CD105-/CD34+/CD45+).
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  Figura 1. Células madre mesenquimales. Microscopia invertida 10x. a. Células obtenidas de sangre de cordón umbilical, nótese prolongaciones de tamaño medio. b. CMM aisladas de médula ósea con características fibroblastoides y prolongaciones prominentes.


  Las muestras fueron adquiridas en el citómetro Facs Calibur BD® y analizadas con el programa Cell Quest Pro® calculando el Indice Medio de Fluorescencia (IMF) para cada antigeno (29) y el porcentaje de células para el fenotipo establecido de CMM.


  Consideraciones éticas


  El estudio se realizó teniendo en cuenta la normatividad ética enunciada en la resolución 008430, capítulos IV y VI, expedida por el Ministerio de Salud en 1993, que regula «La investigación en mujeres en edad fértil, embarazadas, durante el trabajo de parto, puerperio, lactancia y recién nacidos; de la utilización de embriones, óbitos y fetos y de la fertilización artificial» y «De la investigación en órganos, tejidos y sus derivados, productos y cadáveres de seres humanos». La participación de los pacientes en este estudio fue voluntaria y sin ánimo de lucro. Los participantes recibían un consentimiento que explicaba de forma clara y precisa el objetivo de la toma de las muestras. Estos consentimientos informados fueron aprobados por el Comité de Investigación y ética de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana.


  Estadística


  Para el análisis de la expresión de los antígenos evaluados por citometría de flujo, se aplicó la prueba de Shapiro-Wilk para probar la normalidad de los datos (índice Medio de Fluorescencia o IMF) mostrando una distribución no paramétrica (CD34 p=0.0164, CD45 p=0.0022, CD90 p=0.0957, CD105 p=0.0025), por lo cual se utilizó una prueba de Kruskal-Wallis que mostró una diferencia estadísticamente significativa del IMF durante los primeros días de cultivo (p=0.0040) y durante el primer pase de las células (p=0.0001). El análisis se realizó en Statistix 7.0.


  Resultados


  Para el estudio se procesaron 10 muestras de SCU y 13 de MO, a partir de las cuales se obtuvo una eficiencia en la obtención de células con características fibroblastoides, relacionadas con CMM, del 30% y 100% respectivamente. Se cumplieron los criterios de recolección de SCU según Bieback K y colaboradores (15) con respecto al tiempo de procesamiento de las muestras menor a 16 horas y al volumen de recolección mínimo de 30 mL como se muestra en la Tabla 1.


  La tasa de generación celular se define como el tiempo (horas y/o minutos) necesario para que una población celular se duplique. Teniendo en cuenta esto, para las células aisladas de SCU la tasa de generación celular osciló entre 20 y 50 minutos, mientras que para las muestras de MO varió entre 16 y 39 minutos. En la Figura 1a se presenta el registro morfológico mediante microscopia invertida de células obtenidas de SCU, donde se observan células con características fibroblastoides con prolongaciones de tamaño medio, mientras que para las derivadas de MO se observaron células con prolongaciones más extensas Figura 1b.
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  Figura 2. Células madre mesenquimales. Tinción de Wright. (a) CMM aisladas de sangre de cordón umbilical. (b) Células aisladas de MO. La diferencia más importante entre las dos poblaciones estudiadas está dada por la presencia de nucléolos y vacuolas citoplasmáticas.
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  Figura 3. Gráfica de puntos (dot plots) poblaciones celulares seleccionadas. Se indica la región seleccionada para el análisis de cada una de las poblaciones control y experimentales. (a) control células mononucleares de sangre periférica (CD34-/CD45+/CD90-/CD105+). (b) control fibroblastos gingivales (CD34-/CD45-/CD90+/CD105+). (c) CMM cultivo primario (10 dias). (d) CMM cultivo 1er fase.}
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  Figura 4. Análisis de la expresión de antígenos relacionados con células madre mesenquimales (CMM). Este análisis fue realizado a partir de cada una de las regiones respectivas presentadas en la figura 3. a. control células mononucleares de sangre periférica (CD34-/CD45+/ CD90-/CD105+). b. control fibroblastos gingivales (CD34-/CD45-/CD90+/CD105+). c. CMM cultivo primario (10 dias). d. CMM cultivo 1er pase.


  Respecto a la evaluación mediante tinción con Wright, tanto para las células derivadas de SCU Figura 2a como para las de MO Figura 2b, se observaron células de gran tamaño con un núcleo redondo excéntrico, un citoplasma basófilo y desprovisto de granulaciones o inclusiones; la diferencia radica en la presencia de nucleolos y algunas vacuolas en el citoplasma de las células derivadas de MO.


  Durante la inmuno-fenotipificación por citometría de flujo se utilizaron como control células mononucleares de sangre periférica (CD34-/CD45+/CD90-/CD105+) y fibroblastos gingivales (CD34- / CD45- / CD90 low / CD105+), las Figuras 3a y 3b muestra los diferentes dot plot seleccionados para el estudio de cada una de las poblaciones control, las cuales mostraron los fenotipos esperados Figura 4a y 4b.


  En las figuras 3c y 3d se observan los dot plot analizados de las poblaciones mesenquimales obtenidas cuyo fenotipo se presenta en las figura 4c y 4d, donde se observa la expresión de los antígenos evaluados a partir del cultivo primario y en células obtenidas después del primer pase de CMM aisladas de MO. No se logró realizar citometría de flujo para las CMM derivadas de sangre de cordón umbilical, debido a que al analizar las muestras en los parámetros SSC/FSC se observó una alta dispersión celular que no permitió establecer una población homogénea.


  Se calculó el índice Medio de Fluorescencia (IMF) para cada antigeno (29) y el porcentaje de células para el fenotipo establecido de CMM. En la Figura 5 se presenta el IMF calculado para los antigenos CD34, CD45, CD90 y CD105 en las células obtenidas del cultivo primario; mostrando una diferencia estadísticamente significativa (p=0.0040) en la expresión de estos antigenos; de forma similar, también se observaron diferencias significativas en el IMF de las células obtenidas en el primer pase (p=0.0001) Figura 6.
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  Figura 5. Indice medio de fluorescencia. Cultivo primario. Se observa la expresión de los antígenos CD34 y CD45 durante los primeros días de cultivo.
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  Figura 6. índice medio de fluorescencia. Cultivo primer pase. La expresión de los antígenos hematopoyéticos CD34 y CD45 disminuye notablemente, mientras que el antígeno CD105 se mantiene.
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  Figura 7. Porcentaje de células relacionado con fenotipo de células madre mesenquimales. Cultivo primario. Durante los primeros 10 días de cultivo se obtiene una población heterogénea, con presencia de progenitores hematopoyéticos CD34+/CD45+ y CD90+/CD105-, así como células negativas, que representan el 8.48% y 29.87% respectivamente de la población total.
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  Figura 8. Porcentaje de células relacionado con el fenotipo de células madre mesenquimales. Cultivo primer pase. Después de realizar el primer pase, el porcentaje de células hematopoyéticas disminuye notablemente (0.19%), con incremento de la población CD90-/CD105+ (35.42%) en comparación al cultivo primario que presentaba 21.25% de la población total con este fenotipo.


  Durante el cultivo primario la distribución del porcentaje de células fue de 3.54% CD34+/CD45+, 40.39% CD90+/CD105+, 4.95% CD90+/CD105-, 21.25% CD90-/CD105+, negativas 29.87% de la población total, Figura7. Luego de realizarse el primer pase de las CMM aisladas, se obtuvo 0.19% CD34+/CD45+, 13.34% CD90+/ CD105+, 3.20% CD90+/CD105-, 35.42% CD90-/CD105+, negativas 47.85%, Figura 8.


  Discusión


  El estudio de las células madre mesenquimales inició a mediados de los años 60’s y se expandió durante la década de los 70’s, con los trabajos realizados por Friedstein (5), quien describió por primera vez una población de células adherentes de medula ósea que formaban parte del estroma medular, con características fibroblastoides denominadas unidades formadoras de colonias de fibroblastos (UFC-F) (6). En la última década varios estudios caracterizaron este grupo de células, mostrando que MO, SCU y tejido adiposo constituyen fuentes importantes de obtención, lo que permitió el estudio comparativo de estos tejidos (13,14).


  En nuestro trabajo encontramos que a partir de MO la eficiencia de aislamiento de CMM corresponde al 100%, en contraste con un 30% en SCU, lo que coincide con la literatura. De manera similar, el establecimiento de la TGC para las dos poblaciones (SCU y MO) mostró que las células de MO tardan menos tiempo en proliferar, reafirmando que éstas son una fuente de obtención significativa; aunque es importante considerar que los datos obtenidos para el análisis de tasa de generación celular son relativos, ya que se estimó el recuento inicial de CMM según lo reportado en la literatura, es decir, 0.003% de CMM en MO (5).


  Los hallazgos morfológicos que presentamos por microscopia invertida, coinciden con lo reportado por Wagner y colaboradores sobre las diferencias morfológicas de CMM según la fuente de obtención; ya que a partir de SCU las células toman una configuración de fibroblastos cortos contrario a lo observado en las células aisladas de MO. Este aspecto morfológico es de gran importancia ya que podría tener relación con el inmunofenotipo de estas células, Chang y colaboradores muestran que si la población mesenquimal es obtenida de sangre de cordón umbilical la gran mayoría no expresan el antigeno CD90 mientras que si la población es de origen medular este marcador es determinante en su identificación, lo que podría explicar en parte los contradictorios resultados que se encuentran publicados con respecto a la expresión de ésta y otras proteínas en células madre mesenquimales (30).


  Aunque por microscopia invertida existen antecedentes en la literatura sobre la morfología de las CMM, es la primera vez que se presenta su conformación con tinción de Wrigth, mostrando que en suspensión las CMM son de un tamaño superior a los fibroblastos con los que usualmente se comparan. En el análisis morfológico de las CMM con tinción con Wright se presentan muy pocas diferencias entre las derivadas de SCU y MO. El citoplasma se observa basófilo y desprovisto de granulaciones o inclusiones, sin embargo, en algunas fotografías las células de médula ósea presentan vacuolas lo que podría indicar algún tipo de stress celular que posiblemente podría ser modificado con el uso de factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento de Fibroblastos-â (FGF-â).


  Durante la inmunofenotipificacion de las células obtenidas, se detectó la expresión de antígenos relacionados con progenitores hematopoyeticos en el cultivo primario; sin embargo, en la determinación realizada a partir del primer pase, tanto la expresión (IMF) como el porcentaje de células hematopoyéticas disminuyeron notablemente lo que podría mostrar que los diferentes pases del cultivo podrían tener un efecto sobre su pureza.


  No obstante, aunque CD90 es considerado un marcador de linaje para CMM, su expresión es detectable en células hematopoyéticas por lo que no constituye un marcador especifico, contrario a lo que observamos con respecto a la proteína CD105, cuya expresión se mantiene en las células adherentes obtenidas en el primer pase del cultivo. En substitución de la proteína CD90 para fenotipificar CMM, es posible considera la detección de STRO-1, que es altamente expresado en CMM de estroma medular; aunque es de considerar que su expresión se limita a poblaciones de primitivas o no diferenciadas (31, 32).


  Con la finalidad de optimizar la tasa de generación celular y la duración de las células in vitro, es importante considerar en cultivo la implementación factores de crecimiento como factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos , factor de crecimiento transformante beta (TGF- â) y factor de crecimiento similar a la insulina-1; además, es importante estudiar las CMM en el contexto de nicho particulares y no generalizar su uso terapéutico sin considerar las variaciones observadas según de la fuente de obtención, número de células utilizadas y microambiente donde se desean utilizar, ya que es demostrado que aunque las CMM es considerada una población particular, sus características biológicas y funcionales varían notablemente de acuerdo a su lugar de origen.
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  Resumen


  Este artículo tiene como objetivos presentar la prevalencia estimada de trastornos del estado de ánimo, ansiedad y por consumo de alcohol en personas con enfermedad cardiaca en Colombia; e identificar los trastornos mentales específicos más fuertemente asociados con enfermedad cardiaca. Se aplicó una encuesta de hogares en personas entre 18 y 65 años en Colombia (n=4.426). Los trastornos mentales fueron evaluados con el WMH-CIDI, una entrevista diagnóstica estructurada. Los trastornos considerados en este estudio incluyen trastornos de ansiedad (trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de angustia/agorafobia, trastorno por estrés post traumático y fobia social), trastornos del estado de ánimo (trastorno distímico y trastorno depresivo mayor) y trastornos por consumo de sustancias (abuso de alcohol y dependencia del alcohol). La enfermedad cardiaca fue determinada por auto reporte. El nivel de asociación entre estos trastornos y la enfermedad cardiaca fue evaluado usando razones de Odds ajustadas por edad y sexo. Después de ajustar por edad y sexo, los trastornos específicos de ansiedad y del estado de ánimo fueron significativamente más prevalentes en personas con enfermedad cardiaca (p>0.000?).


  Los valores de los OR´s ajustados (95% intervalo de confianza) fueron 2.6 (1.5, 4.8) para trastorno depresivo mayor, 5.6 (1.8, 17.4) para trastorno distímico, 1.6 (0.4, 6.3) para trastorno de ansiedad generalizada, 2.5 (1.0, 6.3) para trastorno de angustia con agorafobia y 1.5 (0.3, 7.3) para abuso/dependencia del alcohol en personas con enfermedad cardiaca versus personas sin enfermedad cardiaca. Posterior al ajuste por edad y sexo, la prevalencia estimada de los trastornos del estado de ánimo y de ansiedad resulta mayor en personas con enfermedad cardiaca. La fuerza de la asociación de trastornos específicos del estado de ánimo y de ansiedad es consistente a través de estos trastornos.


  Palabras claves: agorafobia, angustia, depresión, enfermedad cardiaca, fobia social.


  Abstract


  The objectives of this article are to present the estimated prevalence of mood, anxiety and alcohol abuse/dependence disorders in people with heart disease in Colombia, and to identify the specific mental disorders more strongly associated with heart disease. A population survey of household-residing adults was carried out in Colombia. Disorders considered in this study include anxiety disorders (generalized anxiety disorder, panic disorder/agoraphobia, posttraumatic stress disorder, and social phobia), mood disorders (dysthymia and major depressive disorder), and substance use disorders (alcohol abuse and dependence). Heart disease was ascertained by self-report. The association level between these disorders and the cardiac disease was evaluated using ODDS ratios adjusted by age and sex. After adjusting for age and sex, specific mood and anxiety disorders were more prevalent in persons with heart disease.


  The estimates of the adjusted OR´s (95% CI) were 2.6 (1.5, 4.8) for major depressive disorder, 5.6 (1.8, 17.4) for dysthymia, 1.6 (0.4, 6.3) for generalized anxiety disorder, 2.5 (1.0, 6.3) for panic disorder/agoraphobia and 1.5 (0.3, 7.3) for alcohol abuse/dependence among people with versus people without heart disease. Later to the adjustment by age and sex, the estimated prevalence of the mood and anxiety disorders is bigger in persons with heart disease. The strength of association of specific mood and anxiety disorders with heart disease is consistent across disorders.


  Key words: anxiety, agoraphobia, depression, heart disease, social phobia.


  Introducción


  La depresión y la enfermedad isquémica cardiaca son comunes en personas mayores y ambas son las principales causas de carga de la enfermedad a nivel mundial (1-3). La depresión tiene una gran carga de discapacidad en la población ya que ocurre generalmente en la primera mitad de la vida y con frecuencia tiene un curso crónico recurrente. Investigaciones previas en países desarrollados han encontrado que las personas con enfermedad cardiaca tienen más probabilidades de experimentar enfermedad depresiva (4-6). La depresión afecta a cerca de una quinta parte de los pacientes con infarto de miocardio (IM) y está asociada con un riesgo (dos o más veces) mayor de mortalidad por cualquier causa, mortalidad cardiovascular o nuevos eventos cardiovasculares (7). Sin embargo, pruebas aleatorias de tratamiento de la depresión no han demostrado que al tratar esta, mejore el pronóstico de la enfermedad cardiaca post-IM (8,9).


  Hasta la fecha, la asociación de enfermedad cardiaca con otros trastornos mentales comunes, en especial los trastornos de ansiedad y de abuso/dependencia de alcohol, han recibido menos atención. Si bien se han realizado investigaciones acerca de la co-morbilidad enfermedad cardiaca-trastorno mental en países desarrollados, no es clara aun la existencia de diferencias en las prevalencias de dichos trastornos en individuos con y sin enfermedad cardiaca (10). Consecuentemente es poco lo conocido con respecto a su asociación en países en vías de desarrollo como Colombia. Dado el dramático incremento en la expectativa de vida que ha ocurrido en las últimas décadas en el país, es necesario mejorar la información acerca de la co-ocurrencia de enfermedad cardiaca y trastornos mentales.


  Utilizando datos del Estudio Nacional de Salud Mental, Colombia 2003, que hace parte de la Encuesta Mundial de Salud Mental de la Organización Mundial de la Salud (OMS), presentamos información novedosa en relación con la ocurrencia de trastornos mentales comunes entre personas que reportan enfermedad cardiaca. Los objetivos de este artículo son: 1) presentar la prevalencia estimada de trastornos del estado de ánimo, ansiedad y por consumo de alcohol en personas con enfermedad cardiaca en Colombia; 2) identificar los trastornos mentales específicos más fuertemente asociados con enfermedad cardiaca. Este artículo ofrece la primera información sobre la ocurrencia de trastornos del estado de ánimo, de ansiedad y por consumo de alcohol entre personas con enfermedad cardiaca en una muestra de población general. Este da una perspectiva general sobre las asociaciones de trastornos comunes de estado de ánimo, ansiedad y por consumo de alcohol con enfermedad cardiaca en Colombia.


  Métodos


  Muestra. Una encuesta en población general fue realizada en todo el país, mediante un diseño probabilístico, multietápico y estratificado de hogares a nivel nacional. Todas las entrevistas fueron llevadas a cabo cara a cara por encuestadores legos previamente entrenados. Fueron utilizadas sub-muestras al interior de la encuesta para reducir la carga en el entrevistado dividiendo la entrevista en dos partes. La parte 1 incluyó la evaluación diagnóstica de los principales trastornos mentales. La parte 2 incluyó información adicional relevante para un amplio rango de objetivos de la encuesta, entre ellos la evaluación de enfermedades físicas crónicas.


  Todos los encuestados completaron la parte 1. Quines reunieron criterios para cualquier trastorno mental y una muestra probabilística en los que no ocurrió esto, se les realizó la parte 2. Los resultados de los encuestados de la parte 2 fueron ponderados por el inverso de la probabilidad final de selección para la parte 2 de la encuesta, para garantizar la representatividad poblacional de los resultados. Los análisis en este artículo fueron basados en la parte 2 ponderada de la muestra. Ponderaciones adicionales fueron usadas para ajustar por probabilidades diferenciales de selección dentro de los hogares y por la distribución socio-demográfica de la población.


  Entrenamiento y trabajo de campo: el equipo central de la World Mental Health (WMH) entrenó supervisores bilingües para Colombia. Se utilizaron los documentos y procedimientos pertinentes para el entrenamiento de los encuestadores y se siguió el protocolo de traducción de la OMS para traducir los instrumentos y el material de entrenamiento. La información sobre los objetivos y procedimientos del estudio, el uso y protección de los datos y los derechos de las personas encuestadas fueron entregadas tanto en forma verbal como escrita a aquellas potencialmente elegibles antes de obtener el consentimiento informado verbal para participar en la encuesta. Los protocolos de control de calidad, descritos con mayor detalle en otra publicación (11), fueron estandarizados con los de la Encuesta Mundial de Salud Mental para asegurar la exactitud del entrevistador y para definir la limpieza de datos y los procedimientos de codificación. El Comité de ética de la Fundación FES Social aprobó y monitorizó el acatamiento de los procedimientos para obtener el consentimiento informado y los derechos de las personas.


  Estado de trastorno mental: la encuesta utilizó la WHO Composite International Diagnostic Interview (12,13), versión de la Encuesta Mundial de Salud Mental, para evaluar trastornos. Los diagnósticos considerados en este artículo incluyen los trastornos de ansiedad (trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de angustia y/o agorafobia, trastorno por estrés post traumático y fobia social), trastornos del estado de ánimo (distimia y episodio depresivo mayor) y abuso/dependencia de alcohol. Los trastornos fueron evaluados utilizando las definiciones y criterios del Manual Diagnóstico y Estadístico de Trastornos Mentales, Cuarta Edición (DSM-IV) American Psychiatric Association, 1994 (14). Se utilizaron los criterios de exclusión de organicidad del CIDI para realizar todos los diagnósticos. Las pruebas de campo y posteriores estudios de calibración clínica mostraron que los trastornos considerados en este estudio fueron evaluados con aceptable confiabilidad (12).


  Estado de enfermedad cardiaca: con una serie de preguntas acerca de enfermedades físicas crónicas, adaptadas de la U.S Health Interview Survey (National Center for Health Statistics, 1994) (15), los encuestados fueron interrogados acerca de la presencia de condiciones crónicas. Se les preguntó si un médico u otro profesional de la salud alguna vez le había dicho que tenía una enfermedad del corazón. Estudios previos en países desarrollados sugieren que el auto reporte de enfermedades graves como enfermedad cardiaca y diabetes tienen una validez aceptable (15,16).


  Tabla 1 .Prevalencia (%) de T rastornos del estado de ánimo entre personas con enfermedad cardiaca vs. sin enfermedad cardiaca.
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  Kriegsman y colaboradores en 1996 reportaron un aceptable nivel de concordancia entre los resultados obtenidos a partir de las historias clínicas de los médicos generales y los auto reportes de enfermedad del corazón basados en entrevistas (kappa de 0.64) para enfermedad cardiaca isquémica, similar a los valores para diabetes (0.74) y asma (0.58). Estudios previos reportaron niveles similares de concordancia para infarto de miocardio y enfermedad cardiaca coronaria (17,18).


  Métodos de análisis: este artículo reporta tasas de prevalencia para trastornos mentales específicos en personas con y sin enfermedad cardiaca. Para esta encuesta, fueron calculados usando los Odds ratio para la valoración del nivel de asociación entre la ocurrencia de cada trastorno mental y enfermedad cardiaca. Dichos valores fueron ajustados por edad y sexo. Teniendo en cuenta que los trastornos del estado de ánimo disminuyen su prevalencia con la edad y tienden a ser más comunes en mujeres y que la enfermedad cardiaca incrementa su prevalencia con la edad y tiende a ser más frecuente en hombres, es esencial controlar el efecto confusor de las variables edad y sexo en la evaluación de la asociación de enfermedad cardiaca y trastornos del estado de ánimo.


  Por otra parte, fueron calculados intervalos de confianza al 95% utilizando el método de linealización de Taylor (19) con software SUDAAN (20) para ajustar por el efecto de diseño (conglomeración y auto-ponderación).


  Resultados


  Características de la muestra: el tamaño de la muestra de la encuesta fue de 4426 individuos. La tasa de respuesta observada fue de 88.7%. La proporción de personas de 60 o más años fue de 5.3% y el porcentaje de quienes habían completado educación secundaria fue de 46.4%. La enfermedad cardiaca auto reportada fue común, con una prevalencia cercana al 3%. La prevalencia fue mayor entre personas mayores, especialmente aquellas que no completaron la educación secundaria y en general entre hombres (datos no mostrados).


  Trastornos del estado de ánimo y enfermedad cardiaca: la depresión mayor fue característicamente común en personas con enfermedad cardiaca, datos que se muestran en la Tabla 1. La prevalencia de depresión mayor en personas con enfermedad cardiaca fue de 13.9 % (CI). La prevalencia de distimia fue inferior significativamente. La comparación de la prevalencia de depresión mayor y distimia entre personas con enfermedad cardiaca versus personas sin enfermedad cardiaca mostraron diferencias significativas.


  Como se muestra en la Tabla 1, los Odds ratio ajustados fueron significativamente mayores que uno (indicando un efecto de incremento en el riesgo….). También indican una asociación significativa entre el riesgo de padecer enfermedad cardiaca y distimia. Trastornos de ansiedad y enfermedad cardiaca: a lo largo de la encuesta, los trastornos específicos de ansiedad (trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de angustia/agorafobia, fobia social y trastorno por estrés post traumático (TEP) fueron generalmente menos prevalentes que la depresión mayor. Entre las personas con enfermedad cardiaca, la prevalencia de trastorno de ansiedad generalizada (TAG) alcanzó 1.5 (CI), la fobia social alcanzó 4.8 (CI) y el trastorno de angustia/agorafobia llegó a 4.9 (CI). El TEP fue relativamente poco común entre personas con enfermedad cardiaca. Estos datos se muestran en la Tabla 2.


  Tabla 2 . Prevalencia (%) de trastornos de ansiedad entre Las personas con enfermedad cardiaca vs. sin enfermedad cardiaca.
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  A excepción del TEP en los trastornos de ansiedad los Odds ratio fueron significativamente mayores que uno. La asociación de cualquier trastorno de ansiedad con enfermedad cardiaca muestra un patrón similar al observado para cualquier trastorno del estado de ánimo.


  El Odds ratio estimado fue 2.2 (1.9, 2.5). El test de heterogeneidad para los Odds ratios de todos los trastornos de ansiedad fue estadísticamente significativo en todos los casos (p=0.01). Estos resultados indican que la fortaleza de la asociación de trastornos de ansiedad, como una clase, con enfermedad cardiaca es comparable a la observada para los trastornos del estado de ánimo –un Odds ratio de cerca de 2 de trastornos de ansiedad para personas con enfermedad cardiaca versus personas sin enfermedad cardiaca-. Sin embargo, la variación en los estimados de la fuerza de la asociación entre trastorno de ansiedad y enfermedad cardiaca fue mayor que los observados para trastornos del estado de ánimo, posiblemente debido a la baja prevalencia de estos trastornos.


  Trastornos por uso de alcohol y enfermedad cardiaca: como se muestra en la Tabla 3, la prevalencia de abuso o dependencia de alcohol llega a 3.1. Los Odds ratio para la asociación de abuso o dependencia de alcohol con enfermedad cardiaca fueron estimados. Estos arrojaron mayores que 1.0, sin embargo, los intervalos de confianza correspondientes incluyeron el valor nulo.


  Dado que la prevalencia del uso de alcohol disminuye marcadamente con la edad y es inferior en mujeres, en tanto que la prevalencia de enfermedad cardiaca se incrementa con la edad y es generalmente mayor entre hombres, el ajuste por edad y sexo es importante para reducir el efecto de esta situación al evaluar dicha asociación. El estimado de odds ratio para la asociación de abuso o dependencia de alcohol y enfermedad cardiaca fue de 1.4 (1.0 a 1.9). Estos resultados sugieren que el abuso de alcohol puede ocurrir con mayor frecuencia entre personas con enfermedad cardiaca, aunque en general los resultados no sugieren una fuerte asociación.


  Discusión


  Este informe ofrece una evaluación de la frecuencia y asociación tanto de los trastornos del estado de ánimo y de ansiedad con enfermedad cardiaca basada en la primera población nacional en gran escala. Dos hallazgos claves emergen del presente estudio.


  Primero, personas con enfermedad cardiaca tuvieron mayor probabilidad de experimentar trastornos de ansiedad o del estado de ánimo que personas comparable sin enfermedad cardiaca después de tener en cuenta diferencias por edad y sexo

  .

  Segundo, los trastornos individuales del estado de ánimo y de ansiedad tienen una asociación similar con enfermedad cardiaca. Estos hallazgos tienen implicaciones para la práctica clínica, sugieren que los clínicos necesitan ser concientes del espectro de trastornos del estado de ánimo y de ansiedad que ocurre con mayor frecuencia entre personas con enfermad cardiaca en vez de enfocarse solamente en un trastorno específico (por ejemplo depresión mayor).


  Tabla 3 .Prevalencia (%) de abuso /dependencia de alcohol entre personas con vs. sin enfermedad cardiaca.
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  Las asociaciones observadas tienen limitadas implicaciones etiológicas; el diseño utilizado (corte transversal) no permite inferir respecto a la temporalidad de ocurrencia entre enfermedad cardiaca y los trastornos de estado de ánimo y de ansiedad. Sin embargo, el hecho de que los trastornos del estado de ánimo y de ansiedad muestran un nivel similar de asociación con la enfermedad cardiaca sugiere que cualquier efecto de la enfermedad cardiaca sobre el funcionamiento psicológico puede influir en los estados de ansiedad así como los trastornos del estado de ánimo. De igual manera, si el trastorno psicológico incrementa los riesgos de enfermedad cardiaca, el papel de la ansiedad debe ser considerado conjuntamente con la depresión. Los resultados del abuso y la dependencia al alcohol sugieren que el abuso de este puede ser más común entre personas con enfermedad cardiaca que aquellos sin esta.


  Limitaciones: la limitación más notable de esta investigación es la determinación de enfermedad cardiaca basada en auto reporte. Dado que el estudio Nacional de Salud Mental, Colombia 2003 fue llevado a cabo en una gran población en toda Colombia, no era posible acceder a historias clínicas o llevar a cabo una evaluación médica estandarizada para determinar si la enfermedad cardiaca estaba presente o ausente. Investigaciones previas en países desarrollados sugieren que la enfermedad cardiaca auto reportada tiene aceptable validez con un kappa que excede generalmente 0.60 (16- 18).


  Otra limitación es que la encuesta WMH evalúa solo la presencia de la enfermedad cardiaca y no su severidad o la naturaleza exacta de la enfermedad cardiaca reportada. La enfermedad cardiaca es generalmente sub reportada (16). No hay evidencia que personas con trastornos psicológicos tengan mayor probabilidad de reportar menos la presencia de enfermedad crónica encontraron que la «afectividad negativa» (un rasgo relacionado con trastorno del estado de ánimo) fue asociado con reportes incrementados de síntomas y enfermedades crónicas (21).


  Sin embargo, es posible que la asociación de trastornos del estado de ánimo y ansiedad con enfermedad cardiaca sea mejor explicado por factores inespecíficos que influyen el reporte de enfermedad que con la asociación de enfermedad cardiaca específica. Las personas ansiosas y depresivas pueden ser más sensibles y menos olvidadizas al malestar físico con respecto a diagnósticos previos de problemas físicos. Dado que los trastornos del estado de ánimo y de ansiedad están asociados con muchas condiciones físicas crónicas, es necesaria mayor investigación para entender los factores que pueden influir la asociación de trastornos del estado de ánimo y ansiedad con diversas enfermedades crónicas (5).


  La prevalencia de enfermedad cardiaca en el Estudio Nacional de Salud Mental es coincidente con los patrones epidemiológicos (p. e. incremento de la prevalencia con la edad; generalmente mayor prevalencia en hombres).


  Es de anotar que el Estudio Nacional de Salud Mental, Colombia 2003 incluyó el uso de métodos estandarizados y bien validados para diagnosticar trastornos mentales en encuestas poblacionales y además el tamaño y diversidad de la población encuestada. Por lo tanto, fue posible desarrollar estimativos basados en poblaciones con un rango de trastornos mentales sin precedentes entre personas en hogares, no institucionalizadas, que reportan enfermedad cardiaca.


  Los resultados de este estudio permiten anotar, a manera de conclusión, que los trastornos del estado de ánimo y de ansiedad ocurren con mayor frecuencia en personas con enfermedad cardiaca. El abuso de alcohol fue asociado con trastornos mentales y con enfermedad cardiaca. Dada la asociación de trastornos del estado del ánimo y ansiedad con discapacidad funcional (3), estos resultados sugieren que los clínicos deben ser concientes de la mayor ocurrencia de trastornos del estado de ánimo y de ansiedad entre pacientes con enfermedad cardiaca. Esta investigación no da luces si los trastornos psicológicos son causa o consecuencia de enfermedad cardiaca, pero sugiere que los esfuerzos para entender las relaciones causales entre enfermedad cardiaca y enfermedad psicológica deben considerar los trastornos de ansiedad así como los del estado de ánimo.
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  Resumen


  A partir de cuatro muestras de pulque (bebida mexicana prehispánica) en diferentes etapas de fermentación denominadas aguamiel, semilla, contrapunta y corrida; se aislaron e identificaron un hongo levaduriforme, un cocobacilo Gram negativo y un bacilo Gram positivo pertenecientes a los géneros Saccharomyces sp, Zymomonas sp, y Lactobacillus sp. El consorcio desarrollado fue el responsable de la fermentación, alcohólica, ácida y viscosa propias de esta bebida tradicional Mexicana.


  El contenido alcohólico varió en función del tiempo de fermentación alcanzando porcentajes de 10.35 (v/v) y 9.01 (v/v) determinados por cromatografía de gases y espectroscopia Raman para la etapa denominada «corrida». El producto terminado tiene un elevado contenido de proteínas (1 g/L), azúcares reductores (4.75 g/L) y poblaciones microbianas en ordenes de 45x108 UFC/mL para Saccharomyces sp, 41x107 UFC/mL para Zymomonas sp y 34x106 UFC/mL para Lactobacillus sp, que le dan a la bebida un elevado valor nutricional y los microorganismos aislados podrían tener un efecto benéfico sobre sistema digestivo al ser consumido por vía oral.


  Palabras claves: espectroscopia Raman etanol, Lactobacillus sp, probióticos, pulque, Saccharomyces sp, Zymomonas spl.


  Abstract


  Three strains were isolated from a pulque in Tlaxcala México. Different morphological groups were identified: Gram-negative coccobacilli, regular nonsporing Gram-positive rods and yeast. Each strain was identified with Zymomonas sp, Lactobacillus sp and Saccharomyces sp. The developed consortium was the responsible for the alcoholic, acid, and viscous fermentation which are special characteristics of this traditional Mexican beverage.


  The alcohol content varies in function of the fermentation time reaching percentages of 10.35 % (v/v) and 9.01 % (v/v) in the so called «run» stage. They are determined by gas chromatography and Raman spectroscopy. The end product has a high content of proteins (1 g/l), sugar reducers (4.75 g/l) and microbial populations in ranks of 45x108 UFC/mL for Saccharomyces sp., 41x107 UFC/mL for Zymomonas sp and 34x106 UFC/mL for Lactobacillus sp, that give the drink a high nutritional value. The microorganisms could be beneficial to the digestive system when ingested orally.


  Keywords: ethanol, Lactobacillus sp., probiotics, pulque, Raman spectroscopy, Saccharomyces sp, Zymomonas sp.


  Introducción


  El pulque es una bebida tradicional Mexicana que se obtiene por la fermentación de la savia azucarada conocida como aguamiel obtenida a partir de diferentes especies de maguey (Agave americana, A. atrovirens, A. feroz, A. mapisaga, A. salmiana). Esta bebida es consumida por poblaciones indígenas y mestizas de muchas regiones del país, particularmente en las áreas de la meseta central. Se caracteriza por se una bebida alcohólica, blanca, con olor fuerte y viscosa (1).


  El proceso de fermentación inicia en el maguey, donde se encuentran microorganismos autóctonos como levaduras, bacterias lácticas, bacterias productoras de etanol y bacterias productoras de exopolisacaridos (2).


  Estos microorganismos transforman de manera natural parte de los azúcares disponibles en aguamiel, sin embargo el proceso se acelera por la adición de un inoculo iniciador llamado semilla (una porción de pulque previamente producido). El tiempo de fermentación puede durar de 12 a 48 hora a 25º C, cuidando que los recipientes no tenga ninguna sustancia que inhiba los microorganismos mesofílicos (Detergentes, perfumes, desinfectantes, entre otros). A medida que pasa el tiempo se presentan cambios importantes como un incremento en el porcentaje de etanol y formación de exopolisacaridos como b-glucanos y dextranos; que generan un incremento en la viscosidad transformado el fluido de newtoniano a no newtoniano (3).


  Los consorcios microbianos son frecuentemente encontrados en varias bebidas fermentadas y se considera que esta interacción positiva es un mecanismo evolutivo que favorece a todas las poblaciones presentes en el consorcio con respecto a la captación de nutrientes, eliminación de ciertos metabolitos que pueden llegar a ser tóxicos si se acumulan en la bebida y control de flora microbiana alterante de la fermentación (4).


  La literatura reporta que a partir del pulque se pueden recuperar diversos grupos microbianos clasificados como: subdivisión Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus (Lactobacillus cepa ASF360 AF157050, Lactobacillus acidophilus M99740, L. hilgardii M58521, L. plantarum D79210 y Leuconostoc mesenteroides spp mesenteroides), subdivisión proteobacteria (Acetobacter pomorium AJ001632, Zymomonas mobilis AF281034) y hongos levaduriformes pertenecientes a los géneros (Sacharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp) (2).


  El producto terminado es una bebida alcohólica que puede tener propiedades probióticas. Esta característica fue documentada desde épocas prehispánicas, «El enema a base de pulque más antiguo conocido en Mesoamérica procede de Xochipala, Guerrero, México, data de 1200 a 900 a.C., aproximadamente». El uso de enemas contra enfermedades y dolencias del tracto digestivo en las culturas prehispánicas se registra por evidencias arqueológicas y por recopilaciones coloniales (5,6). Actualmente se conoce el efecto benéfico de ciertos grupos microbianos sobre el sistema digestivo de humanos y animales.


  Estos consorcios microbianos ingeridos por vía oral pueden actuar a diferentes niveles. La reducción de enzimas como nitroreductasas, azoreductadas y glucoronidasas que se han asociado con ciertos tipos de cáncer gástrico; efecto antimicrobiano por la producción de ácidos orgánicos, enzimas, bacteriocinas y competencia por nutrientes con los patógenos intestinales (7,8). Dentro de los grupos con actividad probiótica que se recuperan del pulque se destacan los géneros Zymomonas sp, Lactobacillus sp y en algunos casos Saccharomyces sp.


  En el presente artículo se realizó un estudio microbiológico de las diferentes etapas de fermentación durante la producción artesanal de pulque; para evaluar el comportamiento de las poblaciones presentes y su efecto sobre los compuestos mayoritarios como carbono y nitrógeno. Se implementó un método físico para determinar el contenido de etanol, mediante el análisis de los espectros de dispersión Raman, para utilizarlo como índice de calidad química en esta bebida, realizando una comparación con técnicas tradicionales como cromatografía de gases.


  Finalmente se aislaron e identificaron los grupos microbianos más representativos, los cuales son responsables de la fermentación alcohólica, cambios de viscosidad y han sido reportados como microorganismos con efecto probiótico.
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  Figura 1. Proceso de elaboración del pulque. (A) Penca de maguey en producción, (B) Raspado de la penca de maguey, (C) Aguamiel obtenida de la penca, (D) preparación de la semilla, (E) Mezcla de la semilla y el aguamiel, (F) Corrida ó pulque maduro.


  Materiales y métodos


  Sitio de origen del pulque y muestreo por etapas Las muestras de pulque se obtuvieron en el estado de Tlaxcala, México, en el pueblo de San Simón Tlatlahuquitepec, perteneciente al municipio de San Martín Xaltocan (19°25’N, 98°40’W), encontrándose a una altitud de 2,492 m. Los muestreos se realizaron en frascos shott de 200 mL tomando 50 mL de material líquido correspondiente a cada una de las etapas del proceso e identificadas como: Aguamiel, semilla, contrapunta y corrida.


  El aguamiel corresponde al líquido extraído de la cepa del maguey, la semilla es un pulque con fermentación de alrededor de 60 días, la contrapunta es un pulque de 24 horas de fermentación obtenido por una mezcla 1:1 de aguamiel y semilla. La corrida corresponde a un pulque de 48 horas de fermentación, esta es la etapa final y el producto se comercializa en la zona. Las muestras se transportaron refrigeradas y se procesaron durante las 24 horas siguientes, Figura 1.


  Aislamiento primario

  Cada una de las muestras pertenecientes a las diferentes etapas del proceso se diluyeron en forma seriada desde 10-1 hasta 10-6, empleando agua peptonada al 0.1% (p/v). La siembra se realizó por la técnica de microgota (9); sembrando 20 mL de cada dilución en agar YPG (10), agar LW (11) y Agar MRS suplementado con 20% (p/v) de sacarosa y 0.0001% (p/v) de púrpura de bromocresol (12). Las cajas se incubaron por 72 horas para bacterias y 5 días para hongos a una temperatura constante de 25ºC manteniendo condiciones de microaerofília.


  Posteriormente se realizó el recuento de colonias expresado como UFC/mL y se seleccionaron las más representativas de los tres grupos tomando como base el porcentaje de recuperación en todas las etapas. La purificación de colonias se llevó a cabo por medio de pases sucesivos en los mismos medios. La morfología microscópica se visualizó por medio coloración de Gram y observaciónes con lente de 100x siguiendo la metodología descrita por Meza y colaboradores (13).


  Tabla 1. Identificación bioquímica
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  Identificación bioquímica

  La Identificación bioquímica de las levaduras, bacilos Gram positivos y cocobacilos Gram negativos aislados por pases sucesivos se realizaron siguiendo pruebas tradicionales según los reportado por Bergey 1984, Tabla 1.


  Microscopia electrónica de barrido

  La población predominante en todas las etapas del proceso fue seleccionada para realizar microscopía electrónica de barrido (MEB) empleando un microscopio de la marca JEOL JSM- 6300, que proporcionó amplificaciones de hasta 300000X. Las muestras fueron observadas directamente sin hacer recubrimiento con oro, obteniéndose imágenes de 1500X y 3000X, con un voltaje de 5 kV (15).


  Cuantificación de etanol

  La cuantificación de etanol se realizó por medio de cromatografía de gases de acuerdo a la técnica reportada por Ríos y Calva, 1999. Las muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a 5000rpm, se recuperó el sobrenadante y se inyectó en el cromatógrafo. Los valores de porcentaje fueron calculados empleando una curva de calibración de etanol previamente estandarizada (16).


  Espectroscopia Raman

  Un conjunto de muestras de solución agua/etanol con diferentes porcentajes de etanol fueron preparadas para construir un modelo de referencia, obteniéndose una curva de calibración, la cual se empleó para calcular los porcentajes de etanol en las muestras del pulque.


  Se empleó etanol de 99.9% de pureza y agua bidestilada. Las muestras fueron preparadas obteniéndose mezclas con porcentajes de 0.1% a 20% y 100% (v/v) de etanol. Los espectros Raman se obtuvieron mediante una geometría de retrodispersión en un sistema microRaman LABRAM, el cual es un sistema Raman integrado. Tiene un microscopio acoplado para el espectrógrafo con una longitud focal de 300 mm. Adicionalmente posee un láser interno de HeNe de 20 mW, el cual se utilizó para excitar la muestra. Se empleó un objetivo de 50X y la señal fue analizada con un detector CCD. Los espectros Raman de agua/etanol y del pulque se obtuvieron en un rango de 300 cm-1 a 1700 cm1 a temperatura ambiente, incidiendo el láser sobre un volumen de 2 mL.
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  Figura 2. Recuento de poblaciones recuperadas en cada etapa del proceso de elaboración del pulque. Siembra por microgrota en agar YPG (Levaduras), Agar LW (Cocobacilos Gram negativos) y agar MRS (Bacilos Gram positivos). Incubación por dos y cinco días a 25ºC.


  Otras determinaciones analíticas

  La cuantificación de azúcares reductores totales se realizó por medio de la técnica colorimétrica de oxidoreducción del ácido 3,5-dinitrosalicílico (17), empleando glucosa anhidra como patrón. Las muestras se centrifugaron 20 minutos a 5000 rpm y se tomó el sobranadante para llevar a cabo la reacción. Los resultados presentados corresponden al promedio de tres repeticiones. El contenido total de proteínas se realizó por la técnica colorimétrica de Bradford, empleando albúmina de suero bovino como patrón (18).


  Resultados


  Aislamiento primario

  De acuerdo con el recuento de poblaciones, se observó que existe un consorcio entre levaduras y bacterias, Figura 2. Estos grupos estuvieron presentes en todas las etapas del proceso, sin embargo se presentó variación con respecto a la cantidad. En el aguamiel y la semilla se obtuvieron los recuentos más bajos con valores de 17x104 UFC/mL, 30x103 UFC/mL para hongos levaduriformes, 38x103 UFC/mL, 44x101 UFC/mL para cocobacilos Gram negativos y 72x101 UFC/mL y 17x101 UFC/mL para bacilos Gram positivos. En la etapa llamada contrapunta en la cual se mezcla en proporción 1:1 el agua miel y semilla, los recuentos de levaduras y bacterias incrementaron con valores promedio de 83x106 UFC/mL, para hongos levaduriformes, 61x104 UFC/mL para cocobacilos Gram negativos y 93x104 UFC/mL para bacilos Gram positivos.


  En la etapa final ó corrida se observó un aumento significativo (p<0.05) en todos los grupos con recuentos de 50x108 UFC/mL, 41x107 UFC/mL y 34x108 UFC/mL para hongos levaduriformes, cocobacilos Gram negativos y bacilos Gram positivos.
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  Figura 3. Características microscópicas con coloración de Gram. (A) Cocobacilos Gram negativos, (B) Hongo levaduriforme, (C) Bacilos Gram postivos productores de expolisacarido. Aumento de 100x.
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  Figura 4. Microscopía electrónica de barrido de la etapa denominada corrida. Aumento 1500x y 3000x. Muestras preparadas en fresco sin recubrimiento con oro.


  Con respecto a las morfologías macroscópicas, las colonias para cada género presentaron tres formas características, las primeras eran colonias de color blanco, cremosas, de borde regular y gran tamaño; el segundo grupo se desarrolló formando colonias pequeñas, puntiformes y traslucidas. El último grupo se caracterizó por crecer en forma de colonias grandes mucoides semitransparentes.


  Tabla 2 .Concentraciones de etanol para las cuatro diferentes etapas de fermentación, obtenidas mediante espectroscopia de gasesa y a través de los espectros de espectroscopia Ramanb.
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  En las Figuras 3 (A), (B) y (C) se observan las características microscópicas obtenidas por medio de la coloración de Gram la cual permitió visualizar las morfologías típicas de cocobacilos Gram negativos, células levaduriformes, y bacilos Gram positivos, respectivamente. En la Figura 4 se observa la imagen obtenida por microscopía electrónica de barrido de las células levaduriformes que fueron las que se recuperaron en mayor proporción con porcentajes de 20%, 12%, 27% y 41% en el aguamiel, semilla, contrapunta y corrida respectivamente.


  Identificación bioquímica

  Las tres colonias aisladas presentaron características macroscópicas, microcoscópicas y bioquímicas iguales a lo reportado para los géneros Saccharomyces sp, Zymomonas sp y Lactobacillus sp, Tabla 2.


  Cuantificación de azúcares reductores totales, proteínas y etanol

  Empleando las técnicas colorimétricas de Miller (17) y Bradford (18) se cuantificó la concentración en g/L de azúcares reductores totales y proteínas. Encontrando que al inicio del proceso (aguamiel) se presentó la mayor cantidad de azúcares y proteínas a razón de 25 g/L y 3.7 g/L lo que demuestra que el aguamiel es un sustrato nutricionalmente enriquecido que favorece el crecimiento de poblaciones microbianas; las cuales utilizan los compuestos del aguamiel como fuente de carbono y energía para producción de nuevas células, acompañado de la formación de productos de la fermentación. Como se observa en la Figura 5, el contenido de azúcar y proteína va disminuyendo en función del tiempo de fermentación, sin embargo no llega a ser consumido en su totalidad es por esto que el pulque al final del proceso ó etapa denominada como corrida tiene un ligero sabor dulce, contenido de proteína y etanol. En un pulque de 48 horas de fermentación el contenido de etanol fue de 10.35 % (v/v), 4.76 g/L de azúcares reductores y 1 g/L de proteína. Los porcentajes de etanol obtenidos mediante cromatografía de gases se muestran en la Tabla 2.


  Concentraciones de etanol obtenidas mediante espectroscopia Raman.

  En la Figura 6 se presentan los espectros Raman de las cuatro muestras estudiadas comparadas con el espectro obtenido para una muestra de etanol al 100%. En esta figura se observan varias bandas de absorción, en particular las indicadas con flechas localizadas alrededor de 884 cm-1 (symmetric CCO stretching ) y 1054 cm-1; esta ultima se usaron para normalizar. Estas dos bandas se observaron en todos los espectros Raman del pulque y de las mezclas agua/etanol, incluyendo el de etanol 100 %. La cuantificación de los porcentajes de etanol se realizó calculando el área bajo la curva en estas dos bandas, obteniéndose la razón del área bajo la banda localizada en 884 cm-1 y el área bajo la banda localizada alrededor de 1054 cm-1.


  Para las mezclas agua/etanol se realizó una gráfica de esta razón en función de la concentración de etanol, obteniéndose una relación lineal para concentraciones de 0.1% a 1 %. Un ajuste por mínimos cuadrados fue utilizado para obtener una relación lineal como curva de calibración de etanol, con un coeficiente de correlación de 0.97.
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  Figura 5. Concentración de proteínas y azúcares reductores durante cada etapa del proceso de fermentación artesanal de pulque.
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  Figura 6. Espectros Raman de las cuatro muestras estudiadas junto con el espectro obtenido para la muestra con un 100% de etanol.


  De igual forma en el intervalo de 3% a 20% se obtuvo una relación lineal de esta razón en función de la concentración de etanol. La curva de calibración obtenida para este intervalo fue una relación lineal con un coeficiente de correlación igual a 0.92. A partir de estas curvas de calibración se obtienen los porcentajes de etanol para las cuatro muestras estudiadas cuyos valores se resumen en la Tabla 2. Como se puede observar estos valores son muy similares a los obtenidos por el método de cromatografía de gases, demostrando que los dos métodos son reproducibles y la técnica de Raman puede ser empleada como método alterno, rápido y confiable para la determinación de muestras líquidas con composición química heterogénea.


  Discusión


  De acuerdo a los resultados presentados por Galindo (24), la diversidad microbiológica del pulque es muy alta. En esta bebida tradicional mexicana se pueden recuperar más de 50 géneros diferentes, dependiendo del tipo de agave utilizado y el tipo de medios de cultivo empleados para el aislamiento. De acuerdo con los resultados obtenidos, en este estudio la fermentación alcohólica, ácida y viscosa del aguamiel es realizada por un consorcio microbiano compuesto por levaduras, bacilos Gram positivos y cocobacilos Gram negativos, los cuales están presentes en todas las etapas del proceso. Encontrando los recuentos más bajos en las primeras materias primas como el aguamiel y la semilla, Figura 2.


  Este resultado puede estar asociado con las características iniciales del aguamiel que es líquido fresco no fermentado rico en azúcares de fácil asimilación y proteínas que mantiene unas poblaciones autóctonas en espera de unas condiciones ambientales y nutricionales apropiadas para su propagación. Con respecto a la semilla se encontraron recuentos más bajos posiblemente porque este producto llevaba alrededor de 60 días de fermentación, tiempo en el cual las poblaciones han consumido la fuente de carbono y nitrógeno, determinando que pudieran entrar en fase estacionaria ó por el contrario se presentara la muerte celular por déficit de nutrientes (19).


  En la etapa llamada contrapunta en la cual se mezcla en proporción 1:1 el agua miel y semilla, los recuentos de levaduras y bacterias incrementaron con valores promedio de 83x106 UFC/mL, para hongos levaduriformes, 61x104 UFC/mL para cocobacilos Gram negativos y 93x104 UFC/mL para bacilos Gram positivos, la respuesta positiva en las poblaciones pudo estar asociada a dos posibles causas. La primera, fue la adición de sustrato fresco rico en carbohidratos y proteínas a partir del cual las células pueden obtener carbono y energía reactivando el metabolismo y por consiguiente se observó un incremento poblacional. La segunda, hace referencia al aporte de aminoácidos, vitaminas y cofactores esenciales dados por la semilla. Es factible que tras 60 días de fermentación muchas células se lisaron y dejaron libre en el pulque estos componentes esenciales que fueron tomados por las nuevas poblaciones.


  Esta combinación de factores y su efecto sobre las diferentes poblaciones se comprobó al analizar los resultados en la muestra identificada como corrida que corresponden a un pulque de 48 horas de fermentación. En esta etapa se observó un incremento significativo (p<0.05) en todos los grupos con recuentos de 50x108 UFC/mL, 41x107 UFC/mL y 34x108 UFC/mL para hongos levaduriformes, cocobacilos Gram negativos y bacilos Gram positivos. La posible explicación es el consumo de sustrato, formación de células y formación de producto (etanol). Un resultado interesante fue el incremento de bacilos Gram positivos; el cual se podría correlacionar con el aumento en la viscosidad, cambio físico típico en un pulque maduro.


  Con respecto a la identificación bioquímica, los géneros recuperados con un 98% de probabilidad fueron Saccharomyces sp, Zymomonas sp y Lactobacillus sp. Estos resultados son similares al estudio realizado por Giannoutsou y colaboradores (20), quienes recuperaron Saccharomyces sp. empleando la misma batería de pruebas bioquímicas. Con respecto a Zymomonas sp los resultados concuerdan con la clasificación de género reportada por Matiz en el 2000.


  Renouf y colaboradores en el 2006, reportaron que las bacterias acidolácticas (BAL) se recuperan a partir de diferentes bebidas fermentadas como cerveza, vino, cidra, entre otros. Dentro los géneros que identificó por técnicas moleculares se encuentran Lactobacllus sp, Pediococcus sp, Oenococcus oeni y Lecuconostoc mesenteroides; los cuales están asociados con la producción de exopolisacaridos compuestos de alto peso molecular formados por subunidades repetitivas de homoglucanos y heteroglucanos unidos por diferentes enlaces glucusídicos que le confiere a ciertas bebidas fermentadas a base de leche, frutas y vegetales con propiedades no newtonianas de tipo speudoplastico.


  Los tres grupos responsables de la transformación bioquímica del agua miel también podrían ser los encargados de conferir un valor agregado a la bebida, su efecto probiótico.


  Los investigadores del Centro de Investigación en Biotecnología Aplicada (CIBA) del Instituto Politécnico Nacional, en Tlaxcala, demostraron que los microorganismos aislados del pulque tienen capacidad de inhibir el crecimiento de ciertas bacterias patógenas como: Escherichia coli, Shigella sp, Salmonella sp. Dentro de los grupos aislados se reportó la presencia de los tres géneros recuperados en este estudio.


  El aislamiento de microorganismos con efecto probiótico ha sido reportado en otras bebidas fermentadas; Todorov y Dicks (22) en el aislaron bacterias ácido lácticas productoras de bacteriocinas a partir de una bebida tradicional Búlgara denominada Boza, a partir de la cual Botes y su grupo en el 2007 demostraron que en la misma bebida se recuperó un consorcio estrechamente relacionado con la producción de etanol, características organolépticas y cambos de la viscosidad asociada con bacterias ácido lácticas y levaduras. Por otro lado, Paramithiotis y colaboradores, reportaron que Saccharomyces cerevisiae y bacterias ácido lácticas son las responsables de la fermentación viscosa y alcohólica de bebidas fermentadas de origen artesanal (23).


  Sin embargo, la principal limitación para darle un mayor aprovechamiento a pulque y sus derivados; hace referencia a la producción artesanal que se lleva a cabo en la mayoría de las pulcatas (Sitios de elaboración del pulque) de la República Mexicana. Esto determina que algunos de los procesos no estén estandarizados y no cumplan con las buenas prácticas de manufactura que garanticen la calidad del producto final. Por esta razón se está trabajando en la caracterización y composición del aguamiel para estabilizar y estandarizar la bebida. Lo que permitirá a futuro crear una Norma Oficial Mexicana (NOM) que documente un protocolo de elaboración más apropiado y de esta forma se aprovecharía mejor las propiedades nutricionales y probióticas que el pulque tiene.


  Por otro lado los microorganismos con efecto probiótico se pueden aislar y recuperar para desarrollar inoculantes benéficos que serían reinoculados en otros productos derivados de la misma industria como mieles, bebidas ácidas, jarabes, jugos de frutas de sabor agradable y alto valor nutricional (24).


  De acuerdo con Escalente, en el pulque se dan tres tipos de fermentación, ácida, alcohólica y viscosa. La interacción de las tres determina que se presente un incremento en los recuentos poblacionales, consumo de azúcares, proteínas, formación de etanol y algunos exopolisacáridos que le dan aspecto viscoso. De acuerdo a los grupos recuperados, las rutas metabólicas que se podrían estar llevando a cabo son Embden-Meyerhof y Entner-Doudoroff. Saccharomyces sp utilizó glucólisis para la obtención de carbono y energía. El piruvato como producto final de la ruta bioquímica se convirtió a etanol por la acción de la piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa. Lactobacillus sp pudo utilizar la misma ruta para completar metabolismo energético y adicionalmente sintetizó exopolisacaridos que podrían ser b-glucanos y dextranos (23-25). Por el contrario

  Zymomonas sp empleó la ruta de Entner Doudoroff a partir de la cual también se obtiene etanol (26).


  Finalmente al realizar una comparación entre la cuantificación de etanol por un método tradicional como la cromatografía de gases y espectroscopia Raman se obtuvieron valores muy similares, sin embargo, se resalta las ventajas que podría tener la segunda técnica. A partir de diferentes muestras de pulque obtenidas de un proceso artesanal en el estado de Tlaxcala, México, se recuperó e identificó un consorcio microbiano formado por Saccharomyces sp, Lactobacillus sp y Zymomonas sp, el cual es responsable de la fermentación ácida, alcohólica y viscosa del pulque.


  El producto obtenido tras 48 horas de fermentación a temperatura ambiente se caracterizó por tener 10.35 % (v/v) de etanol, 4.75 g/L de azúcares reductores y 1g/L de proteína. Con espectroscopia Raman se obtuvieron porcentajes de etanol muy similares a los obtenidos mediante cromatografía de gases, resultando ser un método directo y confiable para la cuantificación de la concentración de etanol en el pulque, en sus diferentes etapas de fermentación. Los tres grupos microbianos podrían tener un efecto probiótico.
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  Resumen


  Los microorganismos presentes en el suelo ejercen una acción específica cuando se relacionan con una especie vegetal. Ornithogalum umbellatum es una planta silvestre usada en el país como ornamental pero reconocida en otras partes del mundo por los componentes químicos del bulbo y la aplicación de estas sustancias en el tratamiento alternativo de diferentes enfermedades. Esta característica permitió plantear la hipótesis de que la microflora existente en la rizosfera podría tener posibles efectos biocontroladores en fitopatógenos del suelo y a realizar una evaluación del efecto antagónico in vitro con Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.


  El estudio se realizó tomando 12 muestras de rizosfera y sembrándolas por duplicado en medios sólidos, agar papa dextrosa, agar Rosa de Bengala (con y sin antibiótico), agar yeast mold y agar Luria Bertani. Se aislaron 8 morfotipos de levaduras, 5 morfotipos de bacterias y 9 morfotipos de mohos; la mayoría de ellos demostraron antagonismo in vitro con los fitopatógenos seleccionados. Este estudio permite concluir que en la rizósfera de la planta Ornithogalum umbellatum se encuentran microorganismos que demostraron antagonismo in vitro y que podrían ser utilizados como biocontroladores de Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum. Además, se observó que algunos de los morfotipos microbianos aislados presentaban un antagonismo muy discreto pero ocasionaban cambios en la estructura y color de las hifas de los hongos fitopatógenos utilizados; posiblemente la concentración influye sobre los mecanismos de biocontrol.


  Palabras clave: biocontrol, crecimiento micelial, fitopatógenos, Ornithogalum umbellatum, rizosfera, Sclerotinia sclerotiorum.


  Abstract


  The microorganisms present in the ground exert a specific action when related to a vegetal species. Ornithogalum umbellatum is a wild plant used in the country as ornamental but it is recognized in other parts of the world by the chemical components that the bulb has and by the application of these substances for the alternative treatment of different diseases. In effect, this particularity is the one that leads the investigators to raise the hypothesis that the existing microflore in the rhizosphere could have possible biocontrolers effects in phytopathogens of the ground and to make an evaluation of the antagonistic effect in vitro with Botrytis cinerea and Sclerotinia sclerotiorum.


  The study was made taking 12 samples from rhizosphere and seeding them by duplicate in solids average, agar dextrose potatoe, agar Bengal Rose, (with and without antibiotic), agar yeast mold and agar Luria Bertani. 8 morphotypes of leavenings, 5 morphotypes of bacteria and 9 morphotypes of moulds were isolated; most of them demonstrated antagonism in vitro with the selected phytopathogens. This study allows us to conclude that in the rhizosphere of the plant O. umbellatum are microorganisms that demonstrated antagonism in vitro and that they could be used like biocontrolers of Botrytis cinerea and Sclerotinia sclerotiorum. In addition, it was observed that some of the isolated microbial morphotypes displayed a very discreet antagonism, but they caused changes in the structure and color of hyphae of the used phythopatogens fungi. It leads us to think that the concentration of the biocontroler influences the mechanisms of biocontrol.


  Key words: biocontrol, Ornithogalum umbellatumrizosphere, phytophatogens, rhizosphere, Sclerotinia sclerotiorum.


  Introducción


  Ornithogalum umbelatum es una planta de la familia Hyacinthaceae más conocida por sus nombres comunes, leche de gallina o estrellita de Belén, pertenece al género de plantas bulbosas europeas muy comunes en la región Mediterránea. La mayoría de las especies son fáciles de cultivar, no son exigentes; en Europa y Asia crece en habitats húmedos, como la rivera de los ríos y los arroyos, no crece a temperaturas extremas. En Colombia es considerada una planta silvestre que crece durante todo el año, sin condiciones agronómicas especiales y en la actualidad se está cultivando en campo e invernadero para ser utilizada como ornamental y puede durar mucho tiempo sin deteriorarse y conservando sus características que la hacen apetecible al público.


  Esta planta y algunas especies de este mismo género han sido estudiadas en otros países por el contenido de sustancias bioquímicas en el bulbo, compuestos flavinoides, glicósidos colestanos, glicósidos espirostaroles y ornithosaponinas A-D (1,2) y a pesar de considerarse tóxicas, en dosis adecuadas han sido utilizadas como medicina alternativa para tratamiento de enfermedades siquiátricas y hematológicas como leucemias agudas (3,4).


  La importancia de la planta está en su bulbo y por ello los estudios de las estructuras que lo conforman, en particular la rizosfera, puede mostrar elementos valiosos sobre su comunidad microbiana situación que llevó a pensar que algunos de estos microorganismos podrían actuar como posibles biocontroladores de patógenos del suelo. El objetivo de este estudio fue aislar los microorganismos cultivables de la rizosfera y evaluar su posible efecto biocontrolador con dos fitopatógenos del suelo, Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum por medio de pruebas de antagonismo in vitro.


  Los resultados de esta investigación deben ser comprobados con estudios in vivo utilizando cultivos susceptibles a estos fitopatógenos, en particular hortalizas, frutales y tubérculos (5,6), ya que las pudriciones que Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum generan en estas especies vegetales, han sido causantes de pérdidas parciales y totales para agricultores de todo el país pero en especial en la Sabana de Bogotá, Cundinamarca y Boyacá. Establecida la identificación de los mejores controladores biológicos y comprobando su eficacia in vivo, este estudio sería una contribución a procesos de control biológico bien sea, con el uso de extractos en dosis controladas o estableciendo coberturas con esta especie vegetal.



  Materiales y métodos


  Materiales Biológicos

  Muestras de rizosfera de la especie vegetal Ornithogalum umbellatum. Fitopatógenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum obtenidos de suelo de hortalizas.


  Toma de muestra y aislamiento de posibles microorganismos biocontroladores

  Muestras de rizosfera de Ornithogalum umbellatum

  Las muestras se tomaron de un terreno ubicado en Suesca, Cundinamarca, Colombia, donde se cultiva Ornithogalum umbellatum para su comercialización como planta ornamental. Las condiciones fitosanitarias del cultivo eran óptimas, no se evidenciaron lesiones por enfermedad y tampoco se observó presencia de malezas. El agricultor manifestó no haber aplicado agroquímicos.


  El muestreo se realizó completamente al azar en 12 sitios de una parcela, en cada uno de ellos se extrajeron 15g de suelo por muestra de rizosfera.


  Aislamiento microbiológico

  Se realizaron diluciones en base diez a partir de 1g de cada una de las muestras (dil 1/10, 1/100 y 1/1000). De cada dilución, se sembraron 0.1 mL en cajas de agar Saboraud, Rosa de Bengala (con y sin antibiótico), agra papa dextrosa (PDA) por duplicado, en agar Luria

  Bertani (LB) y agar Yeast Mold (YM). Se incubaron por 7 días a 25ºC, para hongos filamentosos y 24 horas a 37 ºC, para bacterias y levaduras. Luego se realizó una observación macroscópica y microscópica para la selección de morfotipos de levaduras, bacterias y mohos.


  Posteriormente, se realizaron aislamientos secundarios en agar PDA, YM y LB de todos los morfotipos microbiológicos seleccionados.


  Evaluación del posible efecto biocontrolador de los microorganismos aislados.

  Ensayo de antagonismo in vitro

  La metodología utilizada para este ensayo fue la de Carruthers y colaboradores (7) con algunas modificaciones de Uribe (8). Los morfotipos de levadura seleccionados fueron aislados en agar YM. Para los morfotipos de mohos se utilizó agar PDA y para bacterias se utilizó agar LB. Paralelamente, los hongos fitopatógenos se aislaron en agar PDA y se incubaron por 8 días a temperatura ambiente para asegurar su crecimiento y esporulación. El protocolo para realizar la prueba de antagonismo se describe a continuación:


  1. Siembra de los morfotipos de bacterias y levaduras aisladas formando dos líneas paralelas en cajas de PDA e incubación a 37 ºC por 48 horas. En cada caja se sembraron dos morfotipos diferentes.


  2. Los morfotipos de mohos aislados se colocaron a 2cm del centro de las cajas de petri y se incubaron a temperatura ambiente por 8 días.


  3. Siembra de testigos absolutos de cada uno de los morfotipos posibles controladores.


  4. Una vez cumplido el tiempo de incubación, se tomó una porción de 0.5cm de diámetro de los hongos fitopatógenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum y se colocaron en el centro de la caja para los morfotipos de bacterias y levaduras y para los mohos a 2cm del centro de la caja paralelos a los mohos posibles controladores. Se incubaron los ensayos a temperatura ambiente.


  5. Siembra de testigos absolutos de los hongos fitopatógenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.


  6. Lectura del crecimiento fúngico se llevó a cabo al segundo y sexto día para Botrytis cinerea y para Sclerotinia sclerotiorum al segundo y doceavo día de incubación.


  7. El control negativo utilizado fue Escherichia coli.


  Resultados


  La tasa de crecimiento micelial del patógeno se dio en cm/día, se determinó teniendo en cuenta el radio de crecimiento micelial de la colonia fúngica calculando su magnitud mediante la expresión sugerida por Mead en 1993 (9).


  T.C= (Cf-Ci) / (Tf –Ti)

  Donde:

  Cf: es el crecimiento final (día seis, en caso de Botrytis cinerea y día 12, en el caso de Sclerotinia sclerotium) expresado en cm.

  Ci: es el crecimiento inicial (día uno) expresado en cm.

  Tf: es el tiempo final (día seis, en caso de Botrytis cinerea y día 12, en el caso de S. sclerotium).

  Ti: es el tiempo inicial (día uno).


  

  Tabla 1. Resultados del porcentaje de inhibición y tasa de crecimiento micelial de Botrytis cinerea frente a morfotipos Bacterianos
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  Tabla 2. Resultados del porcentaje de inhibición y tasa de crecimiento micelial de Botrytis cinerea frente a morfotipos de levaduras.
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  Tabla 3. Resultados del porcentaje de inhibición y tasa de crecimiento micelial de Sclerotinia sclerotiorum frente a morfotipos de bacterias.
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  Tabla 4. Resultados del porcentaje de inhibición y la tasa de crecimiento micelial de Sclerotinia sclerotiorum frente a morfotipos de levaduras.
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  El comportamiento de inhibición mostrado por los diferentes aislamientos se agrupó de la siguiente manera (6).


  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 de 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%.


  El porcentaje de inhibición se tomó a partir de la diferencia entre el máximo de crecimiento del control negativo 100% y el porcentaje de crecimiento obtenido por el patógeno.


  Pruebas microscópicas y bioquímicas para identificación fenotípica de los microorganismos biocontroladores.

  Se identificaron fenotípicamente los morfotipos de bacterias obtenidas a través de pruebas bioquímicas semiautomatizadas tipo BBL CRYSTALTM y la identificación de los morfotipos de levaduras se utilizó el sistema automatizado Microscan. Para la identificación de los mohos seleccionados en general, se realizaron microcultivos respectivos incubados por 6 días a temperatura ambiente y la identificación se hizo por observación macroscópica y microscópica.


  Tabla 5. Resultados del porcentaje de inhibición y tasa de crecimiento micelial de Sclerotinia sclerotiorum frente a morfotipos de mohos.
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  Figura 1. Pruebas de antagonismo del morfotipo B3 contra los dos fitopatógenos.


  Tabla 6. Resultados del porcentaje de inhibición y tasa de crecimiento micelial de Botrytis cinerea frente a morfotipos de mohos.
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  En total se aislaron 5 morfotipos de bacterias, 8 de levaduras y 8 mohos. En las pruebas de antagonismo in vitro de los aislamientos obtenidos contra Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum se calculó la tasa de crecimiento micelial y el porcentaje de inhibición frente a bacterias, levaduras y mohos obteniendo los resultados que se muestran en las Tablas 1-6.


  Los morfotipos bacterianos identificados fueron bacilos Gram positivos y se identificaron como: Bacillus brevis (B3), Bacillus sphaericus (B5), Bacillus pumilis (B7) y Bacillus sp (B2), Figura 1. En la Figura 2 se observa el antagonismo de Sclerotinia sclerotiorum con el morfotipo L11.


  Discusión


  Aunque los porcentajes de inhibición presentan diferencias entre morfotipos aislados y con respecto a los dos patógenos, se identificaron todos los que presentaron porcentaje de inhibición con cualquiera de los dos patógenos teniendo en cuenta que la concentración del inóculo no fue considerada en este estudio y que in vivo podría tener un comportamiento diferente. Los morfotipos bacterianos identificados fueron bacilos Gram positivos y se identificaron como:


  Bacillus brevis (B3), Bacillus sphaericus (B5), Bacillus pumilis (B7) y Bacillus sp (B2), Figura 1.
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  Figura 2. Efectos del morfotipo L11 sobre Sclerotinia sclerotiorum


  Los morfotipos de levadura con mejor comportamiento fueron el L1, L3 y L4. Su identificación fenotípica no fue posible con el sistema Microscan para levaduras por lo que se procedió a su congelación a - 70ºC para determinar su efecto biocontrolador in vivo y su posterior identificación por biología molecular de acuerdo con los resultados que se obtengan en esa fase.


  El morfotipo L11 y L4 además de inhibición originaron cambios en las características macroscópicas del hongo fitopatógeno. En la Figura 2 se observa el antagonismo de Sclerotinia. sclerotiorum con el morfotipo L11. Los morfotipos de mohos con mejor comportamiento para los dos hongos fitopatógenos fueron identificados así:


  Absidia sp (H16), Penicillum sp (H8), Fusarium sp (H5), Penicillum sp (H12 ).


  La rapidez del crecimiento de los dos fitopatógenos fue diferente y este comportamiento permitió evidenciar un número mayor de especies biocontroladoras para Sclerotinia sclerotiorum (10). El crecimiento masivo y rápido de Botrytis cinerea hizo que algunas de las especies biocontroladoras no pudieran establecerse en el medio antes que ella y por lo tanto sólo los microorganismos que crecieron en un tiempo menor al del patógeno fueron los que evidenciaron mejor comportamiento. Se ha demostrado que Botrytis cinerea tiene mayor capacidad de infectar a la planta huésped, y por lo tanto tiene mayor prevalencia y distribución en cultivos de interés comercial (11).


  Las tres especies de Bacillus identificadas han sido reportadas como biocontroladoras. Es evidente que cada uno de los morfotipos aislados debe demostrar capacidad biocontroladora in vivo, razón por la cual este proyecto tiene una segunda fase en la que se realizaran las pruebas de patogenicidad utilizando las hortalizas de donde fueron obtenidos los patógenos y aplicando, según protocolos establecidos, los diferentes morfotipos identificados para proceder a posteriores pruebas de biología molecular con los que demuestren mejor capacidad biocontroladora.
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  Resumen


  Se determinó el porcentaje de desperdicio en las labores de aprovechamiento forestal en un bosque pluvial tropical (bp- T), ubicado en el municipio de Medio San Juan, Chocó, Colombia. Para calcular el porcentaje de desperdicio de la madera en las diferentes etapas del proceso de aprovechamiento, se dispuso de 107 árboles distribuidos en 16 especies. Se determinó la diferencia entre el volumen total de árboles en pie 410,67m3 (100%) y los volúmenes comerciales en pie 247,37m3, los volúmenes de trozas 120,09m3, los volúmenes de bloques 55,81m3 y los volúmenes procesados (tablas, listones, soleras, tablones y guayacanes) 35,58m3.


  En estos procesos se desaprovecha el 30,76% del volumen total respecto al comercial; 70,76% del volumen total respecto al volumen de las trozas; 86,41% del volumen total respecto al de bloques y 91,44% del volumen total respecto al procesado. Entre las causas que incidieron en la pérdida de madera están el ataque de comejenes al fuste, las enfermedades y el escaso nivel de adiestramiento de los motosierristas. Los resultados de este estudio permiten proponer alternativas de reducción de desperdicios a través de la identificación y la cuantificación de los mismos durante los diferentes pasos de la producción.


  Palabras claves: aprovechamiento forestal, bosques, comejenes, desperdicio de madera, fuste, madera procesada.


  Abstract


  The percentage of waste when taking advantage of a tropical rain was determined in a forest in Medio San Juan, Choco, Colombia. To estimate the percentage of wood waste during the various stages of the process, 107 trees from different species were used. The difference of tree volume was determined as follows: Total volume of trees 410.67m3 (100%), commercialized trees 247,37m3, chunks 120,09m3, blocks 55,81m3, and processed trees (boards, beams, strips, planks, and wall plates) 35,58m3.


  During the above processes, 30.76% of the total volume with respect to the commercial volume is wasted; 70.76% of the total volume with respect to chunks; 86..41% with respect to blocks; and 91.44% with respect to the processed. Among the causes of wood waste, one can consider: termite attacks, wood disease, poor training of the chainsaw crew. This article will give alternatives to reduce waste by identifying and measuring it during the various production stages.


  Key words: forest advantage, processed wood termites, wood, wood waste, woods.



  Introducción


  La mayoría de los bosques tropicales naturales se caracterizan por la heterogeneidad, tanto en especies como en individuos, aunque algunos son pobres en maderas de alto valor y presentan dificultades de acceso y extracción. Así mismo, falta manejo silvicultural y aplicación de tecnologías apropiadas durante el aprovechamiento y elaboración primaria.


  La utilización de los bosques sin criterios técnicos, ha ocasionado desperdicios de madera en las labores de aprovechamiento forestal; las causas de éstos son las siguientes: enfermedad, deficiencia de forma y dimensiones insuficientes. En el caso de desperdicios por enfermedad se trata de trozas podridas o huecas. En cuanto a deficiencia de forma, desde el punto de vista comercial, una troza o pieza de madera pierde valor si presenta uno o más defectos. Se consideran de dimensiones insuficientes a las trozas que no cuentan con un porcentaje económicamente interesante de duramen.


  Sumado a lo anterior, la falta de adiestramiento y experiencia de los motosierristas para realizar cortes adecuados en el proceso de tumba de los árboles y en los procesos subsiguientes de transformación primaria de la madera, puede tener implicaciones considerables para el manejo forestal de la región. Se ha determinado que la corta dirigida es un componente clave en las iniciativas de manejo forestal sostenible en bosques tropicales, y se han efectuado estudios que demuestran su utilidad para la reducción de daños, desperdicio de madera e uso, manejo y aprovechamiento de los bosques tropicales.


  Se pudo calcular el porcentaje de desperdicio de madera en la fase de aprovechamiento forestal, de igual manera, se identificaron las causas que incidieron en la ocurrencia de desperdicios de madera en las actividades de esta.


  Metodología


  Los datos fueron recolectados durante las actividades deaprovechamiento, en un Bosque Pluvial Tropical (bp-T), ubicado en el Municipio del Medio San Juan -Chocó. El presente estudio se realizó desde el 15 de febrero de del 2007 hasta el 20 de julio del mismo año, meses durante los cuales se realizaron tres fases metodológicas. Entre los materiales usados están orientador, brújula, motosierra, formulario de campo, estimador de alturas y altímetro. A continuación se describen las tres etapas metodológicas.


  Etapa 1. Determinación del porcentaje de desperdicio de madera para las especies aprovechadas en la zona objeto de estudio.


  El porcentaje de desperdicio fue la diferencia entre los volúmenes brutos de los árboles en pie de las especies previamente seleccionadas y los volúmenes de las piezas o bloques obtenidos de cada uno de los árboles de las especies objeto de este estudio. El volumen bruto para cada árbol fue calculado teniendo en cuenta las variables altura, área basal y volumen del fuste (d.a.p.) a 1.30 m desde el suelo y la altura total del mismo, mediante la aplicación de la fórmula del Volumen total = 0.7854*(d.a.p)22*ht*Ff; en donde Ff corresponde al factor forma con un valor de 0.7 asumible para el caso de los bosques húmedos tropicales (bh-T). Para estimar el volumen de la madera en troza, se trabajó con la siguiente formula Vt= (d)2*0,7854*L.


  La rastra es la forma como tradicionalmente se comercializa la madera en la región, para el cálculo de su volumen se tuvo en cuenta la siguiente formula: Volumen de la rastra= Ancho * alto * largo. Esta misma fórmula, fue utilizada para el cálculo del volumen procesado (tablas, soleras, 2*2, 2*3 y vigas de 4*4). Los resultados obtenidos para esta etapa se expresaron inicialmente en m3 y posteriormente se llevaron a porcentaje (%).


  Etapa 2. Determinación del nivel de desperdicio de madera en la fase de acopio en el bosque y de transporte menor


  Tradicionalmente en la región las faenas de aprovechamiento forestal implican el acopio de la madera en el bosque por un período de tiempo relativamente considerable antes de la fase de transporte menor, por lo que en este estudio se determinó el nivel de desperdicio ineficiencias durante el aprovechamiento (1-3).


  En el departamento del Chocó Colombia, especialmente en el municipio del Medio San Juan, tradicionalmente se ha extraído madera de los bosques naturales, no obstante, estos procesos se han llevado a cabo sin planificación sobre algunos aspectos importantes desde el punto de vista ecológico y silvicultural, los cuales tienen influencia directa sobre el manejo de los bosques. De otra parte, hasta el momento no existen reportes o trabajos sobre el cálculo del porcentaje de desperdicio en las labores de aprovechamiento en bosques tropicales de la región, información valiosa para futuras investigaciones y mejora en este proceso.


  Teniendo en cuenta lo anterior, surge la necesidad de implementar el manejo forestal en los bosques tropicales del municipio del Medio San Juan, Chocó, ya que mediante este se puede realizar planificación apropiada a las operaciones de aprovechamiento, lo cual constituye un elemento clave para la introducción exitosa, reduce costos generales y al mismo tiempo incrementa la productividad mediante operaciones más eficientes. De otro lado, es interesante la realización de esfuerzos considerables para que la región incremente los rendimientos forestales mediante la introducción de programas silviculturales de mejora de métodos y técnicas de aprovechamiento para reducir el desperdicio de madera y los daños al bosque.


  Estudios realizados en bosques tropicales han indicado claramente que las operaciones de aprovechamiento diseñadas para satisfacer los requerimientos de sostenibilidad, también pueden ser rentables cuando se dedican esfuerzos importantes a la planificación apropiada y al control de operaciones (4-6). Esta investigación fue importante para el conocimiento en el que sufrió la madera en dichas condiciones. Durante el tiempo que permaneció la madera dentro del bosque se hicieron observaciones diarias, en las cuales se registró el ataque de plagas o pudrición, que produjeron un nivel de deterioro y posterior desperdicio de la misma.
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  Figura 1. Volumen de madera aprovechable en los diferentes procesos de transformación primaria

  Para evaluar los desperdicios de madera que se presentaron en la etapa del transporte menor, se tuvo en cuenta todos fenómenos o procesos ocurridos en el acarreo de la madera desde el bosque hasta los sitios de comercialización. En este proceso se tomó en cuenta el volumen de las rastras de madera salido desde el patio de acopio en el bosque y el volumen de madera que llega al sitio de comercialización. La diferencia entre estos dos volúmenes expresada en m3, se registró como desperdicio de madera ocurrido o generado en el transporte menor.


  Etapa 3. Identificación de las causas que incidieron en la ocurrencia de desperdicios de madera en las actividades del aprovechamiento forestal


  En esta etapa se identificaron las causas que generaron desperdicio de madera en el bosque, teniendo en cuenta, entre otros, los siguientes criterios: características físicas de maderas aprovechadas, usos, maquinarias y equipos utilizados para la tumba y descopado, nivel de adiestramiento de los motosierristas, período de duración de la madera en el bosque una vez tumbado el árbol, sistemas de transporte a sitios de comercialización y tratamientos profilácticos una vez talado el árbol.


  Resultados


  Volumen total aprovechable

  De los 107 individuos aprovechados de manera selectiva, agrupados en 16 especies, se determinó un volumen total de los árboles en pie correspondiente a 410,67m3, Grafica 1, el cual sirvió como referente para el cálculo de los volúmenes netos aprovechados y los porcentajes de desperdicios generados en cada una de las fases de transformación primaria: trozas, bloques y procesado (tablas, tablones, soleras y guayacanes).


  Porcentajes de desperdicios de madera


  Desperdicio de madera en el volumen comercial de árboles en pie

  El volumen comercial total de los árboles en pie fue de 247,37m3, que comparado frente al volumen total (410,67m3), muestra una diferencia de 163,30m3, Figura 2, lo que significa que se desaprovecha el 39,76% del volumen total de los árboles en pie, Figura 3.


  Desperdicio de madera en el proceso de transformación de los árboles en pie a trozas

  En el proceso de transformación de los árboles en pie a trozas, se obtuvo un volumen total de 120,09m3, Figura 1, lo que expresa, que en esta fase del aprovechamiento se desperdician 290,58m3, Figura 2, equivalentes al 70,76% del volumen total de madera de árboles en pie, Figura 3.


  Desperdicio de madera en el proceso de transformación de los árboles en pie a bloque

  La transformación de volumen total del árbol en pie a bloque, arrojo un valor de 55,81m3 Figura 1, lo que quiere decir, que en este proceso de transformación se desperdician 354,86m3 Figura 2, igual a 81,41%, Figura 3, del volumen total de la madera disponible del árbol.


  Desperdicio de madera en el proceso de transformación de los árboles en pie a madera procesada


  En el cálculo del volumen total de los árboles en pie se obtuvo un valor de 410,67m3 Grafica 1, el cual al ser transformado a madera procesada reporto un valor de 35,58m3, suministrando una diferencia de 375,09m3.

  Grafica 2, equivalente a un desperdicio de 91,34%

  Grafica 3, del volumen total disponible del árbol en pie.


  Discusión


  Los porcentajes de desperdicio de madera en el volúmen comercial de árboles en pié, están directamente relacionados, en primer lugar con la destreza de los técnicos en la medición de diámetros, en la estimación de alturas totales y comerciales de los árboles; en segundo lugar a la no utilización de las partes diferentes al fuste, considerado como comercial, resultados que se relacionan con los reportados por otros estudios, los cuales manifiestan que la perdida de la madera se debe a la forma de medición o estimación de alturas y la no utilización de las ramas (7,8).
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  Figura 2. Diferencia entre el volumen total del árbol en pie y el volumen comercial, troza, bloque y procesado.
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  Figura 3. Porcentaje de desperdicio de madera en los diferentes procesos de transformación primaria.


  Por otra parte, de acuerdo a lo observado en campo, el desperdicio de madera en el proceso de transformación de los árboles en pié a trozas, es atribuible a los cortes mal realizados por parte de los motosierristas, al astillamiento de los árboles en el momento de la caída y a dimensiones insuficientes tanto en longitud como en diámetro, significando esto que los motosierristas deben tener habilidad y destreza para cortar y tumbar árboles (1-3,9,10).


  Las deficiencias de forma (bifurcaciones o curvaturas del tronco), las dimensiones insuficientes y el astillamiento del fuste en el momento de la caída, son fuentes generadoras de desperdicios en las labores de aprovechamientos forestales, aspectos que coinciden con los encontrados en la realización de este estudio (11-14).


  En la fase del proceso de transformación de los árboles en pié a bloque, el desperdicio está directamente relacionado con las dimensiones del descortezado (cantonera) de la misma, ya que debido a estas se puede incrementar o disminuir el porcentaje de madera aprovechable.


  Los resultados alcanzados en la fase de transformación del árbol en pie a madera procesada, difiere del reportado por Gatter y Romero en el 2005, quienes obtuvieron desperdicios de 61.80% en el proceso de transformación del árbol en pie a madera aserrada (7). No obstante, otros estudios muestran que los desperdicios en la sóla operación de aserrado oscilan entre 84% y 90% de la madera disponible en un árbol en pie (14,15).


  En la etapa de acopio en el bosque y de transporte menor, no se generó desperdicio de la madera debido a que los árboles luego de ser aserrados en el bosque en troza, bloques y posteriormente transformados (tablas, tablones, soleras y otros), duraban en este lugar alrededor de 2 a 3 días, luego se llevaban al sitio de acopio donde se realizaba la comercialización. Además, la madera antes de ser aserrada tiene el mercado asegurado y el resto de la producción que queda en el centro de acopio es usada para las labores de la granja.


  Así mismo, las causas que incidieron en la ocurrencia de desperdicios de madera en las actividades del aprovechamiento forestal, fueron: el ataque de comejenes al fuste y astillamiento del fuste de los árboles en el momento de la caída según (11). Así mismo, las enfermedades (trozas podridas o huecas), deficiencias de forma (bifurcaciones o curvaturas del tronco) y las dimensiones insuficientes, son fuentes generadoras de desperdicio en las labores de aprovechamientos forestales y perdidas de volumen de madera en 95% por causas de enfermedad (12). Por otro lado, además de las ya mencionadas existe otra que quizás fue una de las de mayor relevancia en el momento del aprovechamiento, que hace referencia a los árboles que se quedaban enredados en la vegetación, los cuales no se podían aprovechar por no caer al suelo.


  Agradecimientos


  Los autores agradecen a la Universidad Tecnológica del Chocó y en especial al grupo de investigación en Ciencia Animal y Recursos Agroforestales, por la financiación del proyecto.


  Referencias


  1. Gerwig J, Johns J, Vidal E. Reducing waste during logging and log processing: forest conservation in eastern Amazonia. Unasylva 1996;187:17-25.

  2. Johns J, Barreto P, Uhl C. Logging damage during planned and unplanned logging operations in the eastern Amazon. Forest Ecol Manage 1996;89:59-77.

  3. Barreto P, Amaral P, Vidal E, Uhl C. Costs and benefits of forest Management for timber production in eastern Amazonia. Forest Ecol Manage. 1998;180:9-26.

  4. Marn H, Jonkers W. Logging damage in tropical high forest. En P.B.L. Srivastava et al., eds. Tropical, forests-source of energy through optimisation and diversification. Actas de una conferencia internacional celebrada entre el 11 y el 15 de noviembre de 1980 en Penerbit University, Malasia. 1982.

  5. Hendrison J. Damage-controlled logging managedtropical rainforests in Suriname. Wageningen, Netherlands. A U W. 1990;204.

  6. Schmitt L. Etude des peuplements naturels en forêt dense guyanaise: compte rendu de mise en application des traitements sylvicoles sur le dispositif de paracou. Nogent-sur-Marne, Francia, Centre Technique Forestier Tropical, Département du CIRAD. 1989.

  7. Gatter M, Romero R. Análisis económico de la cadena de aprovechamiento, transformación y comercialización de madera aserrada provenientes de bosques nativos en la región centrosur de la Amazonia Colombiana. Informe Servicio Forestal Amazónico. 2005;1-29.

  8. Richards M. Grupos que se ocupan del aserrado manual en foso en el norte de honduras: progreso y problemas Documento RDFN número 16e, invierno 1993.

  9. Dent DD. Professional Timber Falling: A Procedural Approach. Ed. Ryder Printing Co., Portland, OR, USA;1974. p181.

  10. Krueger W. Efecto del marcado de árboles de futura cosecha y la planificación de pistas de arrastres en el aprovechamiento convencional con limites diamétricos en un bosque tropical de Bolivia. Proyecto de manejo forestal sostenible BOLFOR. Documento Técnico 119/2003;1-26

  11. Harausz, A. Herleitung lokaler Volumenfunktionen fur drei Baumarten in Bolivia. MSc thesis, University of Albert-Ludwigs, Freiburg, Germany. 2002.

  12. Harausz A. Tablas volumétricas para yesquero blanco (Cariniana ianeirensis), Ochoó (Hura crepitans) y Saúco (zanthoxylum sp.) en Bolivia. Proyecto de manejo sostenible BOLFOR. Documento Técnico 116/2003;1-33.

  13. Conway S. Timber Cutting Practices. 2 ed. Miller Freeman Publications, San Francisco, CA, USA; 1973. p192.

  14. Amaral P. Bosques para siempre. Rev. Forestal Centroamericana. 2001; 33:23-26.

  14. Rojas L. El costo del desperdicio de madera. Rev. El mueble y la madera. 1999;24:22-25.

  15. Silva J. 2003. Las ventajas de tener una ley forestal para el desarrollo del sector y del país. Rev. El mueble y la madera. 2006;52:7-8.


  Purificación rápida de inmunoglobulina M a partir de suero de cachama blanca (piaractus brachypomus) y preparación de antisuero policlonal en conejo


  Francy J. Montoya1, Jorge E. Almansa2, Sandra Parada3, Pedro René Eslava3, Alfredo Arias3, Rubén Darío Toro1, Joyce Andrea Rojas.


  1Corpoica, Ceisa, Bogotá.

  2Programa Estratégico de Investigación Biomédica, Universidad Antonio Nariño, Bogotá.

  3Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos Orientales, IALL.

  Correspondencia: jorge.almansa@uan.edu.co


  Recibido: 07-03-07 / Aceptado: 10-15-07

  


  Resumen


  A pesar de la reconocida rusticidad de la cachama, la tendencia creciente hacia la intensificación de los sistemas de producción de la especie comienzan a favorecer el aumento de problemas sanitarios, los cuales deberán ser caracterizados a fin de poder establecer métodos de diagnóstico y planes de prevención racionales. Dado que el conocimiento ictiopatológico de especies nativas es incipiente (entre otras cosas porque la disponibilidad de información sobre aspectos básicos de histología, embriología, fisiología, anatomopatológia, inmunología y epidemiología es escasa), se hace necesario el establecimiento de proyectos de investigación que permitan conocer tales aspectos a fin de apoyar técnicamente la producción de estas especies. Con este trabajo se desea aportar al conocimiento de los aspectos inmunológicos básicos de la cachama blanca (Piaractus brachypomus).


  Para este fin, se purificaron gammaglobulinas mediante su elusión a partir de geles de agarosa, se confirmaron la presencia de dos posibles agregados de IgM, y la confiabilidad de este método de purificación que nos permite obtener pequeñas cantidades de proteína sin la presencia de contaminantes. Los antisueros obtenidos reaccionaron exclusivamente contra la fracción de las gammaglobulinas, lo que se comprobó mediante la técnica de inmunoelectroforesis. Además se obtuvieron con SDS – PAGE bajo condiciones sin reducción dos bandas: la primera con un peso aproximado de 80 kDa y la segunda de 70 kDa, y bajo condiciones reducidas también dos bandas: la primera con un peso aproximado de 90 kDa y la segunda de 70 kDa.


  Palabras claves: cachama, electroforesis, gammaglobulinas, ictiopatología, inmunoglobulinas, inmunización.


  Abstract


  In spite of the recognized rusticity of the cachama, the increasing tendency towards the intensification of the production systems of the species, begins to favor the increase of sanitary problems, which will have to be characterized in order to be able to establish methods of diagnosis and rational plans of prevention. Since the knowledge of ictiopathology of native species is incipient, among other things because of the little availability of information on basic aspects of histology, embryology, physiology, anatomopathology, immunology and epidemiology, the establishment of investigation projects that allow to know such aspects in order to support the production of these species technically becomes necessary. With this work begins the acquisition of knowledge about the basic immunologic aspects of the White Cachama (Piaractus brachypomus).


  For this end, gamma-globulins were purified by means of the elution starting from agarosa gels. The presence of two possible attachés of IgM was confirmed. One of them seems to correspond to form monomerics and the dependability of this purification method allows us to obtain small quantities of protein without the presence of pollutants. The reactivity of the obtained antiserum only reacted against the fraction of the gamma-globulins, what was proven by means of the inmunoelectroforesis technique with the serums of White Cachama. Also, they obtained two bands with SDS - PAGE under conditions without reduction; the first one with an approximate weight of 80 kDa and the second one about 70 kDa. Under reduced conditions, two bands were obtained, the first one with an approximate weight of 90 kDa and the second of 70 kDa.


  Key Words: cachama, electrophoresis, gamma-globulines, ictiopathology, immunization, immunoglobulins,



  Introducción


  En los últimos años el cultivo de cachama, actividad piscícola que explota principalmente los géneros Piaractus y Colossoma nativos de la Orinoquía y Amazonía Sudamericana, ha contribuido exitosamente al desarrollo regional de la acuicultura, como consecuencia de las bondades demostradas por estos peces en condiciones de cultivo (1,2). En los últimos veinte años la producción mundial de especies como tilapia, trucha y cachama ha crecido a ritmos de 12%, 6% y 29% respectivamente. Es importante anotar que la producción de tilapia, trucha y cachama corresponde al 96,3% de la actividad piscícola colombiana y al 65.3% de la producción acuícola. Mientras que para el año 1995 la producción nacional de cachama se calculaba en 3.181 toneladas, en el año 2003 estuvo cercana a las 9.000 toneladas lo que consolidó a Colombia como el segundo productor mundial, después de Brasil (3).


  A pesar de que la cachama es reconocida por su rusticidad y resistencia a las enfermedades, la tendencia creciente hacia la intensificación de los sistemas de producción de la especie, comienzan a favorecer el aumento de problemas sanitarios, los cuales deberán ser caracterizados a fin de poder establecer métodos de diagnóstico y planes de prevención racionales. Por otra parte, el conocimiento ictiopatológico de especies nativas es incipiente, entre otras cosas porque la disponibilidad de información sobre aspectos básicos de histología, embriología, fisiología, anatomopatología, inmunología y epidemiología es escasa, lo que hace necesario el establecimiento de proyectos de investigación que permitan conocer tales aspectos a fin de apoyar técnicamente la producción de estas especies.


  Un aspecto fundamental en el estudio de estas especies recientemente involucradas en procesos de producción industrial lo constituye el sistema inmunológico, ya que gracias a su conocimiento y manipulación es posible prevenir y diagnosticar un gran número de enfermedades de tipo infeccioso. Dentro de ese marco, la purificación de inmunoglobulinas representa un desarrollo básico que puede conducir a la preparación de antisueros o anticuerpos monoclonales de múltiples utilidades. En aves y mamíferos, en donde se presenta más de un isotipo de estas moléculas, cuyas migraciones electroforéticas se sobreponen haciendo difícil su separación completa y así también su posible elución en estado de pureza, es necesaria la aplicación de un sinnúmero de procedimientos que incluyen precipitación en salado, diálisis, cromatografías de intercambio iónico, afinidad y filtración, entre otros, que requieren a su vez la disponibilidad de equipamiento diverso y costoso. Vale anotar que estos procedimientos empleados en la purificación de inmunoglobulinas de mamíferos y aves, se han utilizado con éxito en la obtención de anticuerpos de peces, pero a un costo muy elevado.
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  Figura 1. Ejemplar adulto de Cachama Blanca (Piaractus brachypomus)


  Dado que en peces se ha reportado la presencia únicamente de la IgM y que esta puede separarse de manera nítida en electroforesis que emplean distintas matrices tales como acetato de celulosa o agarosa, su elución se podría realizar fácilmente. En el presente trabajo se presenta la metodología básica para la purificación de IgM de cachama blanca Piaractus brachypomus a partir de proteína sérica separada por electroforesis en geles de agarosa, eluida en una columna de giro, y la subsiguiente preparación de un antisuero policlonal anti IgM en conejo, Figura 1. La pureza de la IgM aislada se comprobó por medio de inmunoelectroforesis (IEF), inmunofijación y electroforesis en gel de poliacrilamida. Se discute la metodología y su aplicación en posteriores estudios inmunológicos.


  Materiales y métodos


  Toma de muestra

  Ejemplares de Cachama blanca (Piaractus brachypomus) clínicamente sanos fueron sangrados por punción de la vena caudal mediante sistema vacutainer. Las muestras obtenidas fueron centrifugadas a 1000 rpm por 15 minutos obteniendo el suero que fue guardado en congelación a -20º C. hasta su procesamiento.


  Electroforesis en acetato de celulosa

  La electroforesis en acetato de celulosa se realizó empleando el sistema Sepratek â (Gelman sciences, Inc. Am Arbor Michigan 48106) y la metodología descrita por Ingram en 1990, en una solución amortiguadora de barbital sódico pH 8,6 durante 20 minutos a 250 voltios, las membranas se tiñeron con rojo Ponceau, se decoloraron en solución aclarante (10 mL de ácido acético glacial en 90 mL de metanol anhídrido) (4).


  Purificación de inmunoglobulina M (IgM)

  La electroforesis en agarosa se realizó con el sistema Biomax (CBS Scientific Co. No. MGU200T), según la metodología descrita por Ingram. En agarosa al 0,9% se sometieron los sueros a electroforesis, en el buffer barbital sódico pH 8,6 durante 30 minutos a 250 voltios, se cortaron las dos primeras líneas de corrida del gel, se colorearon con rojo Ponceau y se decoloraron con ácido acético al 5%, se realizaron los cortes de la banda de las gammaglobulinas teniendo como patrón las líneas previamente cortadas y coloreadas. La banda cortada se maceró suavemente, se dispensó en viales eppendorf los cuales tenían un orificio en la base del tubo, estos tubos se colocaron dentro de tubos falcón de 15 mL y se centrifugaron a 1000 rpm por 5 minutos obteniendo la Ig M purificada (4).


  Inmunoelectroforesis (IEF)

  La inmunoelectroforesis se llevó a cabo utilizando el sistema LKB (Power suply Tipe 329) con agarosa al 0,9%, en una solución amortiguadora de Buffer Tris Bórico EDTA (TBE) pH 8,6, se dispensaron los sueros purificados en los pozos y se sometieron a electroforesis a 150 voltios por 90 minutos. Se retiró la canaleta central y se sirvió el antisuero total o anti IgM y se dejó en difusión en cámara húmeda por 72 horas a temperatura ambiente. Se realizó un lavado con solución salina 0,85% y otro con agua destilada, cada uno por un periodo de 24 horas, se secaron las láminas, se tiñeron con rojo Ponceau y se decoloraron con ácido acético al 5%.


  Producción de antisuero

  Se inmunizaron 4 conejos, dos con suero total y dos con la inmunoglobulina M purificada utilizando el calendario de inmunización largo descrito por Rodríguez y colaboradores en 1978 (5). Dos de ellos de inocularon el día 0 con suero total 1:4 en PBS emulsificado 1:1 con adyuvante completo de Freund (ACF) en un volumen total de 1 mL y los otros dos animales con 100 mg/mL de IgM purificada emulsificada 1:1 con ACF en un volumen total de 1 mL, se aplicó un refuerzo a los 25 días con los antígenos preparados en adyuvante incompleto de Freund (AIF) por vía intramuscular y se inocularon refuerzos los días 45, 55 y 65, con antígenos preparados en solución salina estéril 0,85% e inoculados por vía intravenosa.


  Electroforesis de poliacrilamida SDS – PAGE

  La IgM purificada fue sometida a electroforesis en geles de 7,5% de poliacrilamida (7,5cm x 6,5cm), en una cámara para electroforesis vertical (Miniprotean II – BIO-RAD) según protocolo descrito por Laemmli en 1970, a 35 voltios por 5 horas aproximadamente, se colorearon con azul de Coomasie y se decoloraron con ácido acético al 10% (6).


  Resultados


  Se consiguió purificar, de manera rápida, económica y utilizando materiales y metodologías disponibles en un laboratorio básico de inmunología, IgM de Cachama blanca (Piaractus brachypomus). Con la inmunoglobulina purificada se estableció un esquema de inmunización en conejo, lográndose obtener un antisuero contra las inmunoglobulinas presentes en la fracción gamma del recorrido electroforético. De la misma manera se obtuvo un antisuero contra proteínas séricas totales de la cachama. Dichos antisueros, el suero total de cachama y la proteína purificada, se emplearon para montar pruebas de inmunoelectroforesis que a su vez, permitieron visualizar en forma nítida la reactividad de los antisueros y la bondad del método de purificación, Figuras 2 y 3.


  Con el propósito de iniciar el proceso de caracterización de la IgM purificada, se realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras y no reductoras. Bajo condiciones sin reducción se presentaron dos bandas, la primera con un peso aproximado de 80 kDa y la segunda de 70 kDa Figura 4 y con reducción se observan dos bandas, la primera con un peso aproximado de 90 kDa y la segunda de 70 kDa Figura 5. Los resultados de precipitación y de las electroforesis sugieren que podrían existir dos tipos distintos de cadenas pesadas en cada monómero de inmunoglobulina, unidas muy débilmente, por lo que no se producen fenómenos de precipitación.


  De la misma manera existirían dos tipos distintos de IgM, posiblemente una correspondería a un monómero de IgM, tal como lo reportan para carpa (13), y para algunos teleósteos (14). Sin embargo, los procesos de detección de anticuerpos y los estudios estructurales de las inmunoglobulinas de la cachama deben continuar en una segunda fase con el fin de aclarar la estructura.
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  Figura 2. Inmunoelectroforesis. A. Suero total de cachama. B. IgM purificada de suero de cachama y C. Antisuero total de cachama blanca (Piaractus brachypomus). Se observa en el numeral A la distribución proteica del suero total y en el numeral B la presencia de un arco de precipitación en la región de las gammaglobulinas.
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  Figura 3. Inmunoelectroforesis. A. Suero total de cachama. B. IgM purificada de suero de cachama y C. Antisuero anti IgM de cachama blanca (Piaractus brachypomus). Se observa en el numeral A dos arcos sobrepuestos de diferentes agregaciones de Ig M y en el numeral B la presencia de un arco de precipitación en la región de las gammaglobulinas.


  Discusión


  Los estudios de purificación y caracterización de moléculas de anticuerpos en peces son posteriores a los adelantados en mamíferos, por lo que no sólo la visión de los estudios sino también las metodologías, han ido adaptándose casi de manera indiscriminada para tales propósitos. Trabajos como el presentado por Aguillon, en el que a partir de suero de salmón del Atlántico (Salmo salar) purifican inmunoglobulinas mediante precipitación con sulfato de amonio y cromatografía de exclusión en sephacryl S-300, resultan más costos y toman mayor cantidad de tiempo en su desarrollo (7). Es quizá por ello que a pesar del fraccionamiento claro de los distintos tipos de proteínas en los métodos , Figura 4, que dejan ver y recuperar la fracción gamma de manera sencilla, se prefieran los sistemas tradicionales de precipitación en salado, cromatografía de intercambio iónico, exclusión (filtración) o de afinidad, entre otros (8,9).


  Como se sabe, la dificultad para eluir cantidades pequeñas de proteínas puras a partir de métodos electroforéticos en sueros de mamíferos reside en el traslapo en la región gamma de las inmunoglobulinas G, A y M principalmente, y en la presencia de algunas de estas inmunoglobulinas en la interfase beta-gamma. En los peces, este fenómeno no se presenta ya que sólo se ha detectado la IgM y, en el caso concreto de la cachama, en la región gamma aparecen dos bandas, como pudo constatarse en este estudio, que parecen reflejar la presencia de dos tipos distintos de asociación entre monómeros de la inmunoglobulina M (10). Esas mismas bandas son reconocidas en la inmunoelectroforesis contra la inmunoglobulina como dos arcos sobrepuestos, Figura 3. El método de purificación propuesto en este trabajo representa una alternativa rápida y económica a los sistemas tradicionales de obtención de IgM, más laboriosos, costosos, con mayor utilización de equipos y sin duda, más demorada.


  De otra parte, los antisueros contra inmunoglobulinas constituyen un reactivo biológico de gran ayuda en el montaje de distintas pruebas diagnósticas y de localización tanto serológicas como en tejidos, que van desde las aglutinaciones hasta las más sofisticadas y sensibles, que podrían emplear tales anticuerpos como secundarios, una vez se han marcado con sustancias como enzimas o fluorocromos. Otra utilidad de estos antisueros se encuentra en estudios básicos de caracterización fenotípica y funcional de algunas poblaciones celulares. Dado que la cachama blanca constituye una especie industrialmente promisoria y que se encuentra apenas en proceso de reconocimiento de su potencial, es aconsejable la realización de estudios tendientes a conocer mejor su comportamiento y constitución inmunológica, para lo cual, estos antisueros pueden contribuir notablemente.
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  Figura 4. SDS – PAGE sin reducción; coloreado con azul de Coomasie Izquierda marcador de peso molecular. Derecha Ig M purificada de suero de cachama blanca (Piaractus brachypomus).
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  Figura 5. SDS – PAGE reducido; coloreado con azul de Coomasie Izquierda marcador de peso molecular. Derecha Ig M purificada de suero de cachama blanca (Piaractus brachypomus).


  Adicionalmente, se intentó producir un antisuero en cachama utilizando esquemas de inmunización largos, con albúmina bovina y antígeno Gp-51 del virus de la leucosis bovina. Sin embargo no se pudieron detectar anticuerpos reactivos por técnicas de inmuno-difusión doble. Más adelante se preparó antígeno de Aeromonas hydrophila de acuerdo con el protocolo establecido por Coeurdacier y colaboradores en 1997 con resultados similares (11). A pesar de que los controles realizados para las pruebas con antisueros preparados en conejo resultaban positivos tras las primeras inoculaciones, en cachama fue imposible detectar, por esa metodología, la presencia de anticuerpos reactivos.


  Las técnicas de precipitación en acetato de celulosa y agarosa son usadas rutinariamente para detectar la presencia de antígenos y anticuerpos en estudios inmunológicos en peces, sus resultados parecen ser inexactos y algunos investigadores han encontrado que en general, los peces no producen anticuerpos precipitantes. Así, una reacción positiva depende no solo del antígeno, sino del tipo de pez inoculado (12). De otra parte, se ha establecido que los peces presentan linfocitos B que podrían ser considerados funcionalmente homólogos a los CD5 o LB1 de vertebrados superiores. De ser así, la respuesta de tales linfocitos sería estimulada básicamente por polisacáridos y los anticuerpos generados serían polirreactivos. Por esta razón se propuso utilizar además de dos proteínas, una bacteria en los esquemas de inmunización. Como una prueba adicional se realizó una inmunoprecipitación empleando Anti IgM preparada en conejo y suero total de cachama. Esta técnica no permitió observar precipitación.


  Los resultados obtenidos en esta investigación permiten anotar, a manera de conclusión, lo siguiente: la técnica de purificación de gammaglobulinas en cachama blanca (Piaractus brachypomus) mediante elución a partir de electroforesis en geles de agarosa, es un método confiable que facilita obtener pequeñas cantidades de proteína sin la presencia de contaminantes. Existirían dos formas diferentes de agregación de inmunoglobulinas M en la fracción de las gammaglobulinas, de las cuales una parece corresponder a formas monoméricas.


  El antisuero anti Inmunoglobulina M presentó reactividad únicamente contra las gammaglobulinas, lo cual fue comprobado mediante la técnica de inmunoelectroforesis para los sueros de cachama blanca (Piaractus brachypomus). Con la técnica de inmunodifusión doble no es posible detectar anticuerpos precipitantes para cachama blanca (Piaractus brachypomus) contra antígenos proteicos puros, ni contra antígenos crudos de origen bacteriano. Las inmunoglobulinas M corridas en PAGE bajo condiciones sin reducción presentaron dos bandas, la primera con un peso aproximado de 80 kDa y la segunda con un peso aproximado de 70 kDa.


  Las Inmunoglobulinas M corridas en PAGE bajo condiciones de reducción presentan dos bandas, la primera con un peso aproximado de 90 kDa y la segunda con un peso aproximado de 70 kDa. Estos resultados podrían estar determinados por la presencia de dos tipos distintos de cadena pesada para la IgM. La falta de reactividad de la Igs de cachama blanca puede deberse a la frágil unión entre las cadenas pesadas en los monómeros de Ig. La inmunización de conejos siguiendo los esquemas planteados constituye una metodología eficaz para la producción de antisuero total y de proteínas purificadas de cachama blanca (Piaractus brachypomus).
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  Resumen


  Se presenta un análisis de la base de datos de historias médicas de una clínica veterinaria ubicada en la ciudad de Bogotá, Colombia, con el propósito de establecer el orden de importancia de las distintas patologías diagnosticadas en los perros desde la perspectiva de su frecuencia, edad de presentación, razas afectadas y género. El estudio abarca 72.248 registros, realizados entre los años 1994 y 2004. Los procesos que afectan piel y tegumentos representaron el 24,5% de la casuística estudiada, las patologías gastroentéricas el 13,2%, las infestaciones por distintos tipos de parásitos el 7,9% y los diagnósticos odontológicos el 7,1%. Las dos razas más prevalentes son el Labrador retriever con un 23,2% y el French poodle con un 18%, lo cual significa que entre ellas constituyen el 41,2% de las razas atendidas en consulta. Aún cuando el presente trabajo, dadas las características de la metodología utilizada y sobre todo del tipo de muestra, no constituye necesariamente un reflejo exacto de lo que acontece en la ciudad en términos de patologías que afectan a los perros, si es un primer referente y la muestra estudiada es amplia en número de casos y tiempo de observación.

  

  Palabras claves: brucelosis canina, leptospirosis, moquillo, pancitopenia tropical canina, parvovirosis canina, zoonosis.


  Abstract:


  An analysis of the data base of medical histories of a located veterinary clinic in Bogota, Colombia is presented to establish the order of importance of the different diagnosed pathologies in the dogs taking into account their frequency, age of presentation, breeds affected and gender. The study includes 72,248 registries. It was carried out between 1994 and 2004. The processes that affect skin and tegumentos represented 24.5% of the studied cases, gastroentéricas pathologies 13,2%, odontológicos infestations by different types from parasites 7.9% and diagnoses 7,1%. The two more prevalent breeds are the Labrador retriever with 23,2% and the French poodle with 18%, which means that among them it makes up for 41.2% of the races taken care of in consultation. Even though the present work, given the characteristics of the used methodology and mainly of the type of sample, does not constitute an exact reflection necessarily of what occurs in the city in terms of pathologies that affect the dogs, it is a first reference and the studied sample is ample in number of cases and time of observation.


  Key Words: canine brucellosis, canine parvovirosis, distemper, leptospirosis, tropical canine pancytopenia, zoonosis.


  Introducción


  Los estudios epidemiológicos de las enfermedades caninas, no constituyen en Colombia, salvo el caso de la rabia, una tradición. Sin embargo, existen trabajos aislados sobre diferentes patologías, en general de tipo infeccioso, que afectan a los perros. A pesar de tales esfuerzos, la situación real en procesos infecciosos tan importantes como la leptospirosis, la pancitopenia tropical canina (Ehrlichia canis) la babesiosis o la brucelosis canina (Brucella canis), entre otras, se desconoce. De otra parte, no existe una infraestructura que apoye la investigación en enfermedades caninas, a pesar de que muchas de las patologías infecciosas que aquejan a tal especie pueden ser compartidas con los seres humanos.


  Sin duda, la situación de emergencia sanitaria que representa más claramente el grado de incoordinación de los médicos veterinarios colombianos ante la presencia de una nueva entidad patológica en la población canina es la de la parvovirosis, en el momento en que hizo su aparición en el año de 1979 (1). Sin mecanismos eficaces de comunicación, sin métodos apropiados de diagnóstico, ni laboratorios especializados para que lo llevaran a cabo y sin una organización gremial sólida, la enfermedad se propagó sin que jamás se llegaran a conocer los verdaderos alcances de sus efectos devastadores (2).


  Hoy, con herramientas de organización tan relevantes como asociaciones de especialistas, mejor estructuradas y participativas, mayor número de facultades de medicina veterinaria y por ende de laboratorios e investigadores y la posibilidad de emplear el enorme potencial del Internet, la situación, aunque ha mejorado, continúa siendo precaria. Vale reconocer que en los últimos años los esfuerzos de investigación en la especie se han multiplicado, lo que nos permite conocer una situación fragmentaria sobre ciertas patologías. Por ejemplo, en un trabajo llevado a cabo por Castillo y colaboradores en el 2001, se comprobó que de 54 muestras de materia fecal provenientes de animales diagnosticados clínicamente como enfermos de parvovirosis canina, analizadas por PCR, únicamente en 4 se obtuvieron amplificaciones. Esto es el 7.4% de los casos (3), lo que deja al descubierto una grave deficiencia en el diagnóstico etiológico de enfermedad diarreica.


  Tabla 1. Distribución de diagnósticos de acuerdo con los 34 grupos establecidos. Resalta la importancia de los problemas de piel y tegumentos y los procesos gastrointestinales. Los problemas odontológicos presentan un porcentaje significativo.
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  En una encuesta serológica de 305 perros llegados a consulta a la clínica de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional, se encontró un 20,3% de reacciones positivas, es decir 62 animales infectados (4), lo que demuestra, de una parte el riesgo al que se encuentran expuestos los propietarios de mascotas y de otra, la importancia de contar con sistemas de diagnóstico e información epidemiológica para la especie. A pesar de estos y otros esfuerzos locales por conocer mejor las enfermedades caninas, su importancia clínica y el riesgo que algunas entidades representan para los propietarios de mascotas por su carácter zoonótico, lo cierto es que para evaluar la importancia de la gran mayoría de las patologías se debe recurrir a estadísticas foráneas, pero sobre todo a los datos aportados por textos clásicos en medicina veterinaria, que no necesariamente están actualizados o pueden extrapolarse a nuestras condiciones.


  Conocer la situación epidemiológica de las enfermedades que afectan a los caninos en una región geográfica determinada, permite, entre otras cosas, encausar los recursos de investigación hacia la generación de un mayor impacto positivo, dar señales para que los nuevos profesionales realicen especializaciones en áreas prioritarias y alertar a las instituciones estatales sobre el posible riesgo que enfermedades emergentes pueden tener para el país, como puede ser el caso de la influenza canina, diagnosticada en la Florida, Estados Unidos, en el año 2004, y sobre la cual poco se conoce en Colombia a pesar del tráfico de animales con ese país, o el de leptospirosis producida por serovares distintos a los tradicionales (5).


  Materiales y métodos


  El presente trabajo está apoyado en el análisis estadístico de una base de datos de historias clínicas, aportado por una clínica veterinaria de la ciudad de Bogotá, Colombia. La base de datos inicial cuenta con 162.000 registros, cada uno de los cuales consta a su vez de los siguientes campos: código, fecha de consulta, peso, color, especie, sexo, fecha de nacimiento, temperatura, procedencia, dirección y diagnóstico. Campos como fecha de nacimiento, procedencia, sexo y especie no estaban diligenciados en algunos casos, por lo que dichos registros fueron retirados durante el proceso de depuración de la base de datos, con el fin de trabajar exclusivamente con registros completos (5).


  De otra parte, se realizó una selección de casos exclusivamente de la especie canina. La base de datos cuenta con registros desde 1988, pero en muchos de ellos la información es fragmentaria por lo que sólo se analizaron los registros entre los años 1994 y 2004. Con los ajustes realizados la base de datos final fue de 72.248 registros. Los campos analizados fueron: raza, sexo, edad y diagnóstico. Para el trabajo estadístico las edades fueron agrupadas en tres grupos etáreos así: menores de 1 año, de 1 a 7 años y mayores de siete años.


  En las historias clínicas aparecen un total de 1584 diagnósticos diferentes. Para su análisis, éstos se agruparon de acuerdo con 34 diferentes especialidades así: cardíaco, piel y tegumentos, endocrinología, etología, gastroentérico, genética, hematología, infecciosos, músculo-esquelético, neonatal, neurología, nutricional, odontología, oftalmología, oncología, ortopedia, parasitología, quirúrgico, manejo reproductivo, respiratorio, abdomen agudo, toxicología, traumatología, urología, vascular, adherencias, cardiovascular, crecimiento y desarrollo, inflamación, inmunología, metabolismo, oído, vacunas y nada especial.


  Para determinar el porcentaje total de animales que fueron vacunados, se tomó la base de datos completa, sin embargo, para los análisis posteriores se prescindió de los casos de vacunación ya que esto no es un diagnóstico. Es importante anotar que en muchos casos el proceso de agrupación resultó difícil, dado que un mismo diagnóstico puede estar en distintos grupos simultáneamente. En estos casos se escogió el ítem más significativo. Por ejemplo, moquillo se consideró siempre en infecciosos, independientemente del síndrome clínico observado. De la base de datos original se obtuvieron cuatro archivos en formato de texto, los cuales posteriormente, se organizaron para proceder a su depuración. Luego los datos se almacenaron en el paquete estadístico SPSS para su análisis.


  Resultados y discusión


  En la Tabla 1 se muestran los diez grupos de diagnósticos más frecuentes, realizados en consulta durante los años 1994 y 2004 en la clínica estudiada. Puede observarse que los diagnósticos que alcanzan mayor importancia en cuanto a su frecuencia se relacionan con piel y tegumentos con un 24,5% de la problemática total, gastroenterología con 13,2%, parasitismo con 7.9% y odontología con 7.1% del total de casos. Los demás diagnósticos corresponden al 23,5%.


  Los resultados obtenidos están de acuerdo con la literatura internacional, que señala a los problemas de piel como los más relevantes en la clínica canina y entre ellos se establece que las alteraciones determinadas por hipersensibilidades de tipo I, en especial la alergia a la picadura de pulga, corresponden a las más prevalentes. Según Lyman, «la mayoría de las quejas de los propietarios se relacionan con padecimientos de la piel que presentan los pacientes» (6).


  De acuerdo con Prélaud, las intolerancias alimentarias corresponderían al 20% de las causas de prurito no parasitario en el perro (7). Según Scott y colaboradores en 1997, entre el 20 y el 75% de los perros atendidos en la práctica promedio, tienen problemas cutáneos como principal motivo de consulta (8, 9). Los mismos autores citan dos trabajos, uno publicado en 1978, realizado por la Compañía Ralston Purina, en el que indican que el 25% de toda la actividad clínica en animales pequeños se relaciona con problemas de piel y la encuesta nacional de la Compañía Alpo, en Estados Unidos, adelantada en 1985 sobre 2540 veterinarios reveló que las dermatopatias constituyen la causa más frecuente de consulta (8).


  De otra parte, a pesar de la gran importancia que tienen los procesos odontológicos, la formación de médicos veterinarios no contempla una profunda formación en diagnóstico ni tratamiento odontológicos. La enfermedad periodontal es la patología más importante en lo que respecta a la odontología veterinaria, en especial en relación con las especies de compañía (10). El 85% de los perros mayores de dos años, sufre algún grado de enfermedad periodontal (11). Si bien el 7,1% de consultas veterinarias, obtenido en el presente estudio, corresponden a procesos odontológicos, cabe esperar que la problemática sea aún mayor, ya que sólo se tienen en cuenta los casos en los que los animales tenían problemas clínicos asociados con su cavidad oral. En algunas razas, especialmente las braquicefálicas, la mala oclusión se considera una característica.


  Es importante resaltar que las enfermedades infecciosas tales como moquillo, leptospirosis o parvovirosis, constituyen un porcentaje mínimo de los diagnósticos realizados en los animales en consulta, lo que podría reflejar el impacto positivo de la aplicación juiciosa de planes inmunoprofilácticos, o que en realidad no existe manera de monitorear la mortalidad neonatal asociada con procesos infecciosos.


  En la Tabla 2 se observa que las dos razas más frecuentes en consulta son el Labrador retriever y el French poodle que corresponden al 41.2% de los animales estudiados. Estas estadísticas justificarían un estudio sobre las patologías más frecuentes en estas razas. Por otra parte, permiten apreciar que los propietarios de perros buscan ante todo animales de compañía dóciles, juguetones y amistosos. A pesar de que no existen trabajos al respecto, es notable la manera como las preferencias de los propietarios por ciertas razas caninas se han modificado a través del tiempo. Mientras que en los años setenta el perro criollo, el pastor alemán, el pastor colie y el pequinés, entre otros, eran algunas de las razas con mayor frecuencia que se tenían en consulta, hoy son pocos los propietarios que mantienen ese tipo de animales.


  Tabla 2 .Razas caninas más frecuentes en consulta.
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  Tabla 3 .Grupos de edades y frecuencias
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  Tales preferencias resultan de interés médico dada la susceptibilidad de algunas razas a padecer cierto tipo de patologías. Son bien conocidos por los médicos veterinarios los problemas reproductivos que se ven en el Bull dog, las patologías cardíacas asociadas con el Pinsher miniatura, la sensibilidad de la piel del Sharpei o las neoplasias de piel que se observan en el Boxer.


  La distribución por edades de los animales en consulta, refleja que cada vez más los procesos propios de la vejez se van consolidando como relevantes en la práctica veterinaria canina. Es importante hacer notar que el 10% de todas las visitas clínicas, se hacen para cumplir con los planes de vacunación, por lo que el número de animales jóvenes atendidos es mayor que el que aparece. Sin embargo, debido a que estos animales estaban sanos y no existe registro de un diagnóstico, no fueron tenidos en cuenta en los análisis estadísticos relacionados con patologías.


  Mientras en las explotaciones de animales para consumo, los principales problemas de morbimortalidad ocurren en el periodo perinatal, en las estadísticas obtenidas a partir de datos propios de las historias clínicas de los perros en consulta, estas cifras posiblemente se encuentran muy por debajo de los datos reales debido a que los animales mueren en casa o en las perreras; las causas de muerte y los decesos no son registrados. Sin embargo, como puede verse en la Tabla 3, los animales menores de un año corresponden a 8.892 casos, a pesar de que para ese grupo se contempla poco tiempo, en el siguiente grupo se estudian los de 1 a 7 años y los mayores de 7 años.


  En la Tabla 4 podemos observar la distribución de los individuos de cada raza entre los tres grupos de edad establecidos. Esto nos ayuda a predecir, de acuerdo con el número de individuos jóvenes en cada raza la constitución futura de la población. Por ejemplo el Labrador retriever presenta una población joven de 2576, superior a la de todas las otras razas, lo que nos permite pensar que en la actualidad es la raza preponderante.


  Tabla 4 .Distribución por edades de las distintas razas caninas
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  Tabla 5 .Discriminación de la población de cada raza de acuerdo con el diagnóstico establecido.
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  Tabla 6 .Distribución de la población de acuerdo con sexo y edad.
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  La importancia de los datos que muestra la Tabla 5 estriba en la comprobación por ejemplo de la gran susceptibilidad a padecer problemas de piel que presenta la raza Sharpei (34,4% de las consultas para esta raza involucraban dermatopatias).


  En la Tabla 6 podemos ver la distribución de población canina en consulta de acuerdo con sexo y edad. En general vemos que hay preferencia por la tenencia de mascotas machos ya que estos constituyen los mayores porcentajes en todos los rangos de edades. Otra posible, pero improbable lectura de estos resultados sería la presentación de mayor cantidad de casos clínicos en los perros machos.


  En la Tabla 7 se discriminan los diagnósticos por sexo. Sin embargo, su interpretación resulta difícil debido a que llega un mayor número de animales machos a consulta. Vale la pena resaltar que el 54,8% de la consulta oncológica está conformada por hembras, debido posiblemente a la prevalencia de cáncer de mama. El 67,2% de los animales que llegan por manejo reproductivo son hembras. En parasitismo y traumatología los pacientes machos prácticamente doblan a la cantidad de hembras en consulta, lo cual no se compadece con la posible distribución de la población por sexos. Estos resultados estarían señalando que existe una mayor predisposición de los machos a sufrir traumatismos e infestaciones parasitarias de diversa índole.


  Tabla 7. Distribución de los distintos grupos de diagnósticos de acuerdo con el género de los pacientes.
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  Tabla 8 .Relación de los tres distintos grupos de edad con los diagnósticos realizados.
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  La Tabla 8 muestra, entre otras cosas, la importancia que procesos como los neoplásicos (oncología), cobran en el grupo de edad de animales mayores de los 7 años, en el que alcanzan un 69% del total de consultas oncológicas. La consulta odontológica corresponde en un 47 % a animales mayores de siete años. Por su parte, el manejo reproductivo, como cabría esperar, y los traumatológicos, se ven con mayor frecuencia en el grupo de animales de edad media entre 1 y 7 años.
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  Resumen


  Las células madre mesenquimales son células pluripotentes y adultas con morfología fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes celulares como condrocitos, osteocitos y adipocitos entre otros. Estas células pueden ser aisladas principalmente de médula ósea, sangre de cordón umbilical y tejido adiposo de donde se han logrado establecer cultivos que han permitido estudiar sus propiedades funcionales y fenotípicas.


  Aunque la información obtenida hasta la fecha no brinda un conocimiento completo, se espera que con el desarrollo de próximas investigaciones se aclaren diversos aspectos biológicos para implementar su uso en medicina regenerativa. Esta revisión presenta una visión general sobre las células madre mesenquimales: morfología e inmunofenotipo, ontogenia, fuentes de obtención y aplicaciones clínicas.
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  Abstract


  Mesenchymal stem cells are pluripotent and adult with fibroblastoid morphology and plasticity towards different cell lineages such as chondrocytes, osteocytes, and adipocytes among others. These cells can be isolated mainly from bone marrow, umbilical cord blood, and adipose tissue where it has been possible to establish cultures that have allowed the study of their functional and phenotypic properties.


  Although the information that has been collected thus far does not offer a complete knowledge, it is hoped that with future research several biological aspects can be cleared up to implement its use in regenerative medicine. This revision presents a general vision of mesenchymal stem cells, morphology and immunophenotype, ontogeny, sources, and clinical applications.


  Key Words: bone marrow, cell differentiation, fibroblast, mesenchymal stem cell, osteocytes, stem cell.



  Morfología e inmunofenotipo.


  Los progenitores mesenquimales son un grupo de células madres adultas que fueron caracterizadas por Friedenstein, quien las aisló de médula ósea y las describió como células adherentes de morfología fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos (1- 4). Varios estudios han asignado a este grupo celular diversos nombres como: Células de Estroma Medular, Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides, Precursores Estromales ó Células Adultas Progenitoras Multipotentes o MAPCs (Multi-Potent Adult Progenitor Cells). En el año 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular ó ISCT (Internacional Society Cellular Therapy) propuso tres criterios para definir las células madre mesenquimales (CMM); primero, éstas células deben ser adherentes en cultivo; segundo, expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antígenos hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macrófagos y linfocitos B; y tercero, las CMM deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estándar de cultivo (2, 5-8).


  Además de lo propuesto por ISCT, también se debe tener en cuenta dos aspectos adicionales para clasificarlas como células madre: que las CMM realicen procesos de autorenovación, es decir, durante la división celular solo una de las células hijas debe iniciar programas de diferenciación celular y que sean capaces de desarrollar «plasticidad clonogénica» o diferenciación hacia tejidos de diferentes capas embrionarias como ectodermo y endodermo (9, 10). ISCT propone la molécula CD73 o 5’ ectonucleotidasa como un marcador de linaje para las CMM. Esta es una glicoproteína cuya función biológica consiste en hidrolizar nucleótidos extracelulares para permitir el ingreso de nucleósidos y así generar ATP y GPT como fuente de energía celular en células diferenciadas. No obstante, el papel que juega CD73 en células madre mesenquimales se cree que está más relacionado con mecanismos de adhesión celular ya que se ha encontrado co-expresada con moléculas tipo a2 integrinas, lo que ha postulado a CD73 como un mediador de adhesión celular en CMM (13, 14).


  Las CMM, aisladas de médula ósea, también expresan la molécula CD90 ó Thy-1, una proteína que hace parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas y cuyo principal ligando es CD45 (15, 16); se expresa entre el 10-40% de las células CD34, y en mayor proporción en tejido conectivo y en células del estroma medular y aunque no se conoce su función en células madre mesenquimales, un estudio muestra que si son sometidas a stress celular mecánico se diferencian hacia células similares a osteoblastos disminuyendo notablemente la expresión de CD90, lo que podría mostrar que este antígeno es un marcador de precursores mesenquimales tempranos que pueden diferenciarse en osteoblastos (17).


  CD105, también conocida como endoglina, es una glicoproteína que hace parte del complejo del receptor del Factor Transformante de Crecimiento-B ó TGF-â y se expresa en monocitos activados, macrófagos activados, precursores eritroides, fibroblastos, células foliculares dendríticas, melanocitos, células cardiacas, células vasculares de músculo liso, células endoteliales. CD105 interviene en la regulación de distintos componentes de la matriz extracelular como fibronectina y colágeno razón por la cual se cree que está relacionada con procesos de angiogénesis y reparación vascular (18, 19) y se sugiere que su expresión en CMM humanas es determinante en la generación de cardiomiocitos (20).


  Además de los antigenos propuestos por ISCT, otros autores proponen moléculas como STRO-1, CD44 y CD166 para la tipificación de células mesenquimales. En 1991 se identificó a STRO-1 como un antígeno específico para CMM aisladas de médula ósea (21). STRO-1 es un marcador que se expresa en el desarrollo temprano de dichas células, declinando su expresión cuando genes asociados a la diferenciación y expansión osteogénica como el Factor de Unión Core A1 (CBFA1) interactúa con osteopontina y osteocalcina (22). CD44 es una molécula de adhesión que actúa mediante la interacción con el ácido hialurónico, osteopontina, colágeno, anquirina, fibronectina y metaloproteinasas (23) y contribuye en procesos de adhesión, migración y proliferación de CMM (24). Además de STRO-1 y CD44, se sugiere que la molécula CD166 o ALCAM (Activated Leukocyte Cell Adhesión Molecule) interviene en la hematopoyesis involucrando a las CMM, participando en el mantenimiento del estado indiferenciado de células madre hematopoyéticas y CMM (6, 25). En la Tabla 1 se observan otros marcadores útiles en la identificación de CMM (8).


  Tabla 1 .Proteínas expresadas en células madre mesenquimales.
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  Aunque las CMM fueron descritas como células similares a fibroblastos, la morfología de las CMM puede variar según la fuente de obtención; por ejemplo, se ha observado que cuando se aíslan a partir de sangre de cordón umbilical el 93% de la población celular tiene un aspecto ovoide, con respecto al 7% que conserva una morfología similar a los fibroblastos (4). Por el contrario, cuando estas células son aisladas a partir de medula ósea la relación de células fibroblastoides es mayor con respecto a las ovoides (4, 11).


  Este aspecto morfológico es de gran importancia ya que podría tener relación con el inmunofenotipo de estas células según lo postulado por Chang YJ y colaboradores quienes demuestran que si la población mesenquimal es obtenida de sangre de cordón umbilical la gran mayoría no expresan el antígeno CD90, mientras que si la población es de origen medular este marcador es determinante en su identificación, lo que podría explicar en parte los contradictorios resultados que se encuentran publicados con respecto a la expresión de ésta y otras proteínas en CMM (4, 12).


  Ontogenia


  Algunos autores sugieren que las CMM tienen un desarrollo embrionario paralelo y coordinado junto con las células madre hematopoyéticas (CMH); lo que se demuestra en embriones de ratón con 11 días de gestación, en los cuales se han detectado CMM en la región aorta-gónada-mesonefro (AGM) donde también aparecen las primeras CMH (29).


  Además se ha postulado que algunas regiones embrionarias proveen el microambiente necesario para la diferenciación de CMM, tal es el caso de los surcos urogenitales (UGRs) donde se han encontrado una gran cantidad de progenitores adiposos en comparación con las regiones AGM y la aorta dorsal que rodea el mesénquima (AoM); contrario a esto, los progenitores condrogénicos están presentes en mayor frecuencia en la región AoM. Esto podría mostrar que durante la embriogénesis, las CMM migran a lugares diferentes para realizar procesos de diferenciación celular (29).


  Fuentes de obtención


  La médula ósea es la principal fuente de aislamiento de CMM, aunque se han aislado de tejido adiposo, páncreas, hígado, músculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso trabecular (30-33), sangre de cordón umbilical (34), tejido pulmonar (35), pulpa dental y ligamento periodontal (36). No obstante, los tejidos más empleados son la medula ósea, la sangre de cordón umbilical y el tejido adiposo. Aunque la médula ósea es la mejor fuente de obtención; 0.003% de las células mononucleares de médula ósea humana son CMM según Beyer N y Da Silva L 2006, existen algunos aspectos que dificultan su uso como: limitada tasa de crecimiento, la capacidad de diferenciación de acuerdo a la edad del donante de la médula y el riesgo en la toma de muestra (30,32).


  Sobre la obtención de células madre mesenquimales a partir de sangre de cordón umbilical, éste procedimiento requiere optimizar puntos críticos para lograr un cultivo exitoso, tales como el tiempo de recolección y procesamiento que debe ser inferior a 16 horas, así como el volumen de sangre recolectado igual o superior a 30 ml (34). Respecto al aislamiento y cultivo a partir de tejido adiposo, las células obtenidas de esta fuente tienen una morfología, fenotipo y capacidad de diferenciación in vitro similar a las obtenidas de médula ósea, tienen una mayor capacidad de proliferación y es posible acceder más fácilmente a muestras de tejido adiposo a través de procedimientos como liposucción o abdominoplastia (33, 38). En la Tabla 2 se presentan otros aspectos comparativos de las principales fuentes de obtención de CMM (32, 33).


  Aplicaciones clínicas de CMM


  En modelos experimentales se ha demostrado que las CMM son capaces de regenerar tejidos deteriorados o lesionados como hueso, cartílago, tejido hepático o miocárdico (3,38,39); y modular reacciones inmunes en colagenopatías, esclerosis múltiple y trasplantes de médula ósea (7).


  Una de las principales aplicaciones clínicas de las CMM consiste en la reparación de hueso, demostrado in vivo en ratones y en caninos con defectos cráneo-faciales y defectos de huesos largos mediante la administración directa de CMM, con matrices como hidroxiapatito/fosfato tricálcico (HA/TPC) mostrando resultados satisfactorios en hueso especialmente cuando la administración de éstas células es in situ (40,41). Estudios sugieren que para garantizar la formación de hueso, es necesario el uso de materiales naturales o sintéticos (transportadores de CMM), como cerámicas o titanio que son materiales inertes y osteoconductivos (3).


  Tabla 2. Comparación fuentes de obtención de células madre mesenquimales
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  La diferenciación de CMM a condrocitos se ha realizado en matrices tridimensionales con colágeno (26) y con diferentes polímeros modificados como poli acrílico (PAc), poli estireno (PEs) y polietilenglicol (PEG) (27). Se ha observado que la utilización de PAc y PEs en cultivos de CMM promueven su adhesión y proliferación sin diferenciación mientras que el uso de PEG genera un efecto mayor sobre la diferenciación condrogénica. Las CMM también juegan un papel importante en la reparación de tendón usando como transportador colágeno tipo I con distintas concentraciones autólogas de CMM (1, 4 y 8 x106 células/ml); obteniendo una efectividad del 30% en la reparación del tendón, lo que constituye un avance importante si se considera la complejidad del tejido recuperado (3).


  En la reparación de miocardio se han postulado diferentes efectos de las CMM sobre el tejido cardiaco como la diferenciación in situ de ésta células en cardiomiocitos, liberación de factores solubles paracrinos que promuevan la proliferación de células residentes de tejido y/o la fusión de las CMM con células cardiacas. El modelo animal más usado para evaluar esta aplicación es el corazón porcino donde se ha observado una reducción importante del tamaño del tejido lesionado, neovascularización y reducción de los niveles de apoptosis(42).


  Defectos congénitos en el músculo esquelético como distrofia muscular y otras miopatías, pueden ser teóricamente restaurados con un transplante de CMM que mejora la estructura y función del músculo. CMM obtenidas de la membrana sinovial han mostrado in vivo potencial miogénico en el modelo de ratón mdx con distrofia muscular de Duchenne (43).
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  Figura 1. Efecto de las células madre mesenquimales sobre el sistema inmune. Adaptado de Rasmusson I. 2006.


  Además de las propiedades regenerativas de la CMM, éstas también tienen la facultad de afectar el funcionamiento del sistema inmune. Estudios muestran que las CMM pueden inhibir la proliferación de linfocitos inducida por aloantígenos (44), mitógenos como fitohemaglutinina y concavalina A (45); así como la activación a través de anticuerpos anti CD3 y CD28 (46). Durante la maduración de células dendríticas, las CMM puede inhibir la expresión de moléculas involucradas en la presentación de antigenos como CD1a, CD40, CD80, CD86 y HLA-DR (47). En co-cultivo con células mononucleares de sangre periférica, las CMM incrementan la proporción de subpoblaciones de linfocitos T con fenotipo de células reguladores como CD4+/CD25alto, CD4+/CTLA-4+, CD4+/CD25+/CTLA-4+(48). En la Figura 1 se observa otros efectos de las CMMsobre células del sistema inmune (7).


  Desde que las CMM fueron descritas se ha profundizado en su caracterización fenotípica, ontogénica y funcional; sin embargo, aún quedan varios aspectos por dilucidar sobre su biología especialmente en lo relacionado con su regulación a través de nichos o microambientes particulares como la médula ósea o el tejido cardiaco ya que si bien es considerada una población celular particular, su funcionabilidad puede variar dependiendo de la interacción directa con otras células o de la liberación de factores solubles específicos de cada microambiente; por esta razón, es importante estudiar las CMM en el contexto de nichos particulares y no generalizar su uso terapéutico sin considerar las variaciones observadas según de la fuente de obtención, número de células utilizadas y microambiente donde se desean utilizar. Una vez se avance en la identificación de los roles biológicos que llevan a cabo las CMM in vivo y los mecanismos moleculares responsables de cada una de estas funciones, la medicina regenerativa ya no considerará tratamientos temporales para enfermedades degenerativas, sino soluciones terapéuticas a largo plazo para una amplia variedad de patologías.
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  Resumen


  En Colombia y en el mundo entero sabemos cómo definir el queratocono, lo diagnosticamos con una excelente propiedad, incluso muchas veces, aún sin ayuda de la topografía corneal, con una prueba de queratometría, los profesionales de la salud visual y ocular podemos observar miras no nítidas inductoras de queratocono. Es una degeneración corneal de causa idiopática. Decir que su origen es hereditario, puede ser tan falso como decir que su origen es metabólico. ¿Que sabemos a ciencia cierta? mucho y nada, pero la única realidad es que mientras en otros países su incidencia y prevalencia es conocida, en Colombia no tenemos datos registrados oficialmente. El registro es subclínico, pues aunque existe entre la clasificación internacional de las enfermedades, versión 10, como patología clínica, los profesionales de la salud visual y ocular normalmente no lo registran. El objetivo de este artículo es presentar una revisión general de esta patología.


  Palabras claves: blefaritis, córnea, hipermetropía, queratocono, taquimetría, topografía corneal.


  Abstract


  In Colombia and throughout the world we know how to define keratoconus. We diagnose it with an excellent precision, usually without the aid of the corneal topography. With a test of queratometría, the professionals of the visual and ocular health can observe inductive nonclear sights of keratoconus that is a corneal degeneration of idiopatic cause. To say that its origin is hereditary, can be as false as to say that its origin is metabolic. What do we know for sure? Much and nothing at all. The only truth is that while in other countries its incidence and prevalence is well-known, in Colombia we do not have registered data officially. The registry is subclinical, because although it exists between the international classifications of the diseases, version 10, as clinical pathology, the professionals of the visual health and ocular normally do not register it. The objective of this article is to present a general revision of this pathology.
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  Definición


  El queratocono es una enfermedad de la córnea, en la que ésta presenta un adelgazamiento y protruye ocasionando cambios severos en la capacidad visual del paciente. El grado de protrusión puede variar de manera importante desde una situación en la que la córnea adquiere la forma típica de cono, hasta casos sólo detectables por procedimientos clínicos especializados. Este grupo de investigación denominará queratocono en forma genérica a cualquier protrusión corneal ya sea cónica al centro, elevación en la periferia o globosa total siguiendo los planteamientos de la escuela norteamericana y los resultados de la optómetra investigadora colombiana Lucrecia Polanco de Dilences Ltda, «Verdadera forma de la córnea, sus irregularidades y su corrección», proyecto aprobado y apoyado por Colciencias. Según diferentes estudios, el queratocono es una alteración de la córnea, a menudo bilateral, que presenta deformidad y adelgazamiento, progresa lentamente y se desarrolla entre la pubertad y los 30 años (1).


  Anatomofisiología corneal

  El globo ocular se encuentra conformado por tres capas, la externa, representada por la conjuntiva, esclerótica y la córnea; la media, por la túnica vascular o úvea, la cual comprende a su vez las coroides, el cristalino, el cuerpo ciliar y el iris. La capa interna la conforma la retina, el epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar y el epitelio pigmentado del iris. En la porción anterior el área transparente y blanca corresponde a la conjuntiva, la cual se continúa hacía la porción posterior por la esclerótica (2).


  La córnea es el lente ubicado en la cara anterior y está constituida por tejido transparente, tiene aproximadamente 12.5mm de diámetro. La córnea permite la refracción y transmisión de la luz hacía el interior del órgano. Posee dos superficies, una exterior convexa y una interior cóncava, su espesor es de 1mm en la periferia y disminuye aproximadamente a la mitad en el área central.


  En un corte transversal histológicamente está conformada por cinco capas bien delimitadas: el epitelio anterior, la membrana de Bowman, el estroma, la membrana de Descement y el epitelio posterior o endotelio. El epitelio corneal anterior se define como pluriestratificado pavimentoso no queratinizado y está constituido por cinco o seis capas. Dicho epitelio cuenta con gran número de terminaciones nerviosas libres, lo que da razón de la especial sensibilidad corneal (3).


  Etiologías posibles

  Se desconoce su etiología precisa y no se han identificado agentes probados epidemiológicamente que influyan en su progresión. Se han determinado índices y valores numéricos que delimitan con un alto grado de fiabilidad los casos sub-clínicos de otro tipo de patologías como astigmatismos irregulares, o las alteraciones originadas por el uso de lentes de contacto (4). Normalmente en el queratocono se produce un adelgazamiento corneal de predomino central o paracentral inferior, el cual causa un aumento progresivo de la curvatura corneal, con miopía, astigmatismo irregular y protrusión apical cónica (5).


  Aunque es raro encontrar queratocono e hipermetropía simultáneamente, si el queratocono es producido después del lasik, la hipermetropía no es un factor potencial, para el desarrollo de la ectasia corneal. En nuestra práctica clínica, confirmamos esta aseveración, pues aunque sí se encuentran casos de córneas queratocónicas en pacientes hipermétropes, realmente la incidencia no llega al 1%. El diagnóstico precoz del queratocono es fundamental, ya que de esto va a depender, en gran parte, el manejo, la evolución y la incidencia de la enfermedad (6, 7). Se asocia como ya se mencionó, con enfermedades sistémicas: entre ellas la osteogénesis imperfecta y anomalías cromosómicas como el síndrome de Down, en un 38%, se asocia con pacientes que tienen prolapso de la válvula mitral.


  Dentro de las patologías que más guardan relación con el queratocono se encuentran las enfermedades atópicas. Las complicaciones oculares conocidas comodermatitis atópica son blefaritis, queratoconjuntivitis, uveítis, cataratas subcapsulares y desprendimiento de retina. Su frecuencia varía entre el 25 % y el 50%. Un estudio reciente, publicado en la revista Acta Dermoveneorológica de noviembre de 2006, determinó la frecuencia y el tipo de complicaciones oftalmológicas en 37 niños y 22 niñas con dermatitis atópica y con edad promedio de 36.2 meses.


  Los objetivos secundarios del estudio eran correlacionar la severidad de la dermatitis atópica, las implicaciones faciales, los signos oculares externos y la presencia de complicaciones oculares e identificar los factores de riesgo para las complicaciones oftalmológicas. Este reveló que en dermatitis atópica cuya severidad era moderada según el índice SCORAD, 15 niños (25.4%) presentaban signos oculares externos, 1 (1.69%) tenía una catarata nuclear, 11 (18.64%) presentaron conjuntivitis papilofolicular de tipo benigna, 1 (1.69%) paciente con conjuntivitis bacterial purulenta, 1 (1.69%) con blefaritis atópica crónica y 1 (1.69%) con ambliopía.


  El mismo estudio para dermatitis atópicas severas, implicaciones faciales y signos oculares externos pareciera no demostrar influencia en la incidencia de implicaciones oculares. Este estudio sugiere que las complicaciones oculares severas son ciertamente raras en niños pequeños con dermatitis atópica moderada (8). En un estudio reciente sobre la asociación del queratocono y la diabetes como un posible factor de riesgo se concluyó que no existe relación directa, pero entre más avanzada esté la diabetes más severa es la presentación del queratocono.


  Dentro de los cambios metabólicos descritos se han encontrado alteraciones en la Interleukina-6, la TNFalfa y MMP-9, las cuales son sobre expresadas en las lágrimas de los pacientes con queratocono, indicando que la patogénesis de este puede implicar eventos inflamatorios crónicos (10). La composición de las laminillas de las córneas normales, (Cadena LMALPHA1- ALPHA5, BETA1-BETA3, GAMMA1-GAMMA2) y de los botones corneales con queratocono, queratopatía bullosa, distrofia de Fuchs con y sin queratopatía bullosa, y cicatrices corneales, después de queratoplastías lamelares profundas, fueron investigadas con inmunohistoquímica. Las membranas basales epiteliales en córneas normales y en córneas enfermas contenían la cadena L-M ALPHA3, ALPHA5, BETA1, BETA3, GAMMA1, GAMMA2.


  La morfología de las membranas basales epiteliales, estaba alterada en las diferentes enfermedades arriba mencionadas. Las cicatrices fueron asociadas con membranas basales irregulares y localización ectópica estromal de las diferentes cadenas de laminillas. La membrana de Descemet, contenía la cadena LMALPHA5, BETA1 y GAMMA1 en todos los casos, y adicionalmente la cadena L-MBETHA3 y GAMMA2 en la mayoría de córneas queratocónicas. La interfase en las córneas con queratoplástia lamelar profunda tenía una cadena LMALPHA3, ALPHA4, ALPHA5, BETA1 Y BETA2 y una estructura extra como la membrana basal, debajo de la membrana de Bowman.


  Estos resultados sugieren que las cadenas de laminillas participan en el proceso de cicatrización corneal y en la patogénesis de algunas enfermedades corneales. Resultados recientes encontraron la cadena LMALPHA3, BETA3 y GAMMA2 en la Membrana de Descemet, en los botones con queratocono, indicando que esta membrana está involucrada en la enfermedad y que algunos casos de queratocono pueden tener un origen congénito sin una normal hipo regulación de la cadena L-M BETA3 (11)


  Las córneas queratocónicas tienen elevados niveles de catepsinas V/L2,-B y -G, que pueden estimular la producción de peróxido de hidrógeno, sobre regulando la catálisis y la enzima antioxidante. Al estar disminuida la enzima TIMP-1 e incrementados los niveles de

  catepsinas V/L2, puede jugar un rol en la degradación de la matriz, que es un sello de las córneas queratocónicas. Los resultados apoyan la hipótesis de que las córneas con queratocono sufren de stress oxidativo y degradación de los tejidos (12).


  En otro estudio realizado en la Universidad de Arizona en Tucson, sus autores pudieron demostrar por primera vez la expresión de 14.3.3sigma, o stratifin o queratinocito o queratocito específico, un marcador diferencial de células epiteliales, en epitelios corneales humanos. Sin embargo no encontraron diferencias significativas entre los niveles del 14.3.3 sigma en córneas sanas, distrofias corneales del queratocono, o pacientes con edema corneal. La immunofluorescencia de 14.3.3sigma fue observada en el citoplasma y en el núcleo de células epiteliales y co-localizado con cyclin-B1 (13). Este trabajo presenta la evidencia de la expresión 14.3.3sigma en epitelio corneal y permite elucidar sobre sus implicaciones posibles en condiciones patológicas corneales (14).


  Algunos autores han sugerido como etiología: la bajarigidez escleral, condiciones alérgicas como conjuntivitis vernal o atípica y anormalidades bioquímicas que incluyen disminución de los niveles de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, lo cual disminuye la hidroxilación de la lisina y la glicosilación de la hidroxilisina, disminuyendo el total de colágeno, pero no por esto se puede definir como una enfermedad bioquímica específica (15).


  También se dice que es una patología de orden degenerativa normalmente bilateral no inflamatoria de los queratocitos que conlleva a un adelgazamiento y encurvamiento corneal anterior y posterior secundario a una alteración genética autosómica dominante, con penetrancia completa, y expresión altamente variable. De igual modo, se tienen las expresiones disminuidas que se manifiestan como sospecha de queratocono (16). Los pacientes con queratocono han sido encontrados con fibras nerviosas adelgazadas en el estroma y reducción en la densidad nerviosa en el plexo subepitelial e hipoestesia corneal comparados con pacientes de control (17).


  A pesar de las alteraciones morfológicas y bioquímicas del queratocono, su etiología sigue siendo confusa. Mientras que los cambios primarios se encuentran principalmente dentro del tejido estromal corneal, algunos autores creen que el epitelio corneal desempeña el papel principal en la formación del queratocono. Por lo tanto, el estudio de la membrana basal epitelial se ha convertido en un aspecto de interés en la investigación del queratocono, encontrar un adelgazamiento basal epitelial masivo en el queratocono es raro, es más probable encontrar corneas guttatas inversas (18).


  Así mismo, se identificaron un número de características celulares del queratocono tales como incursiones discretas de procesos celulares finos de los queratocitos anteriores en asociación con la indentación localizada del epitelio basal, y un incremento en los niveles de la enzima lisosomal, catepsina B y G en los queratocitos aberrados, situados debajo de regiones comprometidas de la capa de Bowman y del estroma profundo. La actividad enzimática de estas células parecía causar la degradación estructural localizada del estroma anterior, conduciendo a la destrucción completa de la capa de Bowman y del estroma, haciendo necesario a menudo un injerto corneal para su restauración. Los resultados iniciales de este estudio amplían la investigación del papel de los nervios corneales que pasan entre el estroma y el epitelio a los sitios donde se realizan cambios degradativos iniciales observados previamente, y puede facilitar las interacciones de queratocitos epiteliales en esta enfermedad (19).


  Las células en las disecciones de córneas humanas normales y queratocónicas fueron etiquetadas con un fijador fluorescente con tinte de visibilidad 5, el diacetato clorometilfluoresceina, los anticuerpos y la alfa-tubulin (nervios), el integrin alpha3beta1, la catepsina B y G, y el tinte nuclear DAPI, y fueron examinados con un microscopio confocal. Los núcleos de los queratocitos anteriores estaban enrollados alrededor de los nervios, los cuales pasaron a la capa de Bowman a través de otra forma acelular, y mientras que la enfermedad progresaba y la capa de Bowman era degradada, estos queratocitos fueron observados al expresar niveles más altos de catepsina B y G, y luego desplazarse anteriormente dentro del epitelio. La localización de los nervios adelgazados dentro del epitelio en asociación con la expresión de catepsina B y G, parecen ser muy destructivos a la córnea. La penetración en los mecanismos moleculares de la patogénesis de la enfermedad del queratocono y su progresión pueden ser obtenidas desde los procesos de la remodelación de la matriz extracelular. Otros estudios son requeridos para determinar los modelos de las bases moleculares en la patogénesis del queratocono (19).


  En un estudio sobre la fluorescencia multifotónica y generación de imágenes armónicas secundarias, de las alteraciones estructurales del queratocono en cadáveres, se encontró que las células epiteliales fluorescentes alrededor del área apical estaban elongadas y estaban alineadas paralelamente a las fibras adyacentes del colágeno. La distribución de los patrones paralelos y centrípetos de los paquetes del colágeno estromal, fueron demostrados en diversas profundidades dentro de las córneas queratocónicas. La microscopia multifotónica y el estudio de las imágenes armónicas secundarias proporcionan el análisis estructural tridimensional del queratocono en córneas de cadáver.

  Esto puede proporcionar importante información morfológica para la investigación de la patogénesis del queratocono y puede ser útil en los hallazgos clínicos, como sistema de diagnóstico y de supervisión in vivo para el avance del queratocono (20).


  La proyección de imagen de señales armónicas secundarias microscópicas, combinadas con la reconstrucción tridimensional de la córnea normal, identificó un alto grado de entretejido laminar, particularmente en la córnea anterior. Cabe anotar la importancia en la detección de las laminillas que se insertaron en la capa de Bowman y que estaban orientadas transversalmente a la superficie corneal, penetrando posteriormente a 120 micras. En córneas queratocónicas, la proyección de imágenes de señales armónicas secundarias identificaron menos entretejido laminar y una marcada reducción o una pérdida de laminillas que se insertaban en la capa de Bowman, particularmente en regiones asociadas con el desarrollo del cono sin roturas en la capa de Bowman o cicatrices.


  Comparando las córneas normales del adulto, las anormalidades marcadas fueron detectadas en la organización de las laminillas del colágeno anterior corneal de las córneas queratocónicas. Estas anormalidades estructurales son constantes con los cambios conocidos en la organización del colágeno y la fuerza biomecánica del queratocono (21).


  En estudio realizado por Whitelock y colaboradores del Departamento de Oftalmología y Ciencias Visuales de la Universidad de Illinois y del Chicago College of Medicine, se encontró elevada la actividad de la enzima lisosomal y reducidos los niveles del inhibidor de la alpha1, proteinasa del RNA mensajero, indicando alteraciones metabólicas en pacientes con queratocono (22). Es relevante que en condiciones de queratocono, significativamente se encontró mayor apoptosis en las células del estroma anterior de córneas con queratocono, y en la mayoría TIMP-1 y TIMP-3, producidas en las células estromales, localizadas en la misma región en relación con las córneas normales (23).


  En un estudio realizado por el Departamento de Oftalmología, Aarhus University Hospital, Aarhus, en Dinamarca se encontró que algunos genes pueden estar implicados en la formación del queratocono. Dos de los genes candidatos, el lisil oxidasa y el inhibidor del tejido fino de la metalloproteinasa 3, se sabe están implicados en otras enfermedades del ojo. Los perfiles de expresión fueron reproducidos con el software dChip (laboratorio de Wong) y PCR en tiempo real. Los aumentos en la queratina 6 y 13 también fueron detectados en los niveles de proteína. El epitelio de la córnea queratocónica apareció con cambios masivos del citoesqueleto, reducción de la matriz extracelular remodelada, signos de alteración de la transmembrana e interacciones modificadas de célula-a-célula y de célula-a-matriz. La validación de la expresión del gen con análisis del dChip y PCR en tiempo real indica que el GenChip ha de ser validado con la técnica para la investigación del epitelio con muestras de córneas disecadas. La asociación entre las alteraciones en el

  RNA y los niveles de proteína fue observada para algunos de los candidatos examinados (24).


  El queratocono y la catarata son causas comunes de la morbilidad visual. Ambas condiciones demuestran la predisposición genética. El locus para el queratocono con la catarata fue mapeado en la región 6.5-Mb del brazo largo del cromosoma 15, en 22.33-24.2 entre CYP11A y D15S211. Los genes candidatos posicionales y funcionales CTSH, CRABP1, IREB2, y RASGRF1 fueron excluidos como la causa del queratocono con la catarata en esta familia. éste es el primer informe de una familia con la herencia dominante autosomal del queratocono en asociación con catarata. Los mapas causantes del gen del brazo largo del cromosoma 15, aún no se han identificado (25).Otro estudio nos habla de la ubicación del gen en pacientes con queratocono, localizado en la región cromosomal 16q22.3-q23.1(26).


  La causa del queratocono es incierta. Un reporte inicial demostró una deficiencia del magnesio en pacientes con queratocono, y sugirió que la insuficiencia de este elemento puede afectar patológicamente el mecanismo de la córnea. Documentos experimentales y clínicos concernientes a la posible relación entre queratocono y la deficiencia de magnesio fueron revisados. Estos estudios demuestran una alteración celular y molecular específicas de la córnea queratoconica, incluyendo un adelgazamiento y fragmentación de las membranas, degeneración celular y de las fibras de colágeno, cambios mitocondriales y una anormalidad bioquímica en la síntesis de proteínas (27).


  En Argentina al queratocono se le conoce como Síndrome de Thalasselis, por ser esta investigadora quien definió la relación entre la deficiencia de Zinc y los pacientes con queratocono. Lipman y colaboradores concluyeron que el queratocono y la distrofia corneal de Fuchs pueden ocurrir en un mismo paciente, dentro de sus observaciones consideraron que el queratocono puede ser hereditario y que la distrofia de Fuchs es más frecuente en el género femenino con un patrón de herencia autosómica dominante (28) pero hasta el momento no se han puesto de acuerdo los diferentes autores en cuanto al género en el cual predomina la patología, algunos afirman que en informes estadísticos la patología se presenta más frecuentemente en mujeres que en hombres mientras que para otros autores la patología es más frecuente en el género masculino (29).


  El concepto de que existen cambios estructurales en el estroma corneal, producidos por el uso de los lentes de contacto, es soportado por varios estudios, los cuales encuentran correlación entre la reducción del espesor, un incremento en la protrusión y gran irregularidad a nivel corneal en los usuarios de lentes de contacto (29). Dentro del trabajo que realiza el grupo Investigadores en Optometría de la Universidad Antonio Nariño se plantea como posible factor de riesgo, el moldeado de la córnea por el uso de lentes de contacto lo cual puede llegar a ocasionar queratocono, esto evidenciado por los pacientes atendidos por el grupo.


  Gráficos seriados de los queratoconos progresivos y de los moldeados corneales regresivos inducidos por los lentes de contacto, demostraron que el vector de desplazamiento de los valores del coeficiente de irregularidad corneal (CIC) y el coeficiente de poder corneal (CPC) pueden ser potencialmente usados, principalmente para distinguir, el moldeado corneal inducido por los lentes de contacto, en córneas afectadas por queratocono. El diagrama queratomórfico (topografía) ayuda en la clasificación y la comparación de la forma corneal por los índices de los ejes gráficos y utilizando las escalas conocidas. El diagrama puede ser utilizado como una herramienta para la valoración prequirúrgica de la estabilidad de la superficie corneal y en el postoperatorio como valoración de la progresión y de los cambios en la forma corneal producidos por la cirugía (30).


  Situación epidemiológica global

  El origen de la enfermedad no se encuentra claramente definido, pero existen varias teorías que intentan explicar su presentación. Mientras en otros países su incidencia es según 50-230x100,000 y la prevalencia 54.5x100,000 (31), en Colombia no se cuenta con estudios epidemiológicos que den cuenta de la verdadera dimensión del problema. Sin embargo, existe entre los profesionales, oftalmólogos y optómetras, alguna evidencia que señalaría un incremento importante de la frecuencia de casos diagnosticados en consulta.


  Factores de riesgo

  Existen factores extrínsecos e intrínsecos que parecen influir en los pacientes portadores de queratocono, es el interés de este grupo de investigación entrar a determinar cuáles y de qué forma intervienen en la aparición del mismo. El examen de agudeza Visual es fundamental pero no es determinante para diagnosticar que ese paciente pueda estar exento de presentar algún tipo anomalía ocular. Aún así, la deficiencia en la agudeza visual constituye la tercera causa de morbilidad en nuestro país, como ya se mencionó (32). Normalmente la disminución de la agudeza visual, acompañada de algunos otros signos oftalmoscópicos, retinoscópicos y queratométricos típicos nos permiten el diagnóstico de queratocono. Entre las conclusiones del estudio de Avendaño y Rodríguez encontró que la agudeza visual está asociada con la edad, el sexo, y es independiente del ingreso económico y del nivel de urbanización (33).


  Entre los Factores de riesgo, están las asociaciones con enfermedades sistémicas: síndrome de Apert, síndrome de Rieger, osteogénesis imperfecta, prolapso de la válvula mitral, síndrome de Crouzon, enfermedades atópicas, enfermedades del colágeno; patologías oculares: amaurosis congénita de Leber, aniridia, síndrome de Marfán, retinosis pigmentaria, síndrome del párpado colgante; anomalías cromosómicas: síndrome de Down; alteraciones metabólicas: síndrome de Thalasselis o deficiencia al zinc asociada con personalidad tipo A y aumento en las catepsinas.(33).


  Es indispensable llegar a conocer las relaciones entre la salud visual y ocular y factores tales como los hábitos higiénicos, el ambiente, las condiciones de trabajo, la iluminación, la alimentación, la disponibilidad de servicios de salud, los hábitos de lectura, etc., a fin de complementar el diagnóstico del problema, aplicar la tecnología disponible en Colombia, y diseñar apropiadas alternativas de solución, de máxima cobertura y costos razonables, incluyendo la capacitación de personal de nivel profesional, generando un impacto social que permita establecer políticas de Salud (33)


  Perspectivas de investigación

  Los optómetras y oftalmólogos que atienden pacientes con queratocono hacen énfasis en el cuidado médico y óptico. En un estudio realizado por I. Wahrendorf sobre cómo vive un paciente con queratocono, las conclusiones revelaron que la relación entre especialista y paciente es fundamental. Estos pacientes manejan una relaciónvisual entre deficiencia, minusvalía visual y normalidad. El tratamiento más importante de compensación para los pacientes con queratocono actualmente es el lente de contacto rígido gas permeable. Con su ayuda, la mayor parte de pacientes disfruta de una visión normal, que produce un efecto favorable sobre todos los aspectos de la vida. Si el queratocono se desarrolla en forma agresiva las restricciones en calidad de la vida son más severas que en el caso de un desarrollo lento de la enfermedad. Contrariamente a la hipótesis propuesta en la investigación de Wahrendorf la existencia de una red social estrecha en torno al paciente no tiene un efecto de alivio significativo sobre las restricciones visuales sentidas. Una comunicación comprensiva del diagnóstico, sin embargo, tendrá un efecto favorable sobre el paciente en la aceptación de la condición y la integración del queratocono en su vida (34).


  Visión particular en el caso colombiano

  Sobre la salud visual de los colombianos se han hecho algunos estudios importantes a nivel regional en cuanto a diagnóstico; lamentablemente no existe una base de datos que los agrupe a todos; el único estudio de magnitud nacional data de hace ya dos décadas y tiene datos útiles, pero no cubre el asunto que aquí se trata (35).


  Métodos de diagnóstico


  Es importante tener en cuenta que para el diagnóstico del queratocono es necesario realizar un estudio de la topografía corneal del paciente. Los parámetros de elevación de cara anterior, cara posterior, paquimetría y profundidad de cámara anterior, medidos en la topografía de elevación, difieren significativamente entre individuos normales y aquellos con queratocono clínico y sub-clínico. Estos parámetros pueden ser de utilidad para definir pacientes con riesgo de desarrollar una ectasia secundaria a cirugía refractiva corneal. Con más exactitud se utiliza la topografía corneal, en casos incipientes. La topografía típica, muestra un marcado aplanamiento de la córnea, a través del eje vertical y en la periferia inferior sitio de la lesión. Un estudio que utilizó la topografía en familias genéticamente establecidas con queratocono permitió que se detectaran los patrones topográficos sospechosos lo que trae nuevos datos a la tarea difícil de diagnosticar queratocono frustro (36).


  Las distrofias y degeneraciones corneales incluyen, la megalocórnea, el queratoglobo, el queratotoro o pseudo queratocono pelúcido (37), la degeneración marginal pelúcida y sus combinaciones. En la megalocórnea la córnea es mucho más grande en diámetro y su espesor es normal. El queratoglobo presenta un adelgazamiento del limbo al limbo. El queratotoro se caracteriza por una disminución del espesor corneal periférico en 360º (38). La degeneración marginal pelúcida es un desorden no inflamatorio, progresivo, caracterizado por una banda delgada periférica localizada en la córnea inferior limbar, acompañada de uno o dos milímetros de banda corneal normal.


  El Pentacam (Oculus) y el uso de nuevas tecnologías, han hecho más fácil el diagnóstico de la ectasia. Este equipo compensa la asfericidad y en los mapas topográficos y tomográficos, permiten diagnosticar tempranamente, el queratocono. Los procedimientos de topografía y tomografía son mejores para detectar el adelgazamiento corneal en casos incipientes de queratocono y degeneración marginal pelúcida, ya que detectan las diferencias de espesores con gran precisión (39).


  La Universidad de Illinois en su departamento de Oftalmología y Ciencias Visuales, realizó un estudio para determinar un nuevo método para medir la severidad del queratocono. Un sistema que calificaba simple y confiable para el Queratocono y que podía ser útil en los estudios genéticos para un rasgo complejo que requería una medida cuantitativa de presencia o similitud y de severidad de la enfermedad. El método desarrollado o KSS utilizó 2 índices corneales de la topografía: el poder corneal promedio y el error corneal medio de las aberraciones de alto orden(RMS) de los polinomios de Zernike derivados del primer frente de onda superficial corneal. Las muestras clínicas incluyeron las estrías de Vogt, los anillos de Fleischer y las cicatrices corneales (40). Cada día hay más elementos de diagnóstico, hay mayor esclarecimiento y conocimiento de las complicaciones oculares y los signos clínicos, desafortunadamente no es así en la determinación de la etiopatogenia del cono.


  La progresión paquimétrica constituye un punto de evaluación tradicional del espesor corneal y debe ser considerada como prueba tamiz para los candidatos a cirugía refractiva. El encontrar valores paquimétricos inferiores o superiores a los valores normales que oscilan entre 490 y 560 nanómetros constituye un punto de alerta o alarma entre los profesionales de la salud visual y ocular. Existe una gran variabilidad en los valores paquimétricos en pacientes con queratocono. Este parámetro representa un índice indirecto de la biomecánica del tejido corneal, pero la hipótesis de que las córneas queratocónicas sufren una mayor progresión de los valores paquimétricos comparadas con córneas normales requiere mayores estudios (41).


  Investigaciones recientes utilizaron la medición de las aberraciones de alto orden, a través del frente de onda; en un estudio prospectivo comparativo de casos y controles, realizado en un hospital universitario, utilizando una muestra de 23 ojos con queratocono incipiente, formando el grupo I, y 10 ojos asintomáticos y sin indicio de queratocono pero con topografías anormales, formando el grupo II, 127 ojos sanos de 74 pacientes con signos negativos, que conformaron el grupo de control, grupo III. A todos se les practicó una descomposición de séptimo orden de los polinomios de Zernike, para determinar la aberración de la primera superficie corneal. El coeficiente sencillo de las aberraciones de alto orden de la prueba de Zernike arrojó como resultado, el índice Z-3, y con el uso del análisis discriminante D-13, para los grupos 1 y 3, D(23), grupos 2 y 3, determinaron la discriminación existente entre los ojos normales clínicamente y los ojos con queratocono. Clínicamente el seguimiento en ojos normales y ojos con queratocono incipiente, demuestran diferencias significativas, en las aberraciones de la primera superficie, comparadas, entre ojos normales y aquellos que posteriormente puedan ser considerados como ojos con queratocono sub-clínico (42).


  Tratamiento


  El queratocono es una de las queratopatías más frecuentes, en la práctica clínica es recomendable el uso de lentes de contacto de tipo rígidos y cuando no son tolerados, se debe buscar otras alternativas en el tratamiento. Según estudios recientes, se está utilizando un tipo de lente de contacto denominado ROSE-K. El promedio simulado de la curvatura corneal, en el mapa de la topografía axial, predice la curva base final de la adaptación del lente de contacto significativamente mejor que con la topografía tradicional. Los lentes de contacto ROSE-K rígidos fueron adaptados con éxito en el 100% de los casos de queratocono moderado y en el 96% de los queratoconos severos. El 90% de los casos reportaron comfort y la determinación de la curvatura axial corneal, por medio de la topografía es mucho mejor para determinar la curva base del lente final (43).


  El Rose-K es un lente rígido gas permeable, escleral, pentacurvo, diseñado por el Dr. Rose, de curva base 8.7, que en la actualidad puede ser comparado con el Sclerakon oscicon- 150 o con el Soft-perm o lente Saturno (44). Se han descrito diferentes casos de adaptación de lentes de contacto esféricas, de alta excentricidad, para adaptaciones de queratocono (45,46). Dentro de nuestra práctica clínica hasta el momento contamos con gran variedad de diseños de lentes de contacto rígidos gas permeables. Para lograr buenas adaptaciones en córneas queratocónicas, es necesario entonces tener en cuenta las necesidades del paciente.


  Una nueva alternativa en el tratamiento del queratocono y para lograr mayor estabilidad corneal, es el Cross-Linking o fotoablación corneal del colágeno por radiación ultra violeta tipo A (UVA) más riboflavina. Para evitar daño de la irradiación de UVA al endotelio corneal, los parámetros para el procedimiento se fijan de una manera que el tratamiento eficaz ocurre solamente en las primeras 300 micras del tejido estromal corneal. Esta fotoablación no sólo consolida las características biomecánicas de la córnea sino que también induce apoptosis de los queratocitos. Hasta la fecha, la eficacia del tratamiento se puede supervisar solamente con los seguimientos indirectos por las topografías corneales post-operatorias o usando microscopia confocal corneal (46). Estos estudios recientes han demostrado una línea específica de demarcación que se observa entre el tejido tratado y el no tratado con la valoración por lámpara de Hendidura y permite observar las diferencias en los puentes de unión.


  En la Investigación cualitativa, el tratamiento conservador del queratocono a través de cross-linking inductor del colágeno con UVA más Riboflavina con el microscopio confocal HRT II, fue confirmada la restauración del epitelio y la re-inervación posterior al tratamiento directamente en vivo en tejido corneal humano en pacientes con queratocono. El tratamiento incluyó la instilación de 0.1% de riboflavina en 20% de solución de dextrosa, 5 minutos antes de la irradiación de UVA y cada 5 minutos para un total de 30 minutos. La energía radiante era 3 mW/cm2 o 5.4 julios/cm2 y la fuente eran UVA dual (370 nanómetros) LED luminescente (47). Se le considera uno de los últimos avances en el tratamiento del cono corneal, sin embargo solo a largo plazo se podrá medir los efectos secundarios de la irradiación corneal, la aparición de pterigios, cataratas u otros.


  El Cross Linking con colágeno y UVA más Riboflavina, seguidos de una ablación utilizando el Femtosecond Láser,demostró una segura y efectiva técnica para la rehabilitación visual en ojos con queratocono o ectasia postlasik. El propósito de la ablación no es lograr la emetropia, es tratar de normalizar la córnea, la topografía guiará el tratamiento para aplanar el ápice corneal, de igual manera hacerlo extensivo hasta la periferia. Para un mejor resultado se deben utilizar los nomogramas de ajuste en cuyos casos el tratamiento es menor de lo planeado. Con relación a las nébulas presentadas en unos pocos ojos, un estudio revela que se deben a problemas de cito toxicidad en el tratamiento con UVA, y el Cross Linking, este procedimiento no debe ser utilizado en ojos con espesor corneal, inferior a 400 nanómetros, y que presente daños en las células endoteliales (48).


  Otra forma de tratamiento donde se pretende estabilizar el tejido corneal consiste en la inserción de anillos intraestromales en la córnea, los cuales según estudios, han dado muy buenos resultados en los pacientes sometidos a esta técnica. En un trabajo de investigación clínica los anillos intraestromales fueron implantados en ojos de pacientes con queratocono sin complicaciones intraoperatorias. Los anillos proporcionaron una mejoría en la miopía y un astigmatismo regular en los pacientes con queratocono. Dentro de los resultados se encontró un queratocono más estable, un astigmatismo<3.50 D y una miopía esférica significativa (>-1.75) lo que predicen un mejor resultado (49). Sin embargo, la recomendación ideal para este tipo de cirugía es en casos de queratoconos leves o moderados.


  El buen resultado visual de pacientes con queratocono fue logrado cuando se utilizó un retoque con el sistema Femtosecond Láser, creando canales para la implantación de anillos intraestromales corneales. El retoque con Femtosecond láser produce unos efectos muy grandes en la queratometría y en el equivalente esférico. Hay una mejoría en la agudeza visual, seis meses después de la implantación comparando con el grupo mecánico (sin Femtosecond Láser), en el cual al comienzo presentó buena agudeza visual, pero más tarde esta agudeza visual decayó (50). El tratamiento quirúrgico debe ser contemplado como la última alternativa que se ofrece a un paciente con queratocono. La existencia de queratocono en pacientes intervenidos con queratoplastía penetrante y que no tenían antecedentes ni preexistencia de queratocono, en dos casos, sugieren la transmisión del desorden desde la córnea del donante (51).


  Pacientes con córneas queratocónicas, a los cuales se les implantaron injertos corneales longitudinales (lamelares) presentaron edema corneal, y fueron examinados cuidadosamente, no solo por sus signos del rechazo al injerto, sino por los agudos hidrops que presentaron. Importante diferenciar estos signos causados por el rompimiento o desprendimiento de la Membrana de Descemet y la presencia de edema estromal, a través del tejido del donante (52). El factor de riesgo más importante para un rechazo después de un transplante corneal por queratocono, fue el tamaño del injerto, los investigadores concluyeron que afortunadamente la progresión para el rechazo puede ser prevenible, si el tratamiento se inicia intensiva y tempranamente (53). Los lentes de contacto blandos, en la práctica clínica, revelan una mejor tolerancia que los rígidos gas permeables en su adaptación, pero desafortunadamente los estudios realizados muestran las evidencias de no satisfacción de las necesidades de agudeza visual necesarias de los pacientes.


  Es importante tener en cuenta que existen diferentes técnicas en el tratamiento del queratocono, las cuales deben ser evaluadas con sumo cuidado, para lograr estabilidad corneal y si es posible una mejoría en la agudeza visual, además de atender las necesidades de los pacientes y seleccionar de acuerdo al caso clínico cual es la mejor alternativa en el tratamiento del mismo. Como grupo de investigación seguiremos en la búsqueda permanente de nuevos desarrollos científicos y tecnológicos que permitan al paciente y al profesional afrontar este difícil reto.


  Síntesis


  1. No existen evidencias que permitan aseverar, la incidencia genética en la presencia de Queratocono.

  2. La adecuada adaptación de Lentes de Contacto es fundamental para el control de estadios iniciales de queratocono. Pero una inadecuada adaptación se convierte en un factor de riesgo por el moldeado corneal que induce.

  3. Es muy importante utilizar los métodos de diagnóstico que actualmente existen para confirmar el diagnóstico precoz del queratocono e iniciar su manejo y control inmediatamente.

  4. Actualmente en Colombia se están utilizando tecnologías de punta para el manejo y control del queratocono como por ejemplo, los Lentes de Contacto de diseño especial, los Anillos Intaestromales, el Cross Linking y el tratamiento con el Femtosegundo.

  5. En Colombia el incremento en la prevalencia e incidencia de esta afección está llegando a convertirse en un problema de Salud Pública, la Universidad Antonio Nariño y su Facultad de Optometría pretenden con el desarrollo de una investigación sobre los factores de riesgo de esta alteración, establecer sus etiologías asociadas para presentar políticas de prevención y promoción en la Salud Visual y Ocular de la población colombiana.

  6. Determinar la etiología y evidenciar los factores de riesgo desencadenantes se convierte en meta de corto, mediano y largo plazo para todos los investigadores interesados en el tema.
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  Resumen


  Se reporta el caso de una rinitis crónica micótica en un ejemplar canino Rottweiler. Se ilustran las lesiones histológicas, los hallazgos microbiológicos y se discuten algunos elementos de diagnóstico y la importancia del estudio histopatológico en los procesos de rinitis crónica.


  Palabras claves: Aspergillus sp., histiocitos, Moraxella sp., mucosa nasal, neoplasia, rinitis crónica mitótica.


  Abstract


  A case of chronic mycotic rhinitis Rottweiler is reported. The histological damages and the microbiological findings are illustrated. Some elements of diagnosis and the importance of histopathological diagnoses in the process of chronic rhinitis are discussed.


  Key words: Aspergillus sp., chronical mytotic rinitis, histiocites, Moraxella sp., nasal mucose, neoplasia



  Introducción


  La etiología de las rinitis en los caninos es variada, incluye, por lo general, virus, bacterias, hongos, neoplasias y cuerpos extraños. Se ha reportado una mayor predisposición en razas de cabeza larga y estrecha como el pastor Alemán y en animales que habitan en apartamentos (1). Un estudio retrospectivo de enfermedades nasales persistentes en 42 caninos mostró que de un 91% de los casos con diagnóstico definitivo un 33% fueron neoplasias, 24% rinitis inflamatoria, 10% enfermedad periodontal, 7% aspergilosis y 7% cuerpos extraños (2).


  Todas estas etiologías pueden tener una presentación clínica similar, lo cual hace necesario contar con herramientas de diagnóstico confiables para un tratamiento efectivo. La característica morfológica principal de la Aspergilosis nasal es una lesión crónica necrotizante o granulomatosa con exudado copioso que contiene abundantes hifas fúngicas necróticas. La proliferación de hongos se produce por previas lesiones de la mucosa o por depresión de la respuesta inmune (3).


  Materiales y métodos


  En el laboratorio de histotecnia de la Universidad Antonio Nariño se recibieron varios fragmentos irregulares de tejidos fijados en formol tamponado al 10%, estos fragmentos correspondían a un material de biopsia y fueron enviados con fines de diagnóstico. La evaluación macroscópica mostró al corte un color pardo rojizo y una consistencia elástica.


  El resumen de la historia clínica reporta: paciente canino, macho de la raza Rotweiller, de 2 años y 9 meses de edad. El signo principal fue descarga nasal y epistaxis durante aproximadamente 3 meses. Por rinoscopia se diagnosticó un proceso inflamatorio crónico. Estudios bacteriológicos del exudado aislaron Moraxella sp y Staphylococcus sp. Sin embargo la terapia con antibióticos no fue efectiva. Posteriormente se realizó una citología de la zona afectada, la cual determinó un diagnóstico presuntivo de carcinoma nasal. El Veterinario clínico decidió realizar un estudio histopatológico del caso y obtiene quirúrgicamente unas masas que describe como amorfas y blanquecinas que luego envía para su análisis. Las muestras se procesaron según la técnica de inclusión en parafina, coloreándose con hematoxilina-eosina (H y E) y con ácido periódico de Schiff (PAS).


  Resultados


  En la evaluación microscópica se encontró una mucosa nasal con infiltrado mononuclear donde predominan células plasmáticas e histiocitos. Además muestra notoria hiperplasia de nódulos linfoides e hipertrofia de la túnica media de varias arterias y arteriolas, Figura 1. También se observaron varias masas de tejido indeterminado que muestran abundantes estructuras micóticas (hifas tabicadas), Figuras 2 y 3.


  Los tejidos con estructuras micóticas fueron teñidos con ácido periódico de Schiff (PAS), con la cual se resaltaron las estructuras del agente etiológico. Se recomendó realizar aislamiento micótico para clasificar el agente etiológico, identificando Aspergillus sp.


  Discusión


  Entre las herramientas de diagnóstico para los casos de rinitis crónica se encuentran la tomografía computarizada, la radiología y la inmunología (4,5). Sin embargo, a excepción de la tomografía computarizada, no siempre se puede con estas técnicas llegar al diagnóstico específico (5,6). En nuestro medio los recursos son limitados y por lo tanto es importante decidirse por técnicas confiables pero económicas para realizar un diagnóstico acertado y rápido. Un diagnóstico con poca sensibilidad como la citología o la presencia de complicaciones secundarias bacterianas, pueden desviar la atención de la etiología específica y plantear terapéuticas erradas que complican la evolución del paciente y aumentan los costos a los propietarios.
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  Figura 1. Mucosa nasal con infiltrado mononuclear donde predominan células plasmáticas e histiocitos. Hipertrofia de la túnica media de varias arterias y arteriolas.10x. H y E.
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  Figura 2. Estructuras micóticas, hifas tabicadas en cortes transversales y longitudinales. 100x. H y E.
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  Figura 3. Corresponde a la muestra de la figura 2 con coloración de PAS 100x


  El diagnóstico histopatológico y los estudios microbiológicos, apoyados en una correcta correlación clinico patológica, siguen siendo ayudas importantes en la práctica clínica veterinaria. Es necesario identificar la causa de las rinitis rápidamente para evitar las complicaciones clínicas que son frecuentes en estos casos, de igual forma, aunque se cuenta con tratamientos convencionales con variados antimicóticos como: clotrimazole, enilconazole, itraconazole y amphotericin B entre otros (6,7). Estos tratamientos han requerido modificaciones con técnicas de infusión invasivas y no invasivas debido a resultados adversos en varios pacientes (8).
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