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  Editorial

  


  Un nuevo comienzo: Revista NOVA Publicación Científica en Ciencias Biomédicas


  Desde el año 2002, la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca (Unicolmayor), se propuso aportar a la construcción del conocimiento y al fortalecimiento de la comunidad científica y académica del país en el área de las ciencias biomédicas con la creación de la revista NOVA. Hoy, 11 años después, se puede decir con toda certeza que ese propósito se ha cumplido y la universidad continuará por este camino que se ha abierto. Las áreas biológicas y médicas se han beneficiado de la producción de artículos inéditos, producto de trabajos originales que son publicados en Nova, la cual ha sido editada por la misma universidad desde su comienzo, vinculada a la Facultad de Ciencias de la Salud, programa de Bacteriología, así como a la Oficina de Investigaciones.


  Gracias a los esfuerzos realizados por Unicolmayor en la historia de la revista, en la actualidad se han producido 11 volúmenes y 19 números. De igual manera, debido a la calidad de sus publicaciones, ha estado indexada por más de 10 años en el Servicio Permanente de Indexación de Revistas, Publindex de Colciencias y en bases bibliográficas de reconocimiento internacional, como Lilacs de Bireme, Redalyc, el FARO y Ebsco.


  Por otra parte, La Universidad Nacional Abierta y a Distancia-UNAD, en su compromiso por el desarrollo humano sostenible de las comunidades locales y globales, con calidad, eficiencia y equidad social, dio inicio a la Escuela de Ciencias de la Salud en el primer semestre del 2013. Esta nueva institución tiene como misión fundamental la de “formar talento humano con la capacidad de generar procesos de construcción de conocimiento, que permitan consolidar el desarrollo de un modelo innovador de atención en Salud haciendo uso de las Tecnologías de la Información y Comunicaciones (TICs), para colocarlas al servicio de la prevención, promoción, diagnóstico y tratamiento de la salud del ser humano, con una vocación de servicio social que propicie el mejoramiento continuo de las condiciones de salud de las comunidades locales y globales, con calidad, eficiencia y equidad social”.


  En aras de cumplir con su misión y procurar los más altos estándares de calidad académicos en su producción intelectual, la Escuela de Ciencias de la Salud de la UNAD ha forjado, desde mayo de 2013, un convenio con la Facultad de Ciencias de la Salud de Unicolmayor para la coedición de la revista científica NOVA. Esta alianza pretende generar un aporte significativo en términos académicos y de producción intelectual para ambas instituciones, permitiendo que como resultado se logre alcanzar la categoría A en Colciencias de la revista NOVA, a través de su inclusión en bases bibliográficas de reconocimiento mundial como Scielo, ISI y una mayor visibilidad de la misma generando su versión digital en Open Journal.


  El convenio entre ambas partes logrará generar un aporte significativo en términos académicos y de producción intelectual para ambas instituciones. Así mismo, permitirá fortalecer la publicación con los estándares más altos de calidad académica y editorial, lo cual redundará en el beneficio de todos los actores académicos asociados a esta área del conocimiento, cuyos manuscritos, resultado de sus trabajos de investigación, tendrán pleno reconocimiento a nivel nacional e internacional.


  En este primer volumen producto de la alianza entre las dos instituciones, se incluyen artículos novedosos en el tema de las ciencias biomédicas, como es el caso del artículo “A Telehealth System for Remote Auditory Evoked Potential Monitoring”, un artículo que demuestra la aplicabilidad de las tecnologías de Telesalud como área transversal de las ciencias biomédicas.


  Así mismo el artículo: “Lymphotherapy induce increase in blockingfactors and correct of infertilityproblems” presenta un modelo experimental de origen animal, dirigido a comprobar la existencia de factores bloqueadores (FBs) del cultivo mixto de linfocitos (CML) en grupos de conejas reproductoras normales y subfértiles, demostrando que el efecto inhibitorio de FBs es interespecífico y no intraespecífico como se ha sostenido hasta ahora.


  También en este número cuenta con el artículo “Valor agregado para el lacto suero de caprino proveniente de agroin-dustrias lácteas: ácido láctico como alternativa de descontaminación”, el cual presenta una alternativa para transformar el lacto suero de leche de caprino (SLC), un subproducto de bajo valor económico, concebido en Colombia como un desecho industrial con impacto ambiental negativo para los ecosistemas, en ácido láctico; generando un valor agregado a la industria quesera y contribuyendo a disminuir la contaminación de los ecosistemas.


  Por otra parte, el manuscrito: “Análisis de la relación entre alteraciones del eje hipotálamo-hipófisis-tiroidesy exposición aperclorato en ratones de la cepa ICR”, establece una correlación entre la exposición a perclorato de amonio y la presencia clínica de alteraciones en el eje hipotálamo-hipófisis- tiroides, tomando como referencia diferentes dosis de aplicación desde la aceptada como dosis segura hasta un incremento significativo de dicha dosis. El trabajo reviste gran importancia debido a que esta sustancia química es uno de los compuestos de mayor uso como pesticida en el departamento de Boyacá.


  El artículo “Evaluación del potencial antibacterial in vitro de Croton lechleri frente a aislamientos bacterianos de pacientes con úlceras cutáneas”, permite evidenciar que los extractos de Croton lechleri son efectivos frente a la mayoría de aislamientos bacterianos aeróbicos de pacientes con úlceras cutáneas del Sanatorio de Agua de Dios, Cundinamarca, Colombia.


  En el manuscrito “Micosis por Pythium insidiosum” se presenta el primer caso con diagnóstico definitivo en Colombia de Pythium insidiosum, un hongo distribuido globalmente causante de una micosis emergente llamada Pitiosis en personas y animales. El diagnóstico definitivo involucra correlación clínico epidemiológica, clínico patológica, histopatológica y molecular. En Colombia no existían antecedentes diagnósticos de Pitiosis con estas correlaciones.


  El artículo “Estudio comparativo de las normas relevantes a nivel internacional para la definición, clasificación, exclusión, desclasificación e identificación de residuos peligrosos”, realiza un análisis crítico comparativo entre las tres regulaciones con el objeto de analizar las ventajas e inconvenientes en relación a la definición, identificación, clasificación, exclusión y desclasificación de residuos peligrosos.


  Por otra parte, el manuscrito “Producción de Astaxantina en Haematococcus pluvialis bajo diferentes condiciones de estrés”, profundiza en las bases moleculares de la relación -condiciones de estrés-inducción- acumulación de astaxantina en H. pluvialis, como mecanismo para aumentar la productividad de astaxantina, un compuesto bioactivo de interés industrial, que se utiliza como colorante natural en alimentación animal y humana, así como en la industria farmacéutica, cosmética y en la acuicultura. Además se han propuesto como agente efectivo en la prevención de una variedad de enfermedades, debido a su capacidad antioxidante, inmunoreguladora, antiinflamatoria y anti-cancerígena.


  Finalmente, se presenta el estudio “Hepatitis B crónica, a propósito de un caso”, el cual presenta un interesante estudio de caso de hepatitis B crónica en la que se superpuso una hepatitis autoinmune, a fin de realizar una revisión del tema y sus dificultades diagnósticas.


  Los artículos presentados son de alta calidad investigativa e impacto social, que buscan fortalecer la comunidad científica y generar nuevo conocimiento en Colombia, realizando un importante aporte al tema de las ciencias biomédicas.


  Esperamos disfruten de este nuevo comienzo de la revista científica NOVA, y de esta alianza estratégica de dos universidades públicas, que aúnan esfuerzos académicos y financieros para hacer de esta revista científica, una de las mejores revistas de publicación científica de Colombia y de Latinoamérica.
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  Abstract


  A portable, Internet-based EEG/Auditory Evoked Potential (AEP) monitoring system was developed for remote electrophysiological studies during sleep. The system records EEG/AEP simultaneously at the subject’s home for increased comfort and flexibility. The system provides simultaneous recording and remote viewing of EEG, EMG and EOG waves and allows on-line averaging of auditory evoked potentials. The design allows the recording of all major AEP components (brainstem, middle and late latency EPs) and constituent single sweep EEG epochs. Auditory stimulation is remotely controlled from any internet-connected PC. The developed platform consists of a portable server computer for data acquisition and secured data transmission to the Internet, a web server for temporary storage, and a remote viewing station. During operation, signals are acquired during sleep and transmitted to the secured web server for controlled access viewing. The remote viewer station allows the user to continuously visualize the auditory evoked potentials, modify auditory stimuli at any time and adjust system parameters for its online computation. The developed internet-based EEG/EP system has been tested in a laboratory environment. Preliminary results demonstrate feasibility of remote real-time acquisition and viewing of EEG and EPs and future potential for home monitoring and telemedicine applications.


  Keywords: auditory evoked potentials, remote monitoring, telemedicine, EEG.


  Introduction


  Evoked potentials (EP’s) are electrical signals originated in the brain in response to an external sensory stimulus. Fast onset auditory stimuli such as clicks and tone bursts, elicit Auditory Evoked Potentials (AEP’s) within structures of the cochlea, auditory nerve and auditory pathways in the brain. AEP signals, embedded in the ongoing electroencephalogram (EEG) waves, are extracted by the averaging of a synchronized set of post stimulus EEG sweeps. For clinical diagnosis, the extracted waveform is further decomposed in time into Auditory Brainstem Response (ABR), Middle Latency Response (MLR) and Late Latency Response (LLR) components, each corresponding to a time window of the AEP response with respect to the stimulus onset. Each of these responses has its origin in a specific section of the brain and reveals specific neurological conditions, states and pathologies. Widespread clinical use of EP methodology has made the functional testing of many sensory and motor neural pathways possible in both normal and disease states.


  Monitoring of auditory evoked potentials takes long to perform due to poor signal-to-noise (SNR) ratios, which impose the need to average several hundred EEG sweeps to obtain reliable responses. Monitoring of AEP can extend up to several hours within which the subject is usually asleep. In applications that require long term monitoring, AEP monitoring at the subject’s home or natural sleep environment have the potential to reduce the disturbing uncomfortable factors that are present in a sleep lab, thus improving the clinical setting for monitoring studies. Due to its safe non-invasive principle, AEP studies could then be performed remotely through a telemedicine application reducing operating costs and increasing patient comfort and study flexibility.


  Several groups throughout the years have reported the implementation of telemedicine applications for remote neurophysiological monitoring. EEG data transmission over telephone links (1) and high-speed digital networks (2) has been developed and implemented for real time monitoring as well as for routine offline EEG review and interpretation (3). Connectivity schemes include data transmission from homes as well as from intermediate clinical centers to reference centers for expert review. Recent implementations include transmission of EEG data through the Internet via web applications (4), as well as the implementation of software packages and computer information systems (5-9) for remote data collection, review, analysis and teleconsultation. Some advanced developments have included video consultation (2), EEG review and analysis environments based on web (6-7) and virtual reality technologies (8), and the implementation of remote patient supervision in the use of a brain-computer interface system (9). Clinical applications include standard electroencephalography (5), epilepsy (5), (10-11), (16), sleep medicine (1,12-15), as well as applications for emergency and screening purposes (7),(16).


  Although remote EEG monitoring has been successfully implemented and well documented, demonstrating the benefits and feasibility of continuous operation in various clinical settings (3), (17, 18), there seems to be no published reports on remote auditory evoked potential recording and processing. Though an Automated Visual Evoked Potential (VEP) system (19) was implemented to collect, analyze and off-line transmit via a telephone link VEP averaged data to an evaluation center from the acquisition lab, this system was mainly designed to standardize the acquisition of data for visual evoked potential analysis between different labs. The system was not intended for remote home monitoring, and did not seem to possess real time EEG data capture and transmission capabilities.


  Due to the growing importance of evoked potential studies for neurological assessment and the clear advantages of remote EEG monitoring, the aim of the present work was to design and construct an auditory evoked potential monitoring system to remotely monitor the subject’s sleep condition while providing capabilities to remotely elicit auditory stimulus during the various sleep stages. The remote monitoring system is intended to receive and online display EEG, electromyogram (EMG) and electrooculogram (EOG) waves from any Internet connected PC through an authorized secure connection and provide tools to calculate display and process the extracted evoked auditory potentials.


  Methods


  A. System Overview


  The portable AEP monitoring system has been developed around a Windows XP laptop computer, a PCMCIA data acquisition card, a bioelectric amplifier system and an Internet web server. The software application is designed to acquire, manage and transfer electrophysiological data such as EEG, EMG and EOG to the Internet web server; generate and provide auditory stimulus control, and respond to remote operator requests delivered by a web server connection. The system allows multiple authorized users in remote locations to simultaneously access physiological data and compute and visualize averaged evoked responses. Continuous viewing of EEG, EMG and EOG signals allows the operator to determine the subject’s sleep stage. In addition, transmission of EEG data sweeps allow the implementation of selective averaging and artifact rejection filters in the computation of evoked potentials at the remote site.


  The software platform is comprised of the following application modules: 1) data acquisition and storage; 2) stimulus control; 3) stimulus generation; 4) communications server; 5) communications client; 6) Internet web server; 7) EEG and AEP viewer; 8) AEP processing; 9) messaging system; and 10) system control.


  These modules are functionally connected as shown in Fig. 1. The system consists of the local machine, the Internet web server and the remote machine. The local machine includes the home PC, bioamplifiers, data acquisition and software modules for data acquisition and storage, stimulus control, data communication, messaging system and system control. The remote machine includes the remote PC running modules for Internet communication, physiological signal viewer, AEP processing and stimulus generation. The software modules run as independent applications, which are initiated, launched and continuously monitored by the system control module. This module detects component lockouts, especially when momentarily losing Internet connection, and responds by terminating and initiating a new instance of the unresponsive module. Synchronization and sequential data information is continuously maintained. The messaging system enables twoway communication between the different modules, necessary to transmit requests and status information.


  The developed platform is modular and easily upgradeable. System maintenance and upgradeabili-ty is readily obtained due to the modular nature of the system. Faster and more efficient components can be easily integrated into the system in later software revisions.


  B. Analog Front End


  Electrophysiological signals are brought to a Grass Telefactor (West Warwick, RI) model 12 neurodata acquisition system. Electrical signals are bandpass filtered (0.3 - up to 3000 Hz, 6dB/Octave) and amplified with a gain of up to 50,000. Once bioelectrical signals are filtered and amplified, they are digitized by a National Instruments (Austin, TX) data acquisition card model DAQCard-1200. The DAQCard-1200 card is a 12-bit analog I/O card with 8 analog input channels, 2 analog output channels and 24 digital Input/Output lines. The maximum sampling rate is 100 KHz for single channel acquisition. The DAQCard-1200 is fully software configurable. This capability is exploited to generate stimulus signals such as clicks and tone bursts of arbitrary shape, duration and repetition rate. In order to locate the stimulus onset along the acquired EEG traces, the stimulus signal is then continuously digitized with the same time base as the EEG signals. The stimulus occurrences are then detected and time stamped in all EEG traces for later use in the averaging routines.


  C. Signal Processing


  To minimize buffer size and maximize data throughput prior to transmission, down sampling is performed on the low frequency EMG and EOG signals. To obtain the ABR components from the post stimulus EEG epochs, the data acquisition is setup at the highest possible sampling rate that does not cause cumulative delays in the receiving site. The electrical pulse generating the auditory stimulus is also sampled at the highest possible rate to increase time localization of the stimulus onset in the EEG sweep, which minimizes jitter in the averaging process. In operation all acquired electrical signals are digitized at 10 KHz. Digitized EMG and EOG signals are next down sampled at a rate of 20:1, for an effective sampling rate of 500 Hz. To further reduce buffer size, the stimulus onset is obtained from the digitized stimulus signal by a peak detector and its position along the EEG trace is transmitted instead. The overall reduction process is completed within the time to acquire the next chunk of data.


  D. Stimulus Generation


  The stimulus generation scheme is based on online requests by the remote operator, monitored and executed by the data acquisition system. The requirement of the generation scheme is the ability to remotely elicit any stimulus at any time during the duration of the study. Since the system is to be used during sleep, different stimuli can be setup for different sleep stages. Intensity levels can be modified according with the hearing threshold at the particular sleep stage. The stimulus sequence can also be started once the subject is asleep, thus providing comfort and an ideal environment to the subject.


  Auditory stimulus is generated from the DAQ-Card-1200 card and delivered to the subject via a Cabot Safety Corporation (Southbridge, MA) insert earphone model EARTONE 3A. The stimulus is software controlled by a module that synthesizes predefined and user defined waveforms, which are sent to the DAQCard-1200 for analog output. In a study session, the local stimulus control module routinely monitors the Internet web server for changes in auditory stimulus settings such as intensity, rate and waveform that may have been requested by the remote operator. Requests for start/stop of the stimulus occurrence are also monitored and the corresponding action is performed. The operator has complete remote control on the stimulus generation, which may as well be set to run in stand-alone mode.


  In the remote operators’ side, a stimulus generation module allows the user to synthesize arbitrary stimulus waveforms and specify rate and intensity levels while the study is being performed. The synthesized waveforms are graphically displayed to the user for visual confirmation. Once the user has defined the stimulus waveform, the client module uploads it to the web server where it will be accessed by the stimulus control module of the local server PC. The total time it takes from uploading the stimulus settings to the server, to the observation of a corresponding EEG response in the operators’ side is around 3 seconds.


  E. Data Transmission and Reception


  Two independent software modules, the server and the client, are in charge of bi-directional data transfer operations to and from the Internet server. The server module at the local machine continuously monitors the occurrence of new data written to the hard disk by the data acquisition module. Once new data corresponding to one second of acquisition is acquired, an appropriate header, containing synchronization, error checking and identification information, is added to the data packet before it is transmitted. The server then uploads the data to the Internet server via the FTP protocol. The data is saved in the web server in a data file until a new data packet comes and rewrites its contents. The server module also has the ability to send particular data files to the Internet sever upon request by the client module in case that a data file is lost.


  The client module located at the remote machine continuously checks for the occurrence of new information in the web server. The module access and downloads the current data file via http commands, checks for its integrity and determines if the data corresponds to a new packet or to an old one. If the data corresponds to new data then if saves it into the system for online display and analysis. In case the data file corresponds to a previously saved file, it ignores it and continuous the monitoring process. If the data has been rewritten before the client accesses it or in case of data is lost, the client module then sends a request that the particular data packet be uploaded again to the Internet from the server PC.


  F. Auditory Evoked Potentials Analysis


  The downloaded data files containing EEG, EMG and EOG signals as well as stimulus synchronization data are loaded and separated accordingly for real time analysis. Stimulus onset positions are used to split the EEG trace into segments of fixed duration, with each segment being of less duration than the inter stimulus interval. Split EEG sweeps are then added to form the averaged evoked potential. Averages can consist of 512, 1024 or any user defined number of post stimulus EEG sweeps. An artifact rejection filter eliminates from the averaging buffer EEG signals outside a predefined voltage range, which indicate artifacts due to motion or to an external noise source. The program allows viewing the resulting running averaging as new EEG sweeps are added to the averaging process. The EAP analysis module also allows online display of EEG, EMG and EOG, and offline viewing of AEPs from previous acquisitions. This analysis scheme allows detecting errors or possible problems during the study.


  G. Data Security


  Network security aspects are managed by the web server. A secure server connection is established and authorized users are required to enter the assigned security information during the login session. As a secure measure, patient personal information is not encoded into the transmitted data packet, since only the system ID needs be transmitted.


  H. Graphical User Interface


  The graphical user interface (GUI) is windows menu and icon driven, and allows the remote operator to easily select and set auditory stimulus parameters, and manipulate the graphics display to adjust voltage and time scales in the presentation of the electrophysiological signals. The GUI also allows viewing and graphic manipulation of the auditory evoked potentials waveforms, as well as to set parameters for their computation such as amplitude rejection filters or selective addition/de-letion of EEG sweeps (selective averaging).


  I. Verification and Validation


  Each modular component of the system was independently tested, verified and validated by appropriate software and hardware test modules. Test routines checking data integrity in the received data files were run. Local and remote stimulus generation was verified using a digitizing oscilloscope, with signals of various shapes and intensities. The averaging routines were tested and validated by PC-generated electrical signals of known shapes. The system integration was also tested and showed to perform according with requirements and specifications. The recorded AEPs were in good correspondence in terms of shape and latencies to the ones obtained from the SmartEP AEP system.


  Results


  Laboratory in-house tests were performed to obtain first insights in the operation of the remote monitoring system. Lab personnel volunteered to participate in the system tests. Electrode montages included EEG (2) at +forehead, -ipsi mastoid, and ground contra mastoid, EOG (2) and EMG (2) at chin. The volunteer subject was asked to set relax in a supine position with the eyes closed. Auditory monaural rarefaction clicks were elicited at 60-dB nHL, with a repetition rate of 4 Hz. Bandpass filter settings were 0.3-3000 Hz for EEG, 0.1-100 Hz for EMG, and 1-100 Hz for EOG, all at the amplifier gain of 50,000. The DAQCard-1200 was set to a sampling frequency of 9.6 KHz, with 20 microseconds time resolution for the stimulus waveform generation. The Internet connection speed was more than 128KBs for file upload and 256KBs for file download. In operation, the complete processed data buffer is 23 Kbytes in size, and it takes around 200 milliseconds to transmit to the Internet web server. From there, it then takes around 100 milliseconds to download to the remote PC viewer. The total latency to view the electrophysiological signals at the remote machine is around 2 seconds, from the time they are acquired at the local machine. The total time for the auditory stimulus to be elicited once the operator adjusts the parameters is around 2 seconds.


  Fig. 1 illustrates the GUI for the remote operator stimulus control, where an elicited tone burst is shown. Sliders are used to setup the tone frequency, intensity and duration. Prerecorded tones can also be loaded and sent to the subject. Fig. 2 and Fig. 3 illustrate laboratory results obtained with the remote monitoring system. EEG/EMG and EOG traces corresponding to 1 second of acquisition are displayed in Fig. 2 as well as the AEP signals after the averaging process is completed. The stimulus signals are also displayed on the screen (lower trace). As new EEG epochs are received at the remote site, the AEP is continuously recalculated, updated and displayed on the operators screen. Fig. 3 (left) shows ABR, MLR and LLR components from the average of 5 consecutive runs within the hour. Fig. 3 (right) illustrates AEPs from three consecutive days from the same subject. Good system performance is observed. All transmitted signals were stored in the local as well as in the remote machine for further data integrity checks.
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  Figura 1. Client GUI for remote stimulus generation. Clicks, tone bursts or arbitrary waveforms can be synthesized or loaded, displayed and sent to the server’s stimulus control module.
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  Figura 2. Client station GUI illustrating EEG/EMG/EOG as well as click onset signals and running average to calculate the auditory evoked potential signal. A secondary window displays previously saved recordings for reference during analysis.
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  Figura 3. Preliminary results demonstrating averaged auditory evoked potentials. Left figure shows the average of 5 consecutive 1024 EEG sweeps AEPs obtained within the hour. ABR, MLR and LLR.


  Discussion


  Remote monitoring of EEG and auditory evoked potential signals was successfully implemented. The system architecture is modular and easily upgradeable. The developed system is portable and easily configurable and expandable to include remote monitoring of various physiological variables for various telemedicine applications and clinical scenarios. The data acquisition is easily programmable even during operation, allowing resetting the sampling rate according to the bandwidth of the internet connection. An option exists to continuously calculate and transmit the auditory evoked potential from the server side, reducing this way the required transmission bandwidth. In this scheme, continuously transmitting EEG/EMG/EOG and processed AEP will require less than 28 kilobits per second, which is obtained using standard phone lines. Future additional features to include are a video camera to monitor the subject’s sleep condition, and an alarm to alert the subject of any contact problems that may be occurring with the physiological channels during acquisition.


  An interesting feature compared to several available auditory evoked potential systems is the ability of the developed system to capture record and display raw EEG/EEG/EMG waves, which are needed in the screening of the sleep stages or for off-line analysis and recalculation of evoked potentials, using different filter settings or implementing selective averaging methods. The ability to remotely control the auditory stimulus allows the operator to select the stimulus type, intensity, duration and the time window in the sleep stage during which the stimulus remains active. This stimulus control scheme is ideal for studies relating the pre stimulus EEG frequency during various sleep stages and the auditory evoked potential response.


  The developed system allows non specialized hospitals or health centers in remote areas to provide and conduct auditory evoked potential sessions and have the remote expert provide the expert analysis through an Internet connection. Applications of the current system include remote expert consulting, remote neurological assessment, mobile emergency medicine, home monitoring of auditory evoked potentials in children to asses hearing thresholds during deep sleep, as well as for analysis of auditory evoked responses during the different sleep stages.


  Conclusion


  We have developed an Internet-based EEG/Au-ditory Evoked Potential monitoring system. The prototype system has been tested in a laboratory environment. Preliminary results indicate equivalent performance to standard auditory evoked potential systems. The system demonstrates promising features such as remote auditory control and Internet based evoked potential analysis and monitoring. The system also shows feasibility of continuous auditory evoked potential monitoring at home during sleep. Future work may include increasing number of channels for sleep studies, and additional channels for monitoring of additional physiological variables. A future implementation also includes a real-time video camera and an alarm system to detect and alert the operator of disconnected physiological channels.


  References


  1. M. Rosekind, A. B. Thomas, J. Coates and C. Thoresen, “Telephone transmission of all-night polysomnographic data from subjects’ homes”, The Journal of Nervous and Mental Disease. 1978; 166: 438-441.


  2. P Loula, E. Rauhala, M. Erkinjuntti, E. Raty, K. Hirvonen and V. Hakkinen, “Distributed clinical neurophysiology”, Journal of Telemedicine and Telecare. 1997; 3: 89-95


  3. Ltc. D. Kristo, A. H. Eliasson, R. Poropatich, C. M. Netzer, J. Bradley, D. Loube and N. C. Netzer, “Telemedicine in the sleep laboratory: feasibility and economic advantages of polysomnograms transferred online”, Telemedicine Journal and


  e-Health. 2001;7(3):219-224.


  4. L. De Luca, “TeleEEG: A telemedical software package for EEG”, Future Generation of Computer Systems. 1998; 14: 61-66.


  5. N.B. Finnerup, A. Fuglsang-Frederiksen, P Rossel and P. Jen-num, “A computer-based information system for epilepsy and electroencephalography”, International Journal of Medical Informatics. 1999; 55:127-134.


  6. M. Kuntalp and O. Akar, “A simple and low-cost Internet-based teleconsultation system that could effectively solve the health care problems in underserved areas of developing countries”, Computer Methods and Programs in Biomedicine. 2004; 75: 117-126.


  7. V. I. Nenov, F. Buxey and Y. Yamaguchi, “BRAVO/TeleTrend: A Comprehensive WWW-based Neuromonitoring System for the Neurosurgery ICU”, Medicine Meets Virtual Reality, J. D. Westwood et. al. (Eds) IOS Press. 1999: 228-234.


  8. E Jovanov, D. Starcevic, A. Samardzic, A. Marsh and Z. Obre-novic, “EEG analysis in a telemedical virtual world”, Future Generation Computer Systems. 1999;15: 255-263.


  9. G. Muller, C. Neuper and G. Pfurtscheller, “Implementation of a telemonitoring system for the control of an EEG-based brain-computer interface”, IEEE Transactions on Neural Systems and Rehabilitation Engineering. 2003; 11: 54-59.


  10. C. E. Elger and W Burr, “Advances in telecommunications concerning epilepsy”, Epilepsia. 2000; 41(5): S9-S12.


  11. D. Holter, J. Cameron and C. Binnie, “Tele-EEG in epilepsy: review and initial experience with software to enable EEG review over a telephone link”, Seizure. 2003; 12: 85-91.


  12. F Abdenbi, A. Ahnaou, S. Royant-Parola, H. Nedelcoux, S. Rouault, D. Alfandary, C. Lepajolec and P Escourrou, “Ambulatory sleep recording in a healthcare network: a feasibility


  study”, CR Biologies. 2002; 325: 401-405.


  13. D. Padeken, D. Sotiriou, K. Boddy and R. Gerzer, “Health Care in Remote Areas”, Journal of Medical Systems. 1995; 19(1): 69-76.


  14. D. Kristo, A. H. Eliasson, N. C. Netzer and T. Bigott, “Application of Telemedicine to Sleep Medicine”, Sleep and Breathing. 2001; 5(1): 97-99.


  15. T. Penzel, “Prototypes and Applications in Neurotelemedicine”, European Neurological Network, T. Paiva and T. Penzel (Eds) IOS Press 2000: 89-99.


  16. S B Uldal, J. Amerkhanov, S. Manankova, A. Mokeev and J. Norum, “A mobile telemedicine unit for emergency and screening purposes: experience from north-west Russia”, Journal of Telemedicine and Telecar. 2004; 10:11-15.


  17. P Escourrou, S. Luriau, M. Rehel, H. Nedelcoux and J-L. Lanoe, “Needs and Costs of Sleep Monitoring”, European Neurological Network, T. Paiva and T. Penzel (Eds) IOS Press. 2000:69-84.


  18. N. Pelletier-Fleury, F. Gagnadoux, R. Rakotonanahary, J-L. Lanoe and B. Fleury, “A Cost-Minimization Study of Telemedicine”, International Journal of Technology Assessment in Health Care.2001; 17(4):604-611.


  19. D. Papakostopoulos, J. C. Dean Hart, S. Papakostopoulos, K. Dodson and A. Williams, “Standardized visual evoked potentials for telematic electrodiagnosis from five laboratories in three European countries”, Journal of Telemedicine and Telecare. 1999; 5: 23-31.


  Lymphotherapy induce an increase of blocking factors and correct infertility problems


  Edwin Manrique 1, Verónica Rincón Humberto Ossa 2.


  1'Universidad Distrital Francisco José de Caldas. Bogotá, D.C. Colombia.


  2Laboratory of Genetic and Molecular Biology. Bogotá, D.C. Colombia.


  Correspondence: man-75@uolmail.com / hossa@elsitio.net.com


  Recibido: 26/04/2013 Aceptado: 18/05/2013

  


  Abstract


  This study aimed to confirm the presence of Blocking Factors (BFs) in Mixed Lymphocyte Culture (MLC) from female normal reproducer and sub-fertile rabbit inoculated with two injection of the allogenic lymphotherapy (LIT) to analyze its effect on rate fertility and pregnancy success. The BFs measuring was done intervening MLC with MTT-Formazan non-radioactive technique.


  It was demonstrated BFs presence in MLC in female rabbit groups.. In sub-fertile female reproducers treated with allogenic lymphotherapy a significant increase in the level of FBs after every LIT was observed, as well as a rate fertility increase.. Furthermore, it was established that BFs act on cell proliferation inhibiting the MLC of other species, clearly indicating that the inhibit effect of the BFs is inter-specific and no intraspecific as had sustain until now.


  Key words: lymphotherapy, blocking factors, mixed lymphocytes culture, subfertiles females rabbit and fetal allograft.


  La Linfoterapia induce aumento de factores bloqueadores y corrige problemas de infertilidad.


  Resumen


  Esta investigación se basó en un modelo experimental de origen animal, dirigido a comprobar la existencia de factores bloqueadores (FBs) del cultivo mixto de linfocitos (CML) en grupos de conejas reproductoras normales y subfértiles. A los animales de experimentación se les aplicó dos dosis de Linfoterapia (LIT) alogénica, con el fin de analizar sus efectos en el aumento de la tasa de fertilidad y del éxito gestacional. La medición de los FBs se realizó mediante CML con la técnica no radioactiva MTT-Formazan. Se comprobó la existencia de FBs del CML en todos los grupos de conejas estudiados. En conejas reproductoras subfértiles tratadas con LIT alogénica se observó un incremento significativo de los niveles de los FBs después de cada LIT, así como el aumento en la tasa de fertilidad de las mismas. Además, se estableció que los FBs de proliferación celular actúan inhibiendo el CML de otras especies, lo que indica claramente que el efecto inhibitorio de FBs es interespecífico y no intraespecífico como se ha sostenido hasta ahora.


  Palabras clave: Linfoterapia, factores bloqueadores, cultivo mixto de linfocitos, Oryctolagus cu-niculus, aloinjerto fetal.


  Introduction


  In 1994 Beer and Billingham established the bases of the immunology of reproduction. These initial studies demonstrated that the uterus is not a immunology privileged tissue. Furthermore, they postulated different theories to explain the survival of fetal allograft during the pregnancy and established the immunotherapy as treatment to recurrent spontaneous miscarriage (1). Subsequent studies developed on animal models allowed to understand the mechanism responsible of the fetal reabsorptions or habitual aborts in addition to the alloinmunothera-py effects in the reproduction (2, 3).


  It is currently accepted that the mothers recognize immunologically to her allogenic embryo and respond strongly to the blastocyst implantation in endometrium. For this reason has been thought that there are factors that regulate or suppress the immunological response against the embryo in development, allowing to success of the placental mammals from mammals perspective (4).


  One of main purposes of immunology of reproduction is establish experimental animals models to investigate the phenomenon of the response immune maternal against the fetal allograft. The reproductive efficiency of species for commercial utilization in livestock field have been significantly affected for bad practices of the genetic improvement programs that lead to high levels of endogamy. This has generated a very low fertility rate threatening the rusticity of the others species. The importance of this study is to evaluate the effect of the immunotherapy as treatment for correcting specific problems of fertility.


  Blocking Factors (BFs). Molecules that prevent immune rejection of the fetal allograft during pregnancy (5,6).


  Lymphoteraphy (LIT) or Immunotheraphy. Ppurified preparation of leukocytes that is administered intradermic. Approximately 50 million cells are inoculated from the father or someone related to him (4).


  FetalAllograft: It has been considered that fetus is a semi allograft due that possess 50 % of genetic information derivate from the father. It could express antigens from the father or its owns, which would be susceptible to immune recognition and rejection (3).


  Subfertile Females. It have been consider subfertile females those rabbit repeat services, meaning being mount often and not stay pregnant. The cause of the subfertility can aggravate immunne problems for the high level endogamics.


  Materials and methods


  Control group and problem group for the study. BFs in serum were quantifying from 55 female rabbits. Treatment group consisted of 9 subfertile reproducer rabbits inoculated twice with LIT. 8 subfertile reproducer rabbits injected twice with sterile saline solution (SSS) denominated control group;. 20 nulliparous rabbits (80 days) 10 normal multiparous rabbits and 8 post-parturition normal multiparous were included. Males which have been verified its fertility and were in active condition during time the study were utilized as reproducers . Mononuclear cells were obtaining by puncture intracardiac using a sterile heparinized syringe from New Zealand white (NZW) rabbits that were going to be sacrificed. Serums from females problem and control were drawn blood obtaining from for vein marginal puncture of the ear into pediatrics Vacutainer tube additive-free.


  Protocol for setting up of the MLC, with the technical non-radioactive MTT-FORMAZAN. NonRadioactive cell proliferation assay is a colorimetric method to determine the viable cells number in culture. In this assay a tetrazolium compound (3-4,5-dimetyl thiazol-2-hl)-2,5 difenil tetrazo-lium brinide) MTT is bio-reduced by cells to For-mazan that is soluble in culture medium inside of the mitochondria. The conversion is done by dehydrogenase enzymes found at the matrix mitochondrial in metabolically active cells (7-9).


  The lymphocytes were separated from whole blood by Ficoll-Hypaque gradients (density 1,077) and centrifuge to 3000 m.p.r. for 40 minutes. With a Pasteur sterile pipette, the buffy layer was carefully removed and transferred to another tube and 10 ml RPMI-1640 medium were add, centrifuged for 10 minutes (2000 rpm) this procedure were done twice.. The male cells or inducers were treat with Mitomycin C 0,25 mg/ml (for every one ml cells is utilize 0,1 ml of Mitomycin C) during 20 minutes at 37°C. The cells were adjust to a final concentration of 2 x 106 cells/ml with RPMI-1640 medium adjusting the counts in Neubauer chamber and the viability using trypan blue in microscopy 40x.


  Preparation of Assay Plates. 30 pl of serum from females rabbits to be tested were added to 100 pl of RPMI-1640 by triplicate. 50pl of responds cells (5000 cells/pl) and 50 pl (5000 cells/pl) induces cells previously inactive with Mitomycin C were added in to each well depending upon the numbers of test. The plate was incubated at 37°C for 72 hours in a humidified 5% CO2 atmosphere.


  Absorbance measure and data recording. 15 pl of the dye solution were added to each well and the plate was incubated at 37°C for 4 hours in humidified 5% CO2 atmosphere. After 4 hour 100 pl of the Solubilization/Stop Solution was add to each well.


  Interpretation of Results. The assay plate was read using an ELISA plate reader Anthos 2001 (540 nm and 620 nm filter reference) the inhibitory effect (IE) was calculated according to this formula.


  Abs. CML. Test serum


  IE= 1-______________________________________ X100


  Abs. CML. Test serum AB1


  Results


  BFs levels from each rabbit were measured before and after treatment, described table 1 and 2. The proliferative response in presence of serums (from female under study) was assessed in the MLC.


  Table 1. BFs results from sub-fertile problem females without and with dose of the lymphotherapy.


  
    
      
        	
          Without LIT

        

        	
          1 LIT

        

        	
          2 LIT

        

        	
          3 LIT

        
      


      
        	
          A

        

        	
          B

        

        	
          C

        

        	
          D

        
      


      
        	
          1 %

        

        	
          30%

        

        	
          50,95%

        

        	
          

        
      


      
        	
          22,08%

        

        	
          32,77%

        

        	
          47,72%

        

        	
          59,1%*

        
      


      
        	
          21,76%

        

        	
          38,64%

        

        	
          47,08%

        

        	
          52,93%*

        
      


      
        	
          35,72%

        

        	
          42,21%

        

        	
          56,17%

        

        	
          55,85%*

        
      


      
        	
          34,10%

        

        	
          43,51%

        

        	
          48,06%

        

        	
          

        
      


      
        	
          24,03%

        

        	
          48,71%

        

        	
          57,80%

        

        	
          

        
      


      
        	
          21,11%

        

        	
          54,23%

        

        	
          60,39%

        

        	
          

        
      


      
        	
          10,12%

        

        	
          22,07%

        

        	
          29,9%

        

        	
          

        
      


      
        	
          6,55%

        

        	
          36,66%

        

        	
          41,64%

        

        	
          

        
      

    

  


  Table 2. BFs results from sub-fertile problem females without and with dose of sterile salt solution.


  
    
      
        	
          Without SSS

        

        	
          1 dose de SSS

        

        	
          2 Dose SSS

        
      


      
        	
          A

        

        	
          B

        

        	
          C

        
      


      
        	
          23,96%

        

        	
          21,76%

        

        	
          29,50%

        
      


      
        	
          31,14%

        

        	
          29,23%

        

        	
          33,65%

        
      


      
        	
          22,16%

        

        	
          22,73%

        

        	
          25,35%

        
      


      
        	
          23,36%

        

        	
          21,43%

        

        	
          26,27%

        
      


      
        	
          24,56%

        

        	
          25,98%

        

        	
          27,19%

        
      


      
        	
          20,56%

        

        	
          19,81%

        

        	
          21,66%

        
      


      
        	
          19,36%

        

        	
          18,51%

        

        	
          17,06%

        
      


      
        	
          20,84%

        

        	
          23,38%

        

        	
          19,82%

        
      

    

  


  BFs results from control females rabbit were obtained, mean 28,69 %, value considered as reference for normal reproducer females without allogenic Lymphotherapy treatment. For sub-fertile reproducer females the BFs mean was 20,79% without alloimmunotherapy inoculation. BFs value of 38,25% were found after first alloinmunization of sub-fertile reproducer females, after the second lym-photherapy dosage the BFs value were 48,17% and with third dosage the values average were 55,90%. These results indicate a significant increase of the BFs directly proportional to the number of lym-photherapy dosage. Furthermore the lymphotherapy increased the efficiency reproductive level, in other words success pregnancy. Table 3 and 4.


  Table 3. Reproductive efficiency of females with lymphotherapy


  
    
      
        	
          Problems Females (LIT)

        
      


      
        	
          No

        

        	
          Condition

        

        	
          No dose

        

        	
          Covers

        
      


      
        	
          1

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 LIT

        

        	
          1

        
      


      
        	
          2

        

        	
          Pregnant

        

        	
          3 LIT

        

        	
          2

        
      


      
        	
          3

        

        	
          Pregnant

        

        	
          3 LIT

        

        	
          2

        
      


      
        	
          4

        

        	
          Pregnant

        

        	
          3 LIT

        

        	
          2

        
      


      
        	
          5

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 LIT

        

        	
          1

        
      


      
        	
          6

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 LIT

        

        	
          1

        
      


      
        	
          7

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 LIT

        

        	
          1

        
      


      
        	
          8

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 LIT

        

        	
          1

        
      


      
        	
          9

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 LIT

        

        	
          1

        
      

    

  


  Table 4. Reproductive efficiency of females with SSS treatment


  
    
      
        	
          Females control (SSS)

        
      


      
        	
          No

        

        	
          Condition

        

        	
          No dose

        

        	
          Covers

        
      


      
        	
          1

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          2

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 SSS

        

        	
          1

        
      


      
        	
          3

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 SSS

        

        	
          1

        
      


      
        	
          4

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          5

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          6

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 SSS

        

        	
          1

        
      


      
        	
          7

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          8

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      

    

  


  The average BFs for nulliparous females (80 days) was 17.2%, normal multiparous, 30.06% and post-parturition multiparous 44.94%.


  It was assessed the effect of each treatment in the number and condition of litter. Were obtained as many females treatment with LIT as the females treatment with SSS, Table 5.


  Table 4. Reproductive efficiency of females with SSS treatment


  
    
      
        	
          Females control (SSS)

        
      


      
        	
          No

        

        	
          Condition

        

        	
          No dose

        

        	
          Covers

        
      


      
        	
          1

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          2

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 SSS

        

        	
          1

        
      


      
        	
          3

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 SSS

        

        	
          1

        
      


      
        	
          4

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          5

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          6

        

        	
          Pregnant

        

        	
          2 SSS

        

        	
          1

        
      


      
        	
          7

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      


      
        	
          8

        

        	
          Failure

        

        	
          2 SSS

        

        	
          4

        
      

    

  


  The average BFs for nulliparous females (80 days) was 17.2%, normal multiparous, 30.06% and post-parturition multiparous 44.94%.


  It was assessed the effect of each treatment in the number and condition of litter. Were obtained as many females treatment with LIT as the females treatment with SSS, Table 5.


  Table 5. Measure of treatments effect in the number and condition of the litter reproducer females with treatment (LIT and SSS)


  
    
      
        	Numbers young the Females treatment with LIT

        	Numbers young the Females treatment with SSS
      

    


    
      
        	
          1a


          Paarturition

        

        	
          2a


          Parturition

        

        	
          1a


          Parturition

        

        	
          2a


          Parturition

        
      


      
        	
          1O

        

        	
          8

        

        	
          -

        

        	
          -

        
      


      
        	
          7

        

        	
          8

        

        	
          6

        

        	
          4

        
      


      
        	
          8

        

        	
          8

        

        	
          6

        

        	
          1O

        
      


      
        	
          1O

        

        	
          8

        

        	
          -

        

        	
          -

        
      


      
        	
          12

        

        	
          1O

        

        	
          -

        

        	
          -

        
      


      
        	
          2

        

        	
          11

        

        	
          9

        

        	
          8

        
      


      
        	
          8

        

        	
          1O

        

        	
          -

        

        	
          -

        
      


      
        	
          7

        

        	
          9

        

        	
          -

        

        	
          -

        
      


      
        	
          4

        

        	
          11

        

        	
          

        

        	
          

        
      

    

  


  Finally serums from 8 females of different species were tested in human MLC to assess proliferative response. All the samples tested inhibited the positive reaction of MLC. Table 6


  Table 6. BFs results for serums proliferative respond from females in the MLC in different species with same cell source.


  
    
      
        	
          Females

        

        	
          pregnant

        

        	
          Females non

        

        	
          -pregnant

        
      


      
        	
          Animal

        

        	
          BFs

        

        	
          Animal

        

        	
          BFs

        
      


      
        	
          Cow 1

        

        	
          37,33%

        

        	
          Goat

        

        	
          28,87%

        
      


      
        	
          Cow 2

        

        	
          26,73%

        

        	
          Rabbit 2

        

        	
          22,O7%

        
      


      
        	
          Cow 3

        

        	
          31,8O%

        

        	
          Agouti paca 2

        

        	
          26,81%

        
      


      
        	
          Agouti paca 1

        

        	
          35,27%

        

        	
          

        

        	
          

        
      


      
        	
          Rabbit 1

        

        	
          4O,23%

        

        	
          

        

        	
          

        
      

    

  


  Statistical Analysis


  ANOVA analysis (randomized complete block design) were used to evaluate the effect of lym-photherapy in the increasing of BFs in sub-fertile reproducers females compare with sub-fertile females group treated with salt solution. (10,11).


  Using the ANOVA results significance or the ave-rage-to-average method comparisons were carried out applying Tukey’s multiple comparison tests (11).


  Statistically significant differences were found for the group treated with lymphotherapy and highly significant between the moment without lym-photherapy and after second lymphotherapy dosage, Table 7 and graphic 1.


  Table 7. ANOVA I Treatment with LIT


  
    
      
        	
          Source of variation

        

        	
          LG

        

        	
          SC

        

        	
          CM

        

        	
          F


          Calculate

        
      


      
        	
          (h-1) Block

        

        	
          8

        

        	
          1872,33

        

        	
          234,04

        

        	
          5,41

        
      


      
        	
          (t-1)Treatment

        

        	
          2

        

        	
          3972,50

        

        	
          1986,25

        

        	
          45,89

        
      


      
        	
          (h-1) (t-1) Error

        

        	
          16

        

        	
          692,41

        

        	
          43,27

        

        	
      

    

  


  COMPARISON BETWEEN THE MEANS OF THE TREATMENT


  
    [image: ]


    Winthout LIT 2 LIT

  


  TREATMENTS


  ■Winthout LIT« 1 LIT *2 LIT


  Graphic 1. Comparison among the LIT treatment means


  There were no statistically significant differences in outcome for treatment group with SSS, therefore all treatment have the same effect, Table 8 and Graphic 2.


  Table 8. ANOVA II treatment with SSS.


  
    
      
        	
          Source of variation

        

        	
          LG

        

        	
          SC

        

        	
          CM

        

        	
          F


          Calculate

        
      


      
        	
          (h-1) Blocks

        

        	
          7

        

        	
          326,85

        

        	
          46,7

        

        	
          14,62

        
      


      
        	
          (t-1) Treatments

        

        	
          2

        

        	
          22,25

        

        	
          11,13

        

        	
          3,52

        
      


      
        	
          (h-1) (t-1) Error

        

        	
          14

        

        	
          44,32

        

        	
          3,17

        

        	
          

        
      

    

  


  [image: ]


  Graphic 2. Comparison SSS treatments means


  Discussion


  Due to the different theories proposed to explain the fetal allograft survival various research groups had been focus their effort in study in depth the main role of BFs in preventing the immune rejection of the mother against fetus. For this reason the BFs in sub-fertile reproducer rabbit were studied. The main goal was quantify the BFs of the MLC in animal models which could bring out new information that could being applied in human reproduction especially in reproductive problems with immunologic origin that cause frequent miscarriages.


  In this study the lymphotherapy effect in the increasing BFs levels was studied and consequently the greatest pregnancy success chance in comparison with the SSS treatment group in t sub-fertile reproducer rabbits.


  The results showed that there is a concentration increase of BFs from MLC after each lymphocytes injection in sub-fertile females. That supports the initial hypothesis since differences highly significant were find between females without lym-photherapy and females after second injection of lymphotherapy (p>0.01). In contrast there not found differences among females treated with SSS (p<0.05). Which indicate that the lymphotherapy is useful for increasing the BFs levels and consequently correct specific cases of infertility being an extremely useful immune therapy in case of recurrent miscarriages in human(12-14) or other mammals. Furthermore, none harmful effect of the lymphotherapy were observed in that species. Contrary to other studies that sustain that lymphotherapy is not treatment that improve the pregnancy success in women with recurrent miscarriages. These results could be were linked to psychology hormones mediated effect (12,13).


  The rate fertility success observed in sub-fertile females treated with LIT was greater than the rate in females treated with SSS. The incidence of the LIT was clear since 66% of the females got pregnant at the second LIT injection and the outcome were the 100% at the third injection. The BFs levels were optimal at the third LIT injection where highly significant differences (p>0.01) were observed between females without LIT and females that received up to three LIT injections. Moreover, it was showed that the pregnancy efficiency was closely tied to good level of BFs.


  The litter size depended of a lot external variables such as diet, stress, genetic of the animal and the weaning which is related with the handing of production (13). The variability of the young rabbit’s number went from 1 at 20 per litter being a very random data to take into account as reference of treatment with lymphotherapy. Furthermore, note that prenatal mortality occurs usually in all multiparous species of mammals, such as rabbits, it seems that when there is an excessive number of morulas the normal uterine nutrients supply is insufficient for the survival and can induce death of considerably number of embryos, phenomenon called fetal reabsorption (14-18). Base on the above and the study results the lymphotherapy was associated with the fetal reabsorptions decrease which could indicate that lymphotherapy could prevent the selection of consanguineous embryos. at tuterus level.


  The quantification of serums from normal females allowed establish the FBs range levels present in normal females. To get good success pregnancy in this specie the BFs range must fluctuate in levels highest than 30% in average (borderline). In addition, the BFs levels were correlated with the numbers of birth thus the more births the higher levels of BFs were observe for the average the BFs in post-birth females (Mean= 45%). The BFs average in nulliparous females was 17%, suggesting that the BFs increased during the first 10 days and maintained its high levels during the pregnancy.


  Moreover, it was demonstrate that BFs not relate to classical antibodies, since serum from several species used in one MLC with the same origin inhibited the positive reaction and cell proliferation in all cases. Thus BFs are inter-specific and not inspecific like has been claimed in other studies.
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  Resumen


  El Lacto suero de leche de caprino (SLC) es un subproducto de bajo valor económico, concebido en Colombia como un desecho industrial con impacto ambiental negativo para los ecosistemas (DBO 60000 ppm y DQO de 80000 ppm). Este trabajo se enfoco en caracterizar el SLC, multiplicar la cepa Lactobacillus Helveticus (LH) 0-0.91-celulas libres y evaluar su pertinencia para la producción de ácido láctico a partir de SLC tratado y enriquecido con tres nutrientes; variables que se estudiaron siguiendo un diseño de cuadro greco latino. Para el efecto se llevaron a cabo 16 cinéticas en un biofermentador intermitente conteniendo 250 mililitros de LSLC en donde la mayor producción de acido láctico-17.72 gramos por litro se logró después de las 50 horas para el medio que contiene extracto de levadura 2,5%, riboflavina 0,6% y sulfato de amonio 0,45% operando el biofermentador a 42°C.De esta forma, al producir ácido láctico se evitaría la contaminación de ecosistemas y se generaría un valor agregado a la industria quesera.


  Palabras clave: ácido láctico, cuadro latino, diseño experimental, lactobacillus helveticus, suero de leche de caprino, impacto ambiental


  


  Value added for goat whey from dairy agribusiness: lactic acid as decontamination alternative


  Abstract


  The lacto goat whey (SLC) is a low economic value sub product, considered as industrial waste in Colombia, with negative environmental impact on ecosystems- (BOD 60,000 COD ppm and 80,000 ppm). This study aimed to characterize the SLC, multiply Lactobacillus helveticus (LH) strain and assess its applicability to the production of lactic acid-AL from LSLC treated and enriched with three nutrients. Variables studied following a latin greco square design. For this purpose kinetic 16 were carried out in intermittent biofermenter containing 250 milliliters of LSLC. Increased production of lactic acid (17.72 grams per liter) was achieved after 50 hours using a media containing 2.5% yeast extract, riboflavin 0.6% and 0.45% ammonium sulfate and the biofermenter operating at 42° C.


  Keywords: lactic acid, latin square experimental design, Lactobacillus helveticus, goat whey, environmental impact.


  Introducción


  El lactosuero de leche de caprino (LSLC) es el líquido resultante de la elaboración de cuajada o queso, al separarse la caseína y la grasa durante la coagulación (alrededor del 85-90% del volumen de leche utilizada). Esta constituido aproximadamente por un 93% de agua, 5% de lactosa, un poco menos del 1% de proteína, de las cuales la mitad son proteínas de alto valor nutricional como son; albuminas, globulinas y proteasa-peptona, 0.7% de minerales, con mayor contenido de sodio, potasio, magnesio, cloruro y fosfato, contiene también las vitaminas hidrosolubles de la leche, la más importante es la riboflavina, también posee pequeñas cantidades de grasa y acido láctico (AL) y su pH se encuentra entre 5-6 (1-24).


  Actualmente el suero tiene poca aplicabilidad industrial, los excedentes se convierten en un producto contaminante- (DBO) muy alta, de 40000 a 60000 ppm y una demanda química de oxígeno (DQO) de 50000 a 80000 ppm (15). Más del 90% de esas demandas se deben a la transformación de la lactosa (20). De allí que la búsqueda de alternativas para el aprovechamiento de este efluente se convierte en necesidad nacional. Una de las alternativas es la obtención de acido láctico (22).


  El ácido láctico es de amplio uso en la industria. Debido a sus características se utiliza en la industria alimentaria (en bebidas y como conservante), en farmacia, medicina, textileria, en la industria del cuero y para la producción de plásticos bio-degradables (17). El Food Chemical Codex en el año 1996 especifica el uso del AL en alimentos con una pureza del 88%, el AL se puede obtener por síntesis química ó por vía fermentativa (13). Una de las principales dificultades en la producción a gran escala del AL es el costo de las materias primas, siendo de interés encontrar nuevos medios de bajo costo para mejorar la economía del proceso (22).


  Los organismos mayores productores de AL pertenecen a las familiasStreptococcaceae (géneros Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,


  Aerobacter y Gemella) y Lactobacillaceae (género Lactobacillus), (9). La familia Lactobacillaceae y en especial los del género Lactobacillus (L. bulgaricus, L. helveticus, L. delbruekii, etc.), son anaerobios facultativas (no presenta crecimiento superficial o este es escaso), no poseen catalasa, no reducen el nitrato; su metabolismo es fermentativo, cerca del 50% de su producto final es ácido láctico, su temperatura optima de crecimiento está entre 30-40°C, en un rango aceptable entre 26 y 46°C, a un pH de 4.5-7.2 y es un microorganismo no patógeno (4), razones por la cuales las seleccionamos para este trabajo.


  Trabajos pioneros reportan la obtención de 40,78 g/L de ácido láctico en 48 horas de fermentación (12). Akerberg (2) utilizando como sustrato harina integral hidrolizada adicionada de glucosa pura reporta concentraciones de ácido láctico de 50 g/L con Lactococcus lactis y Lactobacillus casei. Boon-me et al. (8), produjo ácido láctico en un medio comercial M17 modificado con lactosa pura y obtuvo concentraciones de 80 g/L de ácido láctico y rendimientos de producto de 0,93 g/g. Sin embargo, la principal desventaja de la producción por la vía fermentativa es el alto costo que ocasionan su aislamiento y purificación (9), por esta razón las investigaciones se han enfocado en la disminución del costo de producción de AL con células libres y/o inmovilizadas (7) e incrementar la pureza óptica del ácido láctico.


  Con los referentes anteriores el objetivo de esta investigación fue evaluar la pertinencia del SLC enriquecido con tres nutrientes para la obtención de AL por fermentación utilizando LH 0-0.91-dada su capacidad para convertir en ácido láctico la lactosa proveniente del SLC, para cumplir el objetivo del trabajo se siguió un diseño experimental de cuadro greco latino.


  Materiales y métodos


  Materiales: Lactosuero de leche de caprino despro-teinizado, esterilizado y enfriado a 121°C y 4°C respectivamente filtrado al vacío.


  Microorganismo: Lactobacillus helveticus LH 0-0.91, cepa liofilizada, producida por la Technical Sheet, activada en tubos de vidrio con 10 ml de leche UHT a una temperatura de 42°C durante 48 horas en un medio microaerofílico-recipiente cerrado sin oxigeno presente.


  Nutrientes: Extracto de levadura, sulfato de amonio y vitamina B, combinación de estos corresponden a los tratamientos: T1 a T, respectivamente.


  Diseño experimental: Se utilizó un diseño de cuadro greco latino 4x4 (Los tres factores tienen el mismo número de niveles: K, sin interacciones entre los tres factores). El diseño consiste en agrupar las unidades experimentales en dos direcciones (filas y columnas) y asignar los tratamientos al azar en las unidades, de tal forma que en cada fila y en cada columna estén todos los tratamientos (19). El total de unidades experimentales es igual al cuadrado del numero de tratamientos. Para cuatro tratamientos se requieren 16 unidades. Cuatro temperaturas de fermentación 37°C, 42°C, 48°C y 53°C y cuatro concentraciones de cada uno de los cuatro nutrientes.


  Análisis a realizar: pH del medio y concentración de acido láctico (determinación de acidez titulable bajo la NTC 4978 de 2001).


  Variables de respuesta: Concentración en ácido láctico (g/litro)-absorbancia.


  Los coeficientes de rendimiento y la productividad volumétrica fueron determinados en el estado de equilibrio. El estado de equilibrio se estableció cuando los valores evaluados (concentración de ácido láctico, pH) no se modificaron significativamente al realizar dos determinaciones consecutivas.


  Análisis estadístico: se llevó a cabo un análisis de varianza (ANOVA) de una vía y un análisis de comparación múltiple (Test de Tukey), para comparar la incidencia de los medios sobre el crecimiento del LH y la producción de AL.


  Diseño Metodológico:


  Se siguieron las siguientes etapas:


  a. Caracterización de la leche y el suero caprino utilizado, Tabla 1.


  Tabla 1. Caracterización de la leche caprina y el suero


  
    
      
        	
          Análisisrealizado

        

        	
          Leche caprina nacional

        

        	
          Suero de leche caprina-nacional

        

        	
          Suero de leche caprina-nacional Juárez y col.,1991

        
      


      
        	
          Cenizas (%)

        

        	
          0,94

        

        	
          0,45

        

        	
          0,69 - 0,89

        
      


      
        	
          Solidos totales(%)

        

        	
          16,3

        

        	
          7,47

        

        	
          11,70 - 15,21

        
      


      
        	
          Gravedad especifica

        

        	
          1,033

        

        	
          1,026

        

        	
          

        
      


      
        	
          Densidad

        

        	
          1,034

        

        	
          1,003

        

        	
          

        
      


      
        	
          Indice de acidez

        

        	
          16o D

        

        	
          18o D

        

        	
          

        
      


      
        	
          Contenido de caseína ( %)

        

        	
          2,85

        

        	
          0,89

        

        	
          

        
      


      
        	
          pH

        

        	
          6,72

        

        	
          6,38

        

        	
          6,41 - 6,70

        
      


      
        	
          Contenido de grasa (%)

        

        	
          4,7

        

        	
          0,51

        

        	
          3,00 - 6,63

        
      


      
        	
          Proteína (%)

        

        	
          4,61

        

        	
          1,18

        

        	
          2,90 - 4,60

        
      


      
        	
          Lactosa

        

        	
          

        

        	
          

        

        	
          3,80 - 5,12

        
      

    

  


  b. Filtrado del suero al vacío.


  c. Preparación del inoculo y multiplicación del Lactobacillus helveticus-LH- este se hizo crecer en cajas de Petri con PDA a temperatura controlada de 42°C por 5 días. De las cajas se tomo una colonia y se hizo crecer en tubos inclinados con PDA a temperatura controlada por 15 minutos, información suministrada por laboratorios Merck S.A.


  d. Siembra bajo condiciones de esterilidad por el método de agotamiento o estría, para lo cual las cajas de Petri se introdujeron en un recipiente-medio anaerobio, incubándose el conjunto durante 48 horas a una temperatura de 42°C.


  Para realizar una evaluación visual, se sembró el microorganismo activo en agar MRS, medio selectivo para lactobacillus que posee todos los minerales y compuestos requeridos por esta especie, Figura1.


  [image: ]


  Figura 1. Fotografía microscópica de Lactobacillus helveticus


  e. Determinación de las mejores condiciones para la producción de ácido láctico


  Las variables estudiadas para la cepa fueron: temperatura de incubación, medios de cultivo y pH inicial del medio de cultivo. Para el estudio de la temperatura de incubación se ensayaron diferentes valores (37, 42, 48 y 53°C) dentro del intervalo óptimo de crecimiento de LH según se describe en la literatura (19, 23) y para el pH los siguientes valores iniciales: 5; 5,6; 7; 8; 9 y 10.


  Preparados los sustratos se envasaron en erlenme-yers de 500 mL, con un volumen de trabajo de 250 mL y se sometieron a esterilización por 10 min a 121°C. Cuando los sustratos se encontraban a temperatura de 30°C aproximadamente, se inocularon con la cepa de Lactococcus lactis, la cual antes de la inoculación se adaptó a los diferentes sustratos por tres generaciones en un volumen de 10 mL; en todos los casos se utilizó 10% de inócu-lo con respecto al volumen de trabajo (24).


  Los tratamientos consistieron en un sustrato básico-lacto suero caprino, más un suplemento de vitaminas y minerales-extracto de levadura, riboflavina y sulfato de amonio, respectivamente. Elaborándose dieciséis medios de cultivo con diferente composición, Tabla 1. Los datos se analizaron mediante análisis de varianza (ANDEVA) para tres factores con efectos fijos. Las diferencias entre los pares de medias de las variables que mostraron diferencias significativas se analizaron mediante la prueba de diferencia significativa honesta de Tukey (DSH). El diseño se analizó con un nivel de confianza del 95%.


  Tabla 2. Definición de tratamientos y convenciones


  
    
      
        	
          Corrida experimental

        

        	
          Temperatura

        

        	
          Riboflavina

        

        	
          Extracto de levadura

        

        	
          Sulfato de amonio

        
      


      
        	
          1

        

        	
          37

        

        	
          0

        

        	
          0

        

        	
          0

        
      


      
        	
          2

        

        	
          42

        

        	
          0,2

        

        	
          0

        

        	
          0,15

        
      


      
        	
          3

        

        	
          48

        

        	
          0,4

        

        	
          0

        

        	
          0,3

        
      


      
        	
          4

        

        	
          53

        

        	
          0,6

        

        	
          0

        

        	
          0,45

        
      


      
        	
          5

        

        	
          37

        

        	
          0

        

        	
          1,5

        

        	
          0

        
      


      
        	
          6

        

        	
          42

        

        	
          0,2

        

        	
          1,5

        

        	
          0,15

        
      


      
        	
          7

        

        	
          48

        

        	
          0,4

        

        	
          1,5

        

        	
          0,3

        
      


      
        	
          8

        

        	
          53

        

        	
          0,6

        

        	
          1,5

        

        	
          0,45

        
      


      
        	
          9

        

        	
          37

        

        	
          0

        

        	
          2,5

        

        	
          0

        
      


      
        	
          10

        

        	
          42

        

        	
          0,2

        

        	
          2,5

        

        	
          0,15

        
      


      
        	
          11

        

        	
          48

        

        	
          0,4

        

        	
          2,5

        

        	
          0,3

        
      


      
        	
          12

        

        	
          53

        

        	
          0,6

        

        	
          2,5

        

        	
          0,45

        
      


      
        	
          13

        

        	
          37

        

        	
          0

        

        	
          3,5

        

        	
          0

        
      


      
        	
          14

        

        	
          42

        

        	
          0,2

        

        	
          3,5

        

        	
          0,15

        
      


      
        	
          15

        

        	
          48

        

        	
          0,4

        

        	
          3,5

        

        	
          0,3

        
      


      
        	
          16

        

        	
          53

        

        	
          0,6

        

        	
          3,5

        

        	
          0,45

        
      

    

  


  Resultados


  Caracterización del suero de leche de cabra entero y descremado. La Tabla 1 presenta resultados de la caracterización bromatológica del suero de leche de cabra utilizado. Los valores observados se encuentran en los rangos típicos de calidad del suero de leche de vaca (16). De acuerdo a estos resultados, el SLC entero tiene una relación proteína/carbohidratos ligeramente menor a 0.5. Esta es una relación comparativamente alta. La norma mencionada acepta, para el caso de SLC, relaciones mínimas de proteína/carbohidratos del orden de 0.2.


  Propagación del inoculo LH: La tinción de Gram y la observación en microscopio electrónico permitió observar la morfología y confirmar la pureza del cultivo y la evaluación visual de las colonias y bacterias.


  En la Figura 1 se presenta una fotografía macroscópica de las bacterias sembradas y las colonias de Lactobacillus Helveticus las cuales son redondas, lisas y de color blanco cremoso.


  Producción de ácido láctico. En La Figura 1, se muestra la producción de ácido láctico obtenido durante el proceso fermentativo. Según los datos experimentales obtenidos, durante las primeras doce horas se produjo el 35% de la cantidad total de ácido láctico, después de este tiempo la producción se ve afectada por el crecimiento del microorganismo y el bajo consumo del sustrato logrando estabilizarse a las 48 horas de fermentación con una producción total de 18 g/L.


  El medio 1-solo LSLC tardó ocho horas más que los medios enrriquecidos para lograr el máximo valor de biomasa y AL, y no hubo diferencia estadísticamente significativa entre los recuentos de ambos medios.


  El ANDEVA para las tres variables independientes, concentración de extracto de levadura (A), concentración de riboflavina (B) y concentración de sulfato de aluminio (C), no mostraron P < 0,05 para la producción de ácido láctico- Tabla 3.


  Tabla 3. Análisis de varianza para las variables intervinientes en la producción de AL a partir de LSLC.


  
    
      
        	
          Fuentes de Variación

        

        	
          Grados de Libertad

        

        	
          Suma de Cuadrados

        

        	
          Cuadrados medios = Scuadrados/Grados de Libertad

        

        	
          FC=Cuadrados med/Cuadrados medios del error

        

        	
          F F


          r 0,05 r 0,0025

        
      


      
        	
          Temperatura

        

        	
          3

        

        	
          90,2722688

        

        	
          30,0907563

        

        	
          20,2460082

        

        	
          9,28 15,44

        
      


      
        	
          Extracto de Levadura-A

        

        	
          3

        

        	
          19,3515188

        

        	
          6,45050625

        

        	
          4,3401037

        

        	
          

        
      


      
        	
          Riboflavina-B

        

        	
          3

        

        	
          29,1255188

        

        	
          9,70850625

        

        	
          6,53218868

        

        	
          

        
      


      
        	
          Sulfato de amonio-C

        

        	
          3

        

        	
          29,1255188

        

        	
          9,70850625

        

        	
          6,53218868

        

        	
          

        
      


      
        	
          Error

        

        	
          3

        

        	
          4,45876875

        

        	
          1,48625625

        

        	
          

        

        	
          

        
      


      
        	
          Total

        

        	
          15

        

        	
          172,333594

        

        	
          57,4445313

        

        	
          

        

        	
          

        
      

    

  


  [image: ]


  Figura 2. Comparación de resultados de absorbancia ensayos 1, 5, 9 Y 13
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  Figura 3. Comparación de resultados de pH ensayos 1, 5, 9 Y 13


  PRODUCCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO Vs TIEMPO


  [image: ]


  Tiempo (horas)


  Figura 4. Comparación en la producción de ácido Láctico g/L ensayos 1, 5, 9 y 13


  Discusión


  El LSLC es un subproducto de muy bajo valor económico, concebido en general en Colombia como un desecho industrial, inclusive con un alto potencial de impacto ambiental negativo. Los resultados presentados documentan la factibilidad para la producción de ácido láctico a partir de este compuesto.


  Se comprobó que la temperatura es fuente de variación para la respuesta, resultado comprobado experimentalmente; la concentración de ácido láctico obtenida en los ensayos realizados a 48°C fue menor que la concentración obtenida en los ensayos realizados a 38°C y 42°C respectivamente. La temperatura óptima comprobada en este trabajo fue de 42°C, acorde con lo reportado por otros autores (20, 23).


  Por otra parte, el extracto de levadura no fue fuente de variación estadísticamente significativa. Sin embargo, los ensayos que contenían un mayor porcentaje de extracto de levadura generaban una mayor producción de ácido láctico, lo que nos permite concluir que dicho componente tiene mayor incidencia que el sulfato de amonio y la riboflavina, sin demeritar la función de estos últimos para enriquecer el medio para la producción de este metabolito.


  Del análisis estadístico de los datos experimentales se concluye que las fuentes de carbono y de sales evaluadas no tuvieron efecto significativo (p> 0,05) sobre el crecimiento de la cepa LH 0-0.91, por lo tanto en los trabajos de optimización-posteriores se utilizará un nivel inferior de cada una de las fuentes.


  Finalmente, se pudo concluir que el LSLC es un sustrato con muy buen potencial para ser utilizado en la producción de AL, aún sin la adición de extracto de levadura. Sin embargo, cuando se utiliza como complemento extracto de levadura se pueden obtener las más altas concentraciones en AL, las más altas conversiones de sustrato, los mayores rendimientos en producto y las mejores productividades volumétricas. El uso de este sustrato podría disminuir los costos operacionales en más del 50%, comparado con el uso de sustratos puros, y daría además un valor agregado muy interesante a este residuo que se deja perder en el campo.
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  Resumen


  Este estudio establece una correlación entre la exposición a perclorato de amonio y la presencia clínica de alteraciones en el eje hipotálamo-hipófisis- tiroides, tomando como referencia diferentes dosis de aplicación desde la aceptada como dosis segura hasta un incremento significativo de dicha dosis. El trabajo reviste gran importancia debido a que esta sustancia química es uno de los compuestos de mayor uso como pesticida en el departamento de Boyacá. Mediante ensayos inmunoenzimáticos con microplacas; con los Kit comerciales Kit Accubind Elisa Microwells TSH y Kit Accubind Elisa Microwells T4L y el análisis clínico se pudo establecer la existencia de alteraciones en el eje hormonal, lo que puede ser indicador en el futuro de un alto riesgo por parte de los individuos que manipulen esta sustancia.


  Palabras clave: Eje hipotálamo-hipófisis-tiroides, perclorato de amonio, hormona estimulante de toroides, tetrayodotirosina, hipertiroidismo, hipotiroidismo.


  


  Analysis of alterations between the hypothalamic-pituitary-thyroid axis and perchlorate exposure in ICR mice strain


  Abstract


  This study establishes a correlation between exposure and clinical alterations in the hypothalamic-pituitary-thyroid axis. Different dosages were applied, from the accepted safe dosage up to a significant increase dosage. The study was carried out under the laboratory animal center conditions at Universidad of Boyacá (Colombia). Due that ammonium perchlorate is one of the most used compounds as pesticide in Boyacá department this type of studies are extremely important. Using enzyme immunoassay in micro-plate (Accubind Elisa Microwells TSH and Kit Accubind Elisa Microwells T4L ) and following clinical analysis alterations in the hormonal axis were found which could be be indicative of a possible high risk in the future for individuals who handle this substance.


  Keywords: hypothalamic-pituitary-thyroid axis, ammonium perchlorate, thyroid stimulating hormone, tetraiodothyronine, hyperthyroidism, hypothyroidism.


  Introducción


  Los percloratos por sus características físico-químicas han sido diseminados a lo largo de la industria en los últimos años. Desde la década de los 50 se han descrito aproximaciones del mecanismo de acción de estas sustancias en el organismo, por lo que se empezaron a utilizar en el tratamiento de la tirotoxicosis.


  Sin embargo, más adelante se presentaron varios casos de una letal enfermedad llamada anemia aplásica, hecho que obligó a retirar del mercado estas sustancias.


  Se han encontrado altas concentraciones de perclo-ratos en otras partes del mundo como es el caso de Chile, Israel y Estados Unidos. En los últimos años se ha esclarecido, en alguna medida, el mecanismo de acción de los percloratos y cómo pueden desarrollar trastornos asociados al metabolismo del yodo.


  Los percloratos son estables a temperatura ambiente, pero al elevar su temperatura se convierten en moléculas altamente reactivas que generan calor y explosión. Debido a este comportamiento, los percloratos se utilizan como propulsores de cohetes, fuegos artificiales, señales luminosas, pólvora y explosivos.


  A finales de la década de los 50, un estudio donde se analizaron diferentes sustancias antitiroideas entre ellas; los percloratos, estableció un nexo epidemiológico con el hipotiroidismo por lo que se usó en pacientes hipertiroideos. A los pocos años los percloratos fueron retirados del mercado por los efectos adversos ya comentados, en 1993 se comprobó que los percloratos no solo actúan sobre el simportador sodio-yodo (NIS) sino que también actúan sobre las proteínas trasportadoras en sangre lo que genera mayor eliminación de T4 Libre y desestabilización del eje hipotálamo, hipófisis, tiroides (1).


  Varios estudios en la última década evidenciaron niveles normales de T4 después de la exposición a percloratos en corto y largo plazo. Sin embargo, hay más reportes de estudios que informan claros cambios fisiológicos a concentraciones por debajo de las denominadas seguras (2).


  Sin embargo, hay aún muchos nexos epidemiológicos desconocidos referentes a la relación existente entre hipotiroidismo y exposición a percloratos, así que el desarrollo de investigaciones permitirá obtener datos e información que conlleven a esclarecer la acción de los percloratos en la salud.


  Por otra parte, el hipotiroidismo es una de las patologías endocrinológicas más prevalentes en la población mundial en la que se requiere un amplio apoyo interdisciplinario para su manejo. Se ha establecido que su incidencia aumenta con el paso de los años; actualmente se considera una prevalencia a nivel mundial cercana al 5% y en Colombia alrededor del 2% de la población general y del 5 al 10% en mujeres post-menopáusicas (3).


  El mecanismo de acción de los percloratos sobre el metabolismo del yodo en el ser humano se ha establecido como una inhibición competitiva sobre un receptor proteico específico denominado NIS (simportador de yodo-sodio) generando disminución en la producción de hormonas tiroideas y aumento de la hormona estimulante de tiroides (TSH), conociéndose este fenómeno como hipotiroidismo (4).


  Percloratos. El término perclorato o anión perclo-rato se refieren a un grupo de átomos con carga negativa que están formados por un átomo de cloro unido a cuatro átomos de oxígeno. La fórmula molecular del perclorato es ClO4-.


  Los términos percloratos o sales de perclorato se refieren a los compuestos inorgánicos que contienen el anión perclorato unido a un grupo con carga positiva como por ejemplo amonio o a un metal alcalino o alcalinotérreo, los percloratos son incoloros y no tienen olor.


  Hay cinco tipos de percloratos que se manufacturan en grandes cantidades: perclorato de magnesio, perclorato de potasio, perclorato de amonio, perclorato de sodio y perclorato de litio. Los per-cloratos se encuentran en dos formas en el ambiente, ya sea como sólidos o disueltos en agua.


  Aproximadamente el 90% de los percloratos son fabricados por el hombre en forma de perclorato de amonio, el cual es usado como propulsor de cohetes y misiles. Las sales de perclorato son también usadas en bolsas de aire, reactores nucleares, plantas eléctricas, refinerías de aluminio, aceites lubricantes, producción de pinturas, pirotecnia, fabricación de munición y propulsores de cohetes espaciales (3-5).


  Otros usos de los percloratos incluyen; pegamentos, baños electrolíticos, baterías, agentes para desecar y grabado, agentes para limpia y blanquear y sistemas para generar oxígeno. Poco se sabe acerca de la naturaleza, la cantidad y la posibilidad de liberación al ambiente desde estas posibles fuentes de perclorato. El perclorato también se usa para contrarrestar los efectos adversos de la droga amiodarona, usada para tratar arritmias cardíacas y angina (6).


  Propiedades de los percloratos. Las sales de perclora-to son altamente solubles en agua, su movilidad es importante en fuentes y superficies acuosas. Bajo aguas subterráneas y en condiciones habituales, en la superficie del agua, es considerado como un elemento químicamente inerte. Por estas condiciones la contaminación del agua permanece por largos períodos de tiempo. Algunos estudios mencionan como principal fuente de exposición a percloratos las comidas aún más que en el consumo de agua.


  Teniendo en cuenta la localización del simporta-dor de sodio-yodo en el cuerpo se iniciaron estudios de su presencia en la glándula mamaria y evidenciaron su excreción por leche materna aumentando la relevancia del problema sobre todo para infantes lactantes (3).


  El ión perclorato tiene una forma iónica con carga similar al yodo y puede competir con la recaptación de yodo por el simportador tiroideo sodio-yodo, presente en la superficie de las células y encargado de trasportar el yodo del plasma al interior de la tiroides. Este simportador tiene 30 veces más selectividad por los percloratos que por el yodo (3,4).


  La agencia de protección ambiental de los Estados Unidos, presentó una dosis de referencia para percloratos de 0.7 ug/Kg/día, permitiendo establecerse esta dosis como segura de efectos adversos en humanos.


  Epidemiología de los efectos adversos por exposición a los percloratos. Diversos estudios han evaluado la evidencia de los efectos adversos de los percloratos sobre la salud en el ser humano. Un estudio realizado en USA ha registrado niveles de los tres inhibidores del NIS en muestras recogidas en orina por NHANES durante los años 2001-2002.


  Una Investigación en Israel reportó concentraciones séricas de los tres inhibidores de NIS en poblaciones con diferentes niveles de perclorato en la superficie de agua potable de su comunidad (7).


  Se han realizado otros estudios donde al parecer no hay un vínculo estadísticamente significativo entre el aumento de TSH y disminución de T4 con la exposición a percloratos. Así mismo, el aparente sinergismo entre dos sustancias bociógenas como son los tiocinatos y los percloaratos en mujeres con aumento de los niveles de TSH son al parecer dependientes de los niveles de yodo (8).


  Por otra parte, los trabajadores de las plantas de producción de perclorato de amonio se encuentran expuestos a concentraciones mayores que cualquier otra persona de la población general. Una investigación realizada en unos trabajadores productores de perclorato de amonio por 27 años, donde se evaluó T4 total, T3 total, TSH y T4L no encontró diferencias entre los trabajadores expuestos y los no expuestos (9).


  Estudios recientes han encontrado contaminación significativa de percloratos en aguas subterráneas en el oeste de USA como resultado de la eliminación de perclorato de amonio y lixiviación de la industria (4,10).


  Un estudio en el NHANES de 2820 residentes de Estados Unidos en el 2001-2002 reporta que todos los residentes presentaban niveles de per-cloratos en orina.


  Trabajadores expuestos a perclorato por vía inhalatoria a concentraciones de hasta 34 mg/día en un promedio de tres años no evidenció cambios en la estructura ni en la concentración sérica de hormonas tiroideas. Sin embargo, después de tres turnos seguidos de 12 horas de exposición se observó una inhibición de la recaptación de yodo de hasta un 38%.


  Yodo. En la vida de todos los mamíferos el yodo es un elemento esencial. Su única función fisiológica conocida implica su presencia en las hormonas ti-roxina y triyodotironina (3).


  El yodo es ingerido por vía oral y es absorbido en el tracto gastrointestinal como un anión yoduro. El yodo como el yoduro es transportado desde el flujo sanguíneo al interior de la glándula tiroides por el NIS donde son sintetizadas las hormonas T4 y T3. De retorno al flujo sanguíneo la hormona T4 es desiodinada a T3 su forma activa.


  Cuando las concentraciones de T4 y T3 están bajas, en el torrente sanguíneo, el hipotálamo sintetiza la hormona liberadora de tiroides (TRH). Esta estimula la glándula pituitaria para producir la hormona estimulante de tiroides (TSH); hay un receptor para TSH en la glándula tiroides donde al unirse da origen al estímulo productor de T4, esta induce la producción de tiroglobuli-na, peroxidasa tiroidea, NIS y tiroxina (4). Este sistema de retroalimentación negativa intenta mantener constantes los niveles de hormonas tiroideas en sangre (3,5).


  La recaptación de yodo en la glándula tiroides está facilitada por un mecanismo coordinado por el NIS el cual permite acumular en el tejido tiroideo yodo a concentraciones 20-40 veces mayores que las encontradas en el plasma. El simportador proteico de sodio/yodo permite recaptar yodo con sodio pero posteriormente libera el sodio e ingresa el yodo. El NIS es sensible al estímulo tanto del yodo como de la TSH, sin la acción de ésta el yodo no debería ser importado (4).


  Requerimientos diarios


  Los requerimientos diarios de yodo para humanos son los siguientes, Tabla 1 (11):


  Tabla 1. Requerimientos diarios de yodo para humanos


  
    
      
        	
          Infantes (1-12 meses)

        

        	
          50 pg

        
      


      
        	
          Niños (2-6 años)

        

        	
          90 pg

        
      


      
        	
          Escolares (7-12 años)

        

        	
          120 pmg

        
      


      
        	
          Adultos (mayor de 12 años)

        

        	
          150 pg

        
      


      
        	
          Mujeres gestantes y lactantes

        

        	
          200 pg

        
      

    

  


  Un adulto normal gasta 80ug de yoduro al día en la producción de hormonas tiroideas. De la ingesta diaria de yodo solo un 35% se queda en la glándula recirculando, compensando la pérdida de éste por heces y orina producto del metabolismo (3).


  La mayor reserva de yodo se encuentra en los océanos. Sin embargo, está presente en concentraciones relativamente bajas (60ug/L). El principal mecanismo de acción de los percloratos sobre la glándula tiroides es la inhibición del simportador proteico sodio/yodo (NIS), el NIS es responsable de la translocación activa de ambos (yodo y per-clorato) desde el torrente sanguíneo al folículo tiroideo (1).


  El perclorato de amonio ha sido empleado para determinar la función tiroidea al ser administrado para evaluar la recaptación tiroidea de yodo marcado, se observó la salida de yodo de la glándula tiroides al torrente sanguíneo y se cree que es por difusión ya que el NIS mantiene la diferencia del gradiente de concentración (1).


  Un estudio realizado en 1959 desarrolló una comparación de diferentes agentes antitiroideos incluyendo tiocianatos, yoduro de potasio y perclorato, en el que se concluyó que el perclorato no altera significativamente la síntesis de monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT) (1). Curiosamente, en el año 1966 otros investigadores ponen en tela de juicio el mecanismo de acción de estos compuestos ya que comprobaron una acción directa de estos sobre el MIT y el DIT.


  En el año de 1993 Okabe reporta que el perclorato desplaza la T4 que está unida a la albúmina. Esto implica que la T4L desplazada se elimina más rápidamente dando lugar a una alteración en el eje del hipotálamo (1). La tasa de recaptación diaria de percloratos oscila entre 10-1000 mg/Kg.


  Finalmente, en el año 2008 se encuentra evidencia de que el perclorato de amonio es transportado al interior de la glándula gracias a un estudio donde analizan el comportamiento de TSH con la exposición a percloratos en dosis específicas (1).


  Desórdenes relacionados con el yodo.


  Una dosis alta de yodo puede generar efectos variables. Sin embargo, todo depende de la salud de la glándula, en casos como estos el balance ho-meostático es regulado por un mecanismo llamado efecto de Wolff-Chaikoff. La glándula tiroides no produce más hormonas tiroideas hasta que se adapte a las altas concentraciones de yodo intra-celular, la glándula tiroides se libera del efecto de Wolff-Chaikoff cuando la concentración de hormonas desciende lo suficiente como para estimular el NIS y reiniciar el proceso. Por lo general este efecto solo continúa por unos días bajo una continua y excesiva dosis de yodo (3).


  Ciertos desórdenes como la enfermedad de Graves y Hashimoto pueden generar en algunos sujetos tiroiditis, aunque estas patologías tampoco se escapan del efecto de Wolff-Chaikoff, la tiroides no está funcionando óptimamente y ésta no es capaz de reanudar la producción de hormonas tiroideas, desencadenando hipotiroidismo.


  Hay otros desórdenes tiroideos donde la glándula produce hormonas independientemente de las concentraciones séricas, esta condición es conocida como tirotoxicosis de Job-Basedow; ocurre cuando los nódulos tiroideos tienen una función independiente al control de la TRH y TSH. Cuando esto ocurre la producción de hormonas tiroideas es directamente proporcional a la ingesta de yodo (3).


  La deficiencia de yodo puede causar una amplia variedad de efectos adversos por la inadecuada concentración de hormonas tiroideas; este grupo de trastornos se le conoce bajo el título de desórdenes por deficiencia de yodo (3).


  El objetivo del yodo como suplemento dietario es mantener menos del 50% de la población con concentraciones de yodo en orina en rangos menores a 100 ug/L y menos del 20% de la población con concentraciones menores de 50 ug/L.


  Un yodo urinario deseado de 100 ug/L fue establecido porque esta concentración representa una recaptación de yodo aproximada de 150 ug/L.


  El hipotiroidismo fue definido clínicamente significativo con; TSH >4.5 mU/L y tiroxina (T4) < 4.5 ug/dL, subclínico o leve con una TSH >4.5 mU/L y T4> 4.5 ug/dL. El hipertiroidismo fue definido con TSH <0.1 mU/L y T4 > 13.2 ug/dl; subclínico o leve con TSH <0.1 mU/L y T4 <13.2 ug/dL. Los valores normales de TSH; 0.3-5.01 mU/L y valores normales de T4 5-12 ug/dL (4).


  Por su parte evidencias de The National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 1999-2002 mostraron una prevalencia de hipo-tiroidismo por TSH > 4.5 mU/L aproximada de 3.7%, el hipotiroidismo en mujeres de edad reproductiva fue de 3.1% (12).


  La deficiencia de yodo de carácter prolongado puede desencadenar hipotiroidismo. En adultos algunos síntomas tempranos son debilidad, fatiga, intolerancia al frío, constipación, ganancia de peso, depresión, fragilidad en uñas, dolor articular o muscular, cabello fino y quebradizo y palidez. Rara vez los síntomas empeoran por deficiencia de yodo.


  Por otro lado la deficiencia de yodo en fetos, infantes o niños tiende a ser más serio ya que este influye en el desarrollo neuronal, si ésta se presenta durante la etapa fetal se han observado abortos espontáneos o nacimientos con producto muerto.


  Metodología


  Este trabajo constituye una investigación analítica de diseño experimental con grupo control, donde se tomaron muestras de sangre de ratones de la cepa ICR expuestos a perclorato de amonio durante 14 días. La metodología utilizada fue la siguiente:


  1. Adaptación del modelo animal a las condiciones del bioterio de la Universidad de Boyacá. Los ratones fueron mantenidos en condiciones de luz, temperatura (entre 20°C y 22°C) y ruido ideales para reducir al mínimo el estrés. Estos parámetros fueron controlados en el bioterio, gracias al equipo Enviro-GardTM-B 59016N. Cada grupo de ratones fue introducido en un habitáculo previamente esterilizado.


  2. Exposición a perclorato de amonio: Los ratones fueron expuestos a perclorato de amonio disuelto en agua potable, el cual se suministró vía oral a cada individuo según el grupo correspondiente:


  Grupo 1: Grupo Control. Ratones sin exposición a perclorato.


  Grupo 2: Grupo Dosis Segura. Ratones expuestos a dosis segura de perclorato, según OMS. (0.7ug/Kg/día)


  Grupo 3: Grupo Dosis Duplicada. Ratones expuestos al doble de la dosis segura de perclorato.


  Grupo 4: Grupo Dosis Quintuplicada. Ratones expuestos a cinco veces la dosis segura de perclorato.


  Grupo 5: Grupo Dosis Decaplicada. Ratones expuestos a diez veces la dosis segura de perclorato.


  Cada grupo experimental estuvo constituido por cinco ratones hembra adultas de la cepa ICR.


  3. Sangría y toma de muestra: La muestra que se analizó fue el suero obtenido a partir de la sangría total de cada individuo. Las muestras se colectaron en tubos estériles para tal fin, y se analizó la concentración de hormona TSH utilizando pruebas rápidas de detección.


  4. Procesamiento y análisis de muestras: Se realizaron mediciones de la concentración de hormonas TSH y T4 Libre, utilizando pruebas rápidas de detección. Los cuales se hicieron mediante ensayo inmunoenzimático con microplacas con los Kit comerciales Kit Accubind Elisa Microwells TSH y Kit Accubind Elisa Microwells T4L.


  El tratamiento de los ratones se realizó teniendo en cuenta la resolución N° 008430 de 1993, artículo 87 del Ministerio de Salud República de Colombia; que indica que los animales seleccionados para la experimentación deben ser de una especie y calidad apropiada, y utilizar el mínimo número requerido para obtener resultados científicamente válidos. De igual forma todos los materiales y reactivos utilizados en el laboratorio de investigación fueron dispuestos en recipientes de recolección de residuos químicos, de acuerdo con las normas establecidas.


  Resultados


  Niveles hormonales


  Una vez obtenido el suero, a partir de sangre obtenida de las ratonas previamente expuestas a perclorato de amonio, se realizó la medición de la concentración de las hormonas TSH y T4L, teniendo en cuenta los niveles normales:


  TSH = 0.39 - 6.16 «UI/mL,


  T4L = 0.8 - 2.00 ng/dL.


  Los datos reportados para cada grupo fueron producto del promedio de la concentración de las hormonas medidas en cada animal de experimentación, teniendo en cuenta la similitud de cada uno de los valores tomados en cada animal y con el fin de tener un reporte mucho más acertado, se tomó el promedio de la concentración.


  El grupo Dosis Segura presentó una TSH disminuida y una T4L normal, debido según las revisiones realizadas a mecanismos alternos que mantienen la producción de T4L a pesar del nivel disminuido de TSH.


  Los grupos expuestos a dosis mayores a la segura presentaron niveles de TSH dentro del rango normal, mientras que los niveles de T4 estuvieron incrementados, sugiriendo que los mecanismos alternos reguladores de la producción hormonal pueden afectarse a medida que hay mayor exposición a perclorato de amonio.


  En la figura 1 se observa que el grupo Control Negativo, presentó niveles normales de las hormonas TSH y T4L.


  [image: ]


  Figura 1. Concentración de las hormonas TSH y T4L en sangre de ratones expuestos a perclorato.


  El grupo denominado Control Negativo presentó un nivel para TSH de 1,25 uUI/mL y de T4L de ng/dL lo que permitió establecer un nivel normal de hormonas y se convirtió en un punto de análisis para los resultados obtenidos en ratones expuestos a perclorato de amonio.


  Para el grupo denominado Dosis Segura (0.7ug/ Kg/día) los niveles encontrados fueron: TSH de 0,19 uUI/mL y T4L DE 1,97 ng/dL, valores que demuestran que posiblemente el perclorato de amonio ha generado algún efecto sobre la TSH, ya que el valor se presenta de forma disminuida aunque T4L se mantiene dentro del rango normal pero acercándose al límite superior, lo que pone de presente que la sustancia utilizada genera cambio a nivel endocrino dentro de los animales utilizados.


  El grupo Dosis Segura x2, presentó los siguientes niveles hormonales; TSH 0,94uUI/mL y T4L de 2,55 ng/dL. A partir de este grupo los valores séricos de las hormonas toman un comportamiento uniforme, es decir para TSH se mantienen dentro del rango normal pero T4L sale del rango normal presentando un aumento notorio. Este hecho evidencia que a medida que se aumenta la dosis de perclorato; TSH se mantiene mientras que T4L aumenta considerablemente.


  En el grupo Dosis Segura x5 se presentaron niveles de TSH 1,52 uUI/mL y T4L de 4,93 ng/dL. Por su parte, el grupo Dosis Segura x10 manifiesta mucho más la tendencia hormonal con valores de TSH 1,58 uUI/mL y T4L 4,50ng/dL.


  Comportamiento. El permanente seguimiento comportamental de los ratones mostró; hiperac-tividad en los grupos expuestos a dosis mayores a la segura, al ser comparados con el grupo control. Sugiriendo un posible hipertiroidismo en estos grupos que parece estar relacionada con la afectación directa al eje hipotálamo - hipofisario.


  Discusión


  El efecto nocivo del perclorato de amonio sobre la producción de hormonas tiroideas no se relaciona únicamente con la disminución hormonal, como reportan la mayoría de los estudios, sino que también puede generar una sobreproducción de hormonas tiroideas (11,12).


  En el Grupo Control se observó; en cuanto al peso, que fueron ganando peso progresivamente debido al proceso de crianza dentro del bioterio. Así mismo, los valores hormonales se convirtieron en la base para poder hacer el análisis porque estuvieron dentro de los rangos normales, lo que supone que no hubo ningún efecto que alterara el proceso de crianza.


  El Grupo Dosis Segura, en cuanto al peso; fue ganado progresivamente de manera normal. Sin embargo, con respecto al grupo control, luego de la mitad del tratamiento y al final del mismo el peso ganado fue menor. Aspecto que puede deberse a alguna alteración del tallo hipotálamo- hipófisis.


  Por otra parte, en cuanto a los niveles de TSH se encontraron valores por debajo de lo normal, mientras que para T4L aunque estuvieron dentro del rango normal el valor fue bajo; lo que es un indicador de la presencia de algún factor que genera este cambio para el perclorato de amonio.


  Para el caso del Grupo Dosis Duplicada, se observó, en cuanto al peso; que hubo una tendencia a estabilizarse después de la mitad del tratamiento. En cuanto a los niveles de TSH tuvieron tendencia a disminuirse frente al rango normal y la T4L libre salió de los límites normales con tendencia al aumento, lo que determinó una sobreproducción de la hormona y permitió establecer una relación con el comportamiento, ya que era un grupo de hiperactividad marcada.


  De la misma forma, en el Grupo de Dosis Quintuplicada, el peso de los ratones; tendió a estandarizarse luego de la mitad del tratamiento, lo que corrobora que el peso no es un factor decisivo en el comportamiento de los niveles hormonales. Los niveles de TSH se encontraron disminuidos pero dentro del rango normal, mientras que T4L libre estuvo aumentada en todo el grupo.


  En el último grupo, es decir dosis Decaplica-da, el peso; se estandarizo y los valores de TSH tendieron a estar en su valor dentro del rango normal, mientras que T4L también subió a niveles máximos, es decir una sobreproducción hormonal, debido a la dosis alta de perclorato de amonio.


  Es evidente que el uso de esta sustancia incide en la sobreproducción de T4L, porque a medida que la dosis va aumentando los niveles son muy altos sugiriendo un hipertiroidismo. Sin embargo, es importante revisar el efecto del perclorato sobre TSH, la cual muestra una tendencia marcada a permanecer dentro del valor normal.


  Es necesario hacer una revisión del receptor para TSH en la glándula tiroides donde al unirse con su ligando origina el estimulo productor de T4, induciendo la producción de tiroglobulina, pe-roxidasa tiroidea, NIS y tiroxina. Este sistema de retroalimentación negativa intenta mantener constantes los niveles de hormonas tiroideas en sangre, aspecto que seguramente es alterado por el perclorato y las diferentes dosis, que inciden sobre el receptor generando un descontrol en la producción de hormonas tiroideas para este caso T4L.


  El desarrollo de este trabajo permitió de una manera experimental analizar posibles alteraciones tiroideas en ratones después de exponerlos a per-clorato de amonio, por medio de cuantificación de TSH y T4 Libre en sangre, igualmente se pudieron determinar los cambios en el estado com-portamental de los ratones expuestos a distintas concentraciones de percloratos.
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  Resumen


  Esta investigación tuvo como objetivo la evaluación del potencial antibacterial in vitro de Croton lechleri frente a aislamientos bacterianos aeróbicos de pacientes con úlceras cutáneas del Sanatorio de Agua de Dios, Cundinamarca, Colombia. La metodología utilizada incluyó el aislamiento e identificación de los aislamientos bacterianos utilizando el sistema automatizado BBL-CrystalTM. Para la evaluación de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro, se realizaron pruebas de difusión en disco, dilución en agar y difusión en pozo, métodos estandarizados por The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI); usando como sustratos el extracto etanólico y de éter de petróleo de Croton lechleri. Se obtuvieron siete aislamientos bacterianos a partir de las úlceras cutáneas de pacientes del sanatorio, el estudio también incluyó ensayos con cepas de referencia ATCC: Staphylococcus aureus (ATCC) y de Escherichia coli (ATCC) como control. En los ensayos de sensibilidad antimicrobiana in vitro, se evidencio que los extractos de Croton lechleri fueron efectivos frente a la mayoría de aislamientos bacterianos del estudio, siendo el extracto etanólico el de mayor potencial antibacterial y la técnica de difusión en pozo la que presento mejor sensibilidad y reproducibilidad.


  Palabras Clave: Croton lechleri, úlceras cutáneas, bacterias aeróbicas, sensibilidad antimicrobiana.


  


  In vitro evaluation of antibacterial potential of Croton lechleri against bacterial isolates from patients with skin ulcers


  Abstract


  This study evaluated the in vitro antibacterial potential of Croton lechleri against aerobic bacterial isolates from patients with skin ulcers from Agua de Dios Sanitarium, (Cundinamarca, Colombia). Bacterial isolates were isolated and identified using the BBL-CrystalTM automated system. In vitro antimicrobial susceptibility was evaluated through disk diffusion, agar dilution and well diffusion, using standardized methods from the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Ethanol extract and petroleum ether from Croton lechleri were used as substrates. Bacterial isolates were obtained from skin ulcers of patients in the hospital. ATCC reference strains were included in the assays as controls: Staphylococcus aureus (ATCC) and Escherichia coli (ATCC). The antimicrobial sensitivity tests demonstrated that Croton lechleri extracts were effective against almost all strains included in this study. Ethanol extract showed the greater antibacterial potential. The technique that showed the best sensitivity and reproducibility in vitro was the diffusion well.


  Keywords: Croton lechleri, skin ulcers, aerobic bacteria, antimicrobial susceptibility.


  Introducción


  La etnofarmacología es la ciencia que estudia la utilidad de los productos naturales y las propiedades medicinales que le son atribuidas a las plantas (1). Diversos estudios realizados proveen validación científica de los resultados obtenidos frente a los sistemas médicos tradicionales, hecho que se ve reflejado en la aplicación de estos productos en diversos campos como; la dermatología, inmunología, bacteriología, virología y parasitología, entre otros (1-3).


  En el caso particular de las úlceras cutáneas se ha reportado que el uso de extractos vegetales ayudan a evitar tratamientos prolongados con antibióticos que pueden terminar en abandono del tratamiento, surgimiento de bacterias multirresistentes y además, como lo afirma Barbeito en el 2005 (4) en su trabajo de revisión sobre las úlceras crónicas, se pueden evitar futuros problemas que afecten la calidad de vida del paciente tales como: baja autoestima, amputaciones, invalidez e incapacidad, etc.


  Es importante mencionar que para la obtención de los extractos de plantas se pueden usar diversos solventes orgánicos, por ejemplo: etanol, éter de petróleo, metanol, diclorometanol, entre otros. Dependiendo de cuál de estos se elija será el resultado de los metabolitos secundarios obtenidos y la polaridad del extracto, características claves al momento de evaluar las propiedades farmacológicas de estas sustancias (5).


  Las especies de Croton spp pertenecen a la familia Euphorbiaceae, árboles nativos de Sur América, principalmente en países como Colombia, Perú y Ecuador (6-8), llamados comúnmente por las poblaciones indígenas: “Sangre de Drago” por el látex característico de color rojizo de gran similitud a la sangre humana que es exudado al rasgar la corteza del árbol (9-10). El látex ha sido usado como parte de conocimientos ancestrales y de forma empírica por los pueblos indígenas. Sus principales usos se relacionan con el tratamiento de afecciones como cáncer, diarrea, enfermedades gastrointestinales, afecciones dérmicas y dolor. Según hallazgos científicos, este extracto vegetal tiene diferentes propiedades inmunomoduladoras, desinflamatorias, antivirales, antibacterianas, antiparasitarias y antioxidantes, entre otras (11-12).


  Las anteriores propiedades son debidas a metaboli-tos secundarios pertenecientes a diferentes grupos: fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas, polipép-tidos (5-6), tales como: la taspina y la 3’-4-O-di-metilcedrusina, con importantes propiedades cicatrizantes (7-13), la proantocianidina SP-303 con su actividad antiviral frente a virus de la familia Herpesvirus, virus de la hepatitis A y B e incluso frente al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (13,14), la actividad antimicrobiana es debida a metabolitos tales como el: ácido clorequíni-co, las coberinas A y B y el 1,3,5-trimetoxibenceno y el 2,4,6-trimetoxifenol potentes frente a Bacillus subtilis, entre otros (13).


  Ahora bien, como se reporta en la literatura, las úlceras cutáneas crónicas representan una interrupción en la continuidad de la piel, que trastornan la estructura anatómica y la funcionalidad del tejido; en estas, procesos bioquímicos como la hemostasia, inflamación, proliferación y remodelación del tejido se ven alterados por diferentes factores que dificultan la regeneración de la piel. Entre los cuales está el exceso de inflamación no controlada, la sobreinfección de la úlcera y la enfermedad de base del paciente (4).


  Dentro de los principales agentes bacterianos de crecimiento aeróbico que han sido asociados a las úlceras cutáneas se encuentran: los Streptococcus de los grupos A y G, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, asociados al retraso de cicatrización del injerto (4).


  Otros agentes sobreinfectantes de lesiones dérmicas son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Morganella morganii, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Stenotropho-monas maltophilia. Todos los anteriores han cobrado gran interés ya que han venido presentando altas tasas de resistencia a los antibióticos, principalmente frente los P-lactamicos (14,15).


  Con relación a la gran variedad de mecanismos que confieren resistencia a los agentes bacterianos frente a los fármacos se encuentran; la destrucción o inactivación del fármaco (producción de enzimas), la evasión de la penetración del fármaco en su sitio de acción dentro del microorganismo, las bombas de expulsión y la alteración de los sitios de acción del fármaco (16-18).


  El estudio inicial de los patrones de sensibilidad antimicrobiana requiere de la ejecución de técnicas estandarizadas. La normatividad relacionada con el desarrollo de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana esta determinada por los estándares y protocolos del Clinical Laboratory Standars Institute (CLSI) y la Organización Mundial de la Salud (OMS).


  Algunos de los documentos relacionados son: el Protocolo M07-A8 Vol. 29 No. 2 CLSI: Métodos de dilución para determinar la sensibilidad a los antimicrobianos de bacterias que crecen en condiciones aeróbicas; en este documento se describen la dilución en caldo y las técnicas de dilución en agar e incluye una serie de procedimientos para normalizar la ejecución de las pruebas para medir la sensibilidad in vitro de las bacterias frente a los agentes antimicrobianos, también describe el desempeño, las aplicaciones y las limitaciones de los métodos actuales recomendados por el CLSI (19).


  Así mismo, el Documento M100-S21 en 31- N°1 CLSI: “Aplicación de los estándares para test de susceptibilidad antimicrobiana: 21 °”, información suplementaria destinada para el uso en los test de susceptibilidad antimicrobiana publicada en los documentos del CLSI: M02-A10 y M07-A8 (20).


  Por otra parte la OMS con el documento de las Pautas Generales para las Metodologías de Investigación y Evaluación de la Medicina Tradicional (General Guidelines for Methodologies on Research and Evaluation of Traditional Medicine - WHO/ EDM/TRM/2000.1) (21), aborda temas de interés como: definiciones relacionadas, métodos de investigación y evaluación de los medicamentos herbarios, investigación y evaluación de la inocuidad y la eficacia, metodología de la investigación y evaluación de las terapias basadas en procesos de la medicina tradicional, requisitos para la investigación clínica, aspectos éticos, y cuestiones pragmáticas entre otros aspectos.


  Finalmente, la información pertinente de la Normatividad Colombiana relacionada con el uso, producción, y comercialización de productos farmacéuticos con base en recursos naturales: Artículo 245 Ley 100 de 1993, Ley 86 de 1993, Decreto 677 de 1995, Decreto 377 de 1998, Resolución 3131 de 1988, Decreto 309 de 2000, Decreto 2266 de 2004, Resolución 2834 de 2008 (21-22).


  Materiales y métodos


  La actual investigación se desarrolló en cuatro fases, las cuales se subdividen en múltiples ejercicios que permitieron el cumplimiento del objetivo del estudio.


  En la primerafase, se llevó a cabo el acercamiento a los pacientes del Sanatorio de Agua de Dios, Cundina-marca, Colombia, siguiendo el protocolo estipulado por el comité de Ética e Investigaciones del Sanatorio, la sensibilización de los cinco pacientes seleccionados para participar en el estudio y la obtención de consentimientos informados. Las características de inclusión que se consideraron para los pacientes del sanatorio fueron: tener úlceras cutáneas crónicas sobreinfectadas de acuerdo con el criterio medico y no haber iniciado tratamiento antibiótico.


  En la segunda fase, se realizo la identificación de cepas bacterianas de crecimiento aeróbico aisladas de las úlceras cutáneas crónicas de los pacientes.


  Toma de muestras. Siguiendo los protocolos de toma de muestras en lesiones cutáneas, se realizó un lavado a chorro con solución salina estéril sobre la úlcera, y con una gaza estéril se removió el tejido muerto de la lesión. Se frotaron dos isopos de algodón estériles en el centro de la úlcera; uno para realizar el frótis directo para la coloración de Gram y el otro para introducirlo en el medio de transporte Stuart. Luego de haber tomado las muestras estas se transportaron en nevera de ico-por con geles refrigerantes, para asegurar la viabilidad de las muestras hasta su llegada al laboratorio para el posterior procesamiento.


  Aislamientos bacterianos. Las muestras transportadas en los medios Stuart fueron inoculados mediante siembra por agotamiento en agar sangre, agar nutritivo y agar Mcconkey, enseguida las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C; después de este tiempo, se analizaron las características macroscópicas de las Unidades Formado-ras de Colonia (UFC) y la afinidad con tinción de Gram de las bacterias y se procedió a purificar las cepas bacterianas obtenidas para la identificación bioquímica presuntiva.


  Identificación fenotípica. Los parámetros que se tuvieron en cuenta como directrices para la identificación bacteriana fueron las características macroscópicas de las UFC, afinidad tintorial en la coloración de Gram, características bioquímicas tales como hemólisis, prueba de catalasa, fermentación de azúcares, entre otras. Para la identificación del género y especie se utilizo el sistema automatizado BBL-CrystalTM para Gram Positivos y para Gram Negativos.


  En la tercera fase de la investigación se llevaron a cabo las pruebas de sensibilidad antimicrobiana usando como sustratos los extractos etanólico y de éter de petróleo de C. lechleri.


  Obtención de los extractos de C. lechleri. La metodología usada para la preparación y obtención de los extractos de C. lechleri está soportada en la patente de Paul J. Bobrowski (23), a lo largo del protocolo el autor da la opción al investigador de escoger entre diferentes opciones, el solvente orgánico de uso, la técnica de agitación y la concentración del extracto.


  Teniendo en cuenta estas posibilidades, los solventes orgánicos usados en este ensayo fueron: etanol absoluto y éter de petróleo, con el fin de obtener extractos de afinidad apolar y polar respectivamente (23,24), lo que permitió evaluar la actividad del extracto de acuerdo con sus diferencias de afinidad y de componentes. Se utilizó rotaevapo-rador con el fin de asegurar la total eliminación del solvente orgánico usado y eliminar trazas de estos que pudieran competir con la acción antibió-tica propia del extracto, la temperatura máxima usada en este procedimiento no excedió los 60°C para evitar inactivar o destruir algunos compuestos de importancia en la actividad farmacológica del extracto (23-25).


  Pruebas de sensibilidad


  Aspectos a tener en cuenta: el medio en el que se realizaron las pruebas de sensibilidad fue el Agar Mueller-Hinton, recomendado en los protocolos del CLSI para la ejecución de estas pruebas (19); para los tres ensayos de sensibilidad se preparó una suspensión del inoculo bacteriano en solución salina hasta alcanzar una turbidez equivalente a la concentración 0.5 del patrón de McFarland. A su vez, se prepararon diluciones seriadas en base 2 de cada extracto a evaluar (1:1, 1:2, 1:4) previo al inicio del ensayo, usando como diluyente Dimetil sulfoxido (DMSO); estas diluciones se conservaron refrigeradas a 4°C (25).


  Ensayo de difusión en pozo. El agar Mueller-Hinton se inoculo masivamente en la superficie con la suspensión bacteriana y los controles (turbidez equivalente al patrón 0.5 McFarland), y se esperó 15 minutos para permitir la absorción de este en la superficie del medio. Con un sacabocados estéril se perforó el medio de cultivo buscando obtener un pozo de 6mm de diámetro, con bordes uniformes y hasta el fondo de la caja de petri. Se evaluó un extracto por caja, un pozo por concentración del mismo; en cada pozo se inocularon 20pL de la dilución del extracto a probar, usando un pozo para el DMSO como control negativo. Los medios fueron incubados a una temperatura aproximada de 37°C durante 18 - 24 horas. Finalmente se realizó la lectura de la susceptibilidad antimicrobiana, por observación y medición del halo de inhibición alrededor de cada pozo. Los ensayos se realizaron por duplicado para cada aislamiento bacteriano.


  Ensayo de difusión en disco. Los sensidiscos fueron preparados el día anterior al ensayo. En una caja de petri se colocaron los sensidiscos de papel filtro de manera que no se sobrelaparan, y cada uno se impregno con 20pL de la dilución del extracto a evaluar; adicionalmente se prepararon sensidiscos con DMSO. Finalmente se taparon y se llevaron a incubar durante 24 horas a 37°C para permitir la completa absorción de la solución del extracto en el disco.


  Al día siguiente se inoculo masivamente la superficie del agar Mueller-Hinton con la suspensión bacteriana (0.5 patrón McFarland) y los controles, y se esperó 15 minutos para permitir la absorción de este en la superficie. Luego de este tiempo, se colocaron los diferentes sensidiscos con cada una de las diluciones del extracto a evaluar y el sensi-disco de DMSO; al igual que el disco que contiene el antibiótico de referencia para cada especie bacteriana. Las cajas se llevaron a la incubadora a una temperatura aproximada de 37°C durante 18 a 24 horas. Finalmente, se realizó la lectura de la susceptibilidad antimicrobiana por observación y determinación del halo de inhibición alrededor de cada disco. Los ensayos se realizaron por duplicado para cada aislamiento bacteriano.


  Ensayo de dilución en agar. Se preparó el Agar Mueller-Hinton siguiendo las indicaciones del fabricante y se mantuvo en estado líquido hasta la incorporación del extracto correspondiente (temperatura entre los 45°C - 50°C). Se agrego una parte de la solución diluida de la sustancia en estudio a nueve partes del Agar Mueller-Hinton; mezclando hasta obtener una solución homogénea del extracto con el agar. Este medio modificado se vertió en cajas de petri de manera que el grosor del medio de cultivo fuera de 4 mm y se espero hasta su solidificación. Como control negativo se utilizaron cajas de agar Mueller-Hinton con DMSO. Se inoculó la bacteria previamente suspendida con una turbidez equivalente a la escala 0.5 de McFarland, asegurándose de que la totalidad de la superficie del medio quedara inoculada masivamente. Se dejaron las placas inoculadas a temperatura ambiente durante 15-20 minutos para garantizar la total absorción, posteriormente fueron incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas. Finalmente se realizó la lectura de la susceptibilidad antimicrobiana, por observación de la presencia o ausencia de crecimiento en la superficie del agar.


  Finalmente, en la cuarta fase se llevo a cabo la socialización de los resultados obtenidos ante el comité de Ética e Investigación del Sanatorio de Agua de Dios, y de esta forma posibilitar el surgimiento de nuevas interrogantes, llegar a conclusiones y plantearse nuevas perspectivas en cuanto al manejo de las úlceras cutáneas de los pacientes del sanatorio usando terapias basados en la medicina alternativa.


  Resultados


  En las úlceras cutáneas sobreinfectadas de los cinco pacientes del Sanatorio de Agua de Dios se obtuvieron siete aislamientos bacterianos de crecimiento aeróbico, de las cuales; un 57.2% son bacterias Gram Positivas: “Streptococcus agalac-tiae, codificada con el número (1.2p), Streptococcus uberis (2.2p), Streptococcus uberis (4p), Streptococcus sanguis (5.2p)” y el otro 42.8% son bacterias Gram Negativas: “Pseudomonas aeruginosa (3.1), Burkholderia cepacia (2.2N), Stenotrophomonas maltophilia (1.1N)”. Figura 1.


  
    [image: ]
  


  Figura 1. Identificación bacteriana Pseudomonas aeruginosa (3.1N) A. Colonias en agar MacConkey, bacterias no fermentadoras; B. coloración de Gram, objetivo 100x: Bacilos Gram negativos C. Panel de Identificación BBL-CrystalTM (ID).


  En cuanto a los resultados obtenidos a nivel de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, se evidencio que en el ensayo de dilución en agar con el extracto etanólico en la dilución 1:1 obtuvo una eficacia antibacteriana (ausencia de crecimiento) del 100% de las bacterias evaluadas: S. agalactiae, los dos diferentes aislamientos de S. uberis, S. sanguis, S. aureus (ATCC); S. maltophilia, B. cepacia, P. aeruginosa y E. coli (ATCC).


  En la dilución 1:2 en un 88.88% de las bacterias: S. agalactiae, los dos diferentes aislamientos de S. uberis, S. sanguis, S. aureus (ATCC); S. maltophi-lia, B. cepacia, P. aeruginosa y finalmente para la dilución 1:4 se obtuvo efecto antimicrobiano en el 66.66% específicamente sobre: S. agalactiae, los dos diferentes aislamientos de S. uberis, S. sanguis, S. aureus (ATCC); S. maltophilia, B. cepacia, P. aeruginosa, Figura 2.
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  Figura 2. Ensayo de dilución en agar, extracto etanólico Croton lechleri.


  El mismo ensayo con el extracto de éter de petróleo mostró resultados diferentes; en la dilución 1:1 se obtuvo una eficacia antibacteriana (ausencia de crecimiento) en el 55.55% de las bacterias del estudio: S. agalactiae, S. uberis, S. aureus (ATCC) y E. coli (ATCC), y 0% de eficacia para las diluciones 1:2 y 1:4, Figura 3.
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  Figura 3. Ensayo de dilución en agar, extracto éter de petróleo Croton lechleri.


  Para el ensayo de difusión en pozo con el extracto etanólico, S. maltophilia evidenció un patrón importante de sensibilidad, esta bacteria presentó los mayores halos de inhibición en las tres diferentes diluciones evaluadas; 1:1, 1:2 y 1:4 con diámetros de 21.5mm, 19.5mm y 17.5mm respectivamente. En contraste, E. coli (ATCC) fue la bacteria con los menores halos de inhibición siendo estos de 12.5mm en dilución 1:1, 9.0mm en dilución 1:2 y 7.0mm en dilución 1:4. Figura 4.
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  Figura 4. Ensayo de difusión en pozo, extracto etanólico Croton lechleri.


  En el método de difusión en pozo para el extracto de éter de petróleo, se observó un patrón de eficacia similar a los datos obtenidos para el extracto etanólico. Sin embargo, el diámetro de los halos de inhibición presentó una marcada disminución en comparación con los obtenidos en el ensayo con el extracto etanólico de C. lechleri, tal como se observó en S. maltophilia, con la cual se obtuvieron halos de inhibición de l4.5mm en la dilución 1:1; 13.0mm en la dilución 1:2 y finalmente ll.Omm en la dilución 1:4. E. coli fue la bacteria que presentó los halos más pequeños en el ensayo con el extracto etanólico, datos similares a los que se encontraron con el extracto de éter de petróleo: 9.5mm en dilución 1:1, 7.00mm en dilución 1:2 y 6.5mm en dilución 1:4, Figura 5.
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  Figura 5. Ensayo de difusión en pozo, con éter de petróleo Croton lechleri.


  Para los ensayos de difusión en disco usando el extracto etanólico, el diámetro del mayor halo de inhibición fue de 15.0 mm para S. malto-philia con la dilución 1:1 y el menor diámetro de halo fue presentado por E. coli que correspondió a 6 mm en las tres diferentes diluciones (dilución 1:1, dilución 1:2 y dilución 1:4), Figura 6.


  En este mismo método con el extracto de éter de petróleo se presentó disminución en el diámetro de los halos de inhibición en comparación con los del ensayo con extracto etanólico. Para S. maltophilia el mayor halo de inhibición fue de 13.5mm en la dilución 1:1, y E. coli presentó los menores halos de inhibición con 7.00 mm en dilución 1:1 y 6.0mm de diámetro tanto en dilución 1:2 como en 1:4. Figura 7.
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  Figura 6. Ensayo de difusión en disco, extracto etanólico Croton lechleri. **Antibiótico comercial, grupo Streptococcus spp: vancomici-na, Staphylococcus aureus: eritromicina, Bacilos Gram Negativos: Amikacina)
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  Figura 7. Ensayo de difusión en disco, extracto éter de petróleo Croton lechleri. ** Antibiótico comercial, grupo Streptococcus spp: van-comicina, Staphylococcus aureus: eritromicina, Bacilos Gram negativos: Amikcaina).


  Discusión


  Barbeito et al en 2005 (4), reportan en su estudio que los principales agentes bacterianos asociados a la sobreinfección de ulceras cutáneas son Staphylococcus aureus y Streptococcus. pyogenes, seguidos de otras especies de Streptococcus, Pseudomonas spp, Proteus sp y Klebsiella sp las cuales son responsables de piodermas y sepsis gangrenosos y que se asocian al retraso de la cicatrización (4-15). Resultados que se correlacionan con los resultados obtenidos en este estudio, en el cual se aislaron siete cepas bacterianas, pertenecientes a estos géneros: 57.2% de bacterias Gram Positivas "Streptococcus agalactiae (1.2p), Streptococcus uberis (2.2p), Streptococcus uberis (4p), Streptococcus sanguis (5.2p)” y el 42.8% bacterias Gram Negativas "Pseudomonas aeruginosa(3.1N), Burkholderia cepacia(2.2N), Ste-notrophomonas maltophilia (1.1N)”.


  En cuanto a los extractos de Croton lechleri, se demostró que la polaridad es un aspecto importante que permite comprender las diferencias entre la actividad y eficacia que los extractos de una misma planta puedan presentar frente a las bacterias (5). En este sentido, el extracto etanólico de Croton le-chleri se caracteriza por ser apolar, caso contrario del extracto obtenido con éter de petróleo, lo que se correlaciona con la diferencia en los resultados del potencial antibacteriano obtenidos para cada uno.


  El extracto etanólico fue más potente ya que como lo exponen Ramírez L en 2009 y Murillo P., en su investigación relacionada con la evaluación de la resistencia antimicrobiana en aislamientos de S. aureus asociados a mastitis bovina en un hato lechero en el año 2008: “cuando las bacterias son expuestas a los agentes antimicrobianos, el grupo con carga positiva (polar) se asocia con los grupos fosfato de los fosfolípidos de la membrana, mientras que la porción no polar penetra en el interior de la membrana la cual se caracteriza por ser hidrófobo, esto induce la pérdida de la semiper-meabilidad de la membrana, permitiendo así que más componentes penetren en la célula y desnaturalicen las proteínas de la misma” (26).


  Al igual que la polaridad, los metabolitos secundarios que se consiguen en cada uno de los extractos dependen del solvente usado para su obtención. Estos metabolitos son los responsables de las propiedades farmacológicas de las plantas, esto se ve reflejado en la mayor eficacia presentada por el extracto etanólico de C. lechleri en comparación con el extracto obtenido con éter de petróleo. El primero presenta un mayor número de compuestos con actividad antimicrobiana, tales como: taninas, polifenoles, poliacetilenos, flavonoles, terpenoides, esteroides, alcaloides y propóleos y para el segundo extracto, éter de petróleo, la composición de meta-bolitos secundarios se ve reducido a la mitad conteniendo: alcaloides, aceites esenciales, terpenoides y cumarinas (3, 5,11).


  La explicación que se tiene con respecto a las diferencias de sensibilidad entre las bacterias Gram positivas y las Gram negativas se centra en la estructura de las membranas y la pared celular bacteriana tanto a nivel morfológico como fisiológico; adicional a estas dos estructuras, las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa responsable de cierto grado de resistencia frente a los agentes antibacterianos (27). Las paredes celulares de las bacterias Gram negativas contienen peptidoglucano, lipoproteína exterior y lipopo-lisacáridos las cuales emergen hasta la superficie bacteriana, en general, esta es permeable sin selectividad específica. Sin embargo, la membrana externa es semipermeable, por lo que restringe el paso de moléculas relativamente grandes, como es el caso de los metabolitos secundarios presentes en los extractos etanólicos y de éter de petróleo (5).


  Ahora bien, es necesario resaltar la importancia de elegir las técnicas y metodologías a utilizar en el caso de realizar investigaciones relacionadas con la actividad antimicrobiana de extractos provenientes de plantas, por cuanto dependiendo de la técnica escogida variaran los resultados, así como su sensibilidad y reproducibilidad de acuerdo con las características de los extractos (25). Como se evidencio en esta investigación, hay una disminución significativa entre el diámetro de los halos de inhibición presentados entre los dos métodos de difusión ejecutados; difusión en disco y difusión en pozo, siendo este último el que mostró halos de inhibición más significativos en cada una de las diluciones usadas con cada aislamiento evaluado.


  Ya que como lo mencionan Ramírez L (25); y Kla-ncnik et al (28) que la técnica de difusión en disco presenta desventajas en el caso de que se requiera evaluar un extracto vegetal que contenga compuestos catiónicos y polares. De igual forma, ellos reportan que el método de difusión en disco, es apropiado solo como un test de screening previo a la determinación cuantitativa del MIC por métodos de dilución.


  Lo anterior se debe a que el papel filtro de Whar-tham está compuesto por celulosa y una alta cantidad de grupos hidroxilo libres que le confieren propiedades hidrofílicas al disco, lo que afecta directamente algunos compuestos catiónicos de los productos naturales, por cuanto estos son absorbidos por la superficie del disco impidiendo su difusión en el medio (25), falseando así los resultados acerca del verdadero potencial antibacteriano del producto evaluado. En concordancia con estas afirmaciones, los resultados hallados en esta investigación revelan las diferencias entre las técnicas de difusión usadas, como se observa en el resultado obtenido con S. maltophilia la cual dio como resultados en el halo para difusión en pozo 21.5 mm y para el ensayo de difusión en disco 15.0 mm con el extracto etanólico.


  Contrario a las afirmaciones anteriores, la técnica de difusión en disco es la de elección para investigadores como Selowa et al (29), quienes hallaron buenos resultados en la evaluación de extractos de tres especies de Croton spp contra bacterias Gram Positivas, al igual que Rojas et al en su investigación con extractos de plantas usadas en la medicina folklórica Colombiana para quienes los resultados obtenidos fueron significativos tanto en bacterias Gram Positivas como en Gram Negativas (30).


  Debido a esta discrepancia de opiniones y con el fin de obtener una mayor sensibilidad en estas pruebas, muchos investigadores realizan la técnica de difusión en pozo; como es el caso del estudio realizado por Panda et al (31), quienes utilizaron este método, siendo esta técnica mucho más sensible, debido a que el extracto difunde libremente en el agar.


  Por último, la técnica de dilución en agar que se utilizó presenta una variedad de ventajas que aumentan la sensibilidad para cantidades pequeñas de muestra, lo cual es importante cuando se trabaja con productos naturales; porque además permite determinar no solo el potencial bactericida sino también el bacteriostático de los extractos.


  Prescott et al consideran que esta es una técnica valiosa que brinda una identificación confiable y precisa de la actividad antibacteriana de la planta (32). Así mismo Ncube et al (33), mencionan en su artículo de revisión relacionado con las técnicas para comprobar las propiedades antimicrobianas de los componentes de origen natural de las plantas, que la prueba de dilución en agar es más versátil en comparación con el ensayo de dilución en caldo, puesto que no presenta problemas de recuento y la determinación de los puntos de interrupción de MIC.


  Conclusiones


  Croton lechleri presenta actividad antibacteriana frente a las bacterias aisladas de úlceras cutáneas sobreinfectadas de los pacientes del estudio.


  El extracto etanólico tiene un mayor potencial antibacterial frente a los aislamientos bacterianos del estudio en comparación con el del extracto con éter de petróleo, gracias a su afinidad polar y su mayor variedad de componentes que le confieren esta propiedad. El extracto etanólico obtuvo halos de inhibición de gran significancia, los cuales pueden ser comparables con los presentados frente a los estandarizados con el uso de antibióticos de rutina en la clínica.


  El ensayo que mostró una mayor sensibilidad y re-producibilidad fue el de difusión en pozo como se esperaba según los informes de investigaciones anteriores; pues como se asumía, los ensayos de difusión en disco evidenciaron una marcada reducción en los halos de inhibición.


  La Escherichia coli ATCC, fue la bacteria que presentó la menor sensibilidad frente al extracto de Croton lechleri y Strenotrophomonas maltophilia la mayor sensibilidad.


  Croton lechleri es una planta con importantes propiedades antibacterianas, que la pueden hacer candidata para ser usada en la industria farmacéutica alternativa en el mercado actual.
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  Resumen


  Pythium insidiosum es un hongo distribuido globalmente causante de una micosis emergente llamada Pitiosis en personas y animales. El diagnóstico definitivo involucra correlación clínico epidemiológica, clínico patológica, histopatológica y molecular. En Colombia no existen antecedentes diagnósticos de Pitiosis con estas correlaciones. Pitiosis fue demostrada dos equinos de zona rural en Puerto Boyacá, Departamento de Boyacá-Colombia. Los equinos presentaron en extremidades lesiones únicas, pruriginosas, ulceradas, granulomatosas, alternada de masas sólidas con secreción serosanguinolenta. De las biopsias los hallazgos anatomopatológicos demostraron masas sólidas de aspecto coralino, las cuales se procesaron histopatológicamente. Los resultados correlacionados de biogeografía, las lesiones halladas en los equinos y en ellas los patrones histopatológicos de Splendore-Hoeplii, con hallazgos de hifas raramente septadas con diámetro de 2,5 a 6,2 micras en ramificación angulada, junto a la secuenciación del DNA extraído y comparado con el depositado para P.insidiosum en el GenBank permitió demostrar en todas las muestras una homología del 100% conformándose por primera vez el diagnóstico definitivo de Pitiosis en Colombia.


  Palabras Clave: Pythyum insidiosum, Pitiosis, diagnóstico.


  Mycoses for Pythium insidiosum. First case with definitive diagnosis in Colombia


  Abstract


  Pythium insidiosum is a globally distributed fungus that causes a fungal infection called Pythio-sis is considered an emerging disease in humans and animals. A definitive diagnosis involves clinical, epidemiological, histopathological and molecular correlations. There are no reports of Pythiosis diagnosis involving all these correlations in Colombia. In this study were confirmed Phytiosis in two horses in rural area of Puerto Boyaca (Boyaca, Colombia) presenting single,itching, ulcerated, granulomatous lesions on their limbs with serosanguineous suppuration. Biopsies were analyzed pathologically and histopathologically. Polymerase Chain Reaction (PCR) was carried out from DNA extracted of paraffin blocks. This study report the first definitive diagnosis of phytiosis in Colombia based on the correlation between bio-geography area, the pathological and histopathological findings which included patterns like Splendore-Hoeplii and hyphae with rare septae (2.5 to 6.2 microns diameters of branching angled) along with sequenced DNA that showed 100% homology with the Pythium insidiosum sequence at the GenBank.
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  Introducción


  Pythium sp conforma un genero de hongos oomi-cetos de los cuales solo la especie Pythium insidiosum causa una enfermedad llamada Pitiosis en personas y animales (1, 2, 4, 13-21). Es considerada una micosis emergente (14). La adquisición de Pitiosis se hace vía zoosporas flageladas motiles en ambientes acuáticos y cenagosos empantanados, en regiones de clima tropical y subtropical (2,14, 22).


  Las zoosporas de P. insidiosum ingresan por lesiones de piel o ingestión (22). En piel intacta, se demuestra, entran por el folículo piloso en equinos y bovinos (15,23); en contacto con tejidos las zoosporas pierden sus flagelos e inician la formación “hifas” en dirección tisular penetrando mecánicamente con la ayuda de enzimas proteolíticas (4,24,25).


  En personas, antígenos de P. insidiosum de 74 kd dominan la respuesta inmune y en equinos antí-genos de 28 Kd, 30 Kd y 32 Kd. Diferencias a nivel de subgrupo de P. insidiosum encontrados por análisis filogenéticos explican las diferencias de inmunogenicidad en humanos y equinos (26-28).


  Usualmente pitiosis en personas se manifiesta clínicamente restringida a extremidades, como lesiones nodulares cutáneas o subcutáneas, ulceradas con secreción serosanguinolenta (3,5) y en animales se describen restringidas a extremidades y zona ventral toracoabdominal como en ovinos (18), bovinos(21,23) y equinos (29-32). Adicionalmente con presentación gastrointestinal en caninos (20,33) y respiratoria en felinos (16,19).


  En equinos las lesiones frecuentemente presentan masas arenosas amarillentas descritas como formas coralinas llamadas “Kunkers” (16,29-34). Los hallazgos histopatológicos de Pitiosis con histoquímica H & E muestran reacción granulomatosa eosinofila llamada fenómeno de Splendore - Hoepplii en personas (13), ovinos (18), bovinos (23), equinos (30,31,34), felinos (19) y caninos (33).


  Los “Kunkers” de la especie equina con H&E son mayoritariamente agregados de eosinófilos ne-cróticos con desbridados tisulares (14,30,32,34). El diagnóstico de Pitiosis involucra aislamiento del hongo con cultivo a 37°C, con agar dextro-sa - Sabouraud, donde genera colonias blanque-cino-amarillentas planas de distribución radial, sin hifas aéreas (3), en el aislamiento la inducción de formación de zoosporas es necesaria (35); o detección sérica de anticuerpos anti P. insidiosum por inmunodifusión (36) ELISA, y Western blot (3,31,11); y en tejidos por inmunohistoquímica para detección de de hifas (18,31) e histoquímica para morfometria de hifas con coloración H&E(13,16,19,20,30,31,33,34), PAS (10,37,38) y Gomori (13-14, 16-20, 22-23, 29-34).


  El diagnóstico molecular utiliza reacción en cadena de la polimerasa -PCR-, analizando 510 bases de los genes 18s rDNA de P. insidiosum a partir de muestras clínicas o las hifas del material de los cultivos (38-39).


  Pitiosis en Sur America es reportada con diagnostico definitivo en animales de Venezuela (40,41) y Brasil (23,29,43,48) y en personas; se registro el primer caso con diagnostico definitivo en Brasil para el año 2006 (5). Este trabajo hace un diagnostico definitivo de Pitiosis en Colombia con correlación clínico epidemiológica, patológica, histo-patológica y molecular.


  Materiales y métodos


  El día 12 de mayo de 2008 dos equinos fueron examinados en consulta particular por el Dr. Gustavo Sanchez, Médico Veterinario en zona rural del Municipio de Puerto Boyacá Departamento de Boyacá - Colombia - Suramérica, coordenadas geográficas 5. 58. latitud norte y 74. 36. longitud oeste Greenwich, a la orilla del Río Magdalena, a 150 metros sobre el nivel del mar; para el año de 2008; según registros públicos ambientales para la fecha del hallazgo con temperatura media entre 25.7° C y 29.7° C, mínima entre 16.8 y 23°C y máxima entre 31.4 y 40° C (42).


  Presentación clínica. Caso uno; equino de raza criolla, genero hembra de 4.5 años de edad, con baja condición corporal, originario de Puerto Boyacá; sus lesiones de 3,5 meses de evolución. Se hallaron en ubicación única en relación con el tegumento de la falange media de miembro posterior izquierdo, Figura 1a.


  Caso dos: equino de raza criolla, genero macho de 5 años de edad, con baja condición corporal, originario de Puerto Boyacá. Sus lesiones de 3 meses de evolución también de ubicación única pero en relación con el tegumento de la cara posterior de la articulación falángico-proximal de miembro anterior izquierdo, Figura 1b.


  Las lesiones descritas en ambos casos tuvieron aspecto abultado, homogéneamente ulcerado, con focos en distribución difusa de aspecto “granu-lomatoso”, con secreción serosanguinolenta entre seca y húmeda; a la palpación las masas de aspecto granulomatoso se hallaron depresibles alternadas de masas duras no depresibles, refiriéndose dolor y advirtiéndose prurito intenso sobre los bodes de la lesión llevando a frotar intensamente los artejos contra el macizo facial, no se observó linfadenopa-tías en los dos casos.


  Histopatología. Sin anestesia, por biopsia incisional se tomaron muestras de tejido de aprox. 2 CC. En relación con las masas granulomatosas no depresibles se fijaron en formol al 10% y se procesaron histotecnicamente con técnicas convencionales en parafina, se hicieron cortes a 4 micras y se colorearon H&E, (Hematoxilina y Eosina), Acido Peryodico de Schiff (PAS) y Gomori (Plata Metamina de Gomori) como procedió Reis y Noguira (2002) (43).


  El análisis histomorfométrico fue realizado por grupo de investigaciones de Procesamiento de Imágenes - PROSEIM - Facultad de Medicina-Universidad de la Sabana. Utilizando microscopio fotónico marca Leica, con lente de cuadricula milimetrada, calibrado según WHO (44), se midieron los diámetros mayores y menores de las hifas visualizadas en coloración de Gomori, en tres placas cada una con análisis de 20 campos a 100x.


  El Análisis Molecular se hizo en el Medical Technology Program, Department of Microbiology and Molecular Genetics, Michigan State University tras envío de los bloques de parafina obtenidos del procesamiento histotécnico; allí se extrajo el DNA total de los bloques en parafina que demostraron hifas; el método de extracción como reporta Fredericks and Relman 1999 (45); las secuencias de rDNA (subunidad ribosomal 18S) amplificadas con primers NS1 y NS8 fueron comparadas con las secuencias depositadas en GenBank bajo Pythium insidiosum como procede (40,46).


  Resultados


  [image: ]


  Figura 1. Presentación clínica de las lesiones equinas. Caso uno en miembro anterior (1a). Caso dos en miembro posterior (1b). Acercamiento de las lesiones con aspecto granulomatoso húmedo, ulcerado con secreción serosanguinolenta seca y en flujo, sobre las cuales se hallan masas incrustadas duras de color café (1c). Al corte la lesión ofrece resistencia y al interior se encuentran espacios serosanguino-lentos, en cuyo interior se hallan masas sólidas, duras a la manipulación, que desprenden con relativa facilidad, dejando los espacios sin colapsar y con contenido serosanguiolento. Las masas extraídas luego de lavadas revelaron color blanquecino a amarillento, con formas desde cilindróides ramificadas a amorfas, de tamaños variables, oscilando entre 5 a 15 mm (1d).


  
    [image: ]
  


  Figura 2. (a) Granuloma con histopatología de Esplendore Hoepplii en coloración H & E a 5 X (b). Infiltrado de predominio eosinófilo con degeneración colágena en coloración H & E a 40X.


  [image: ]


  Figura 3. (a) Hifa con ramificación en ángulo recto en coloración de PAS a 100X, (b). hifa con región delgada alternada de región gruesa en coloración de Gomori a 100X.


  El DNA extraído y secuenciado por el Dr. Leonel Mendoza PhD y Raquel Vilela PhD en el Biomedical Laboratory Diagnostics Program - Michigan State University mostró que las secuencias amplificadas son compatibles 100% con las depositadas para la especie Pythium insidiosum en el GenBank.


  Discusión


  En el diagnóstico presuntivo e inicial de Pitiosis se correlacionó las coordenadas biogeográficas de la zona del hallazgo, Puerto Boyacá Boyacá - Colombia, reconocidas como zona de vida tropical lluvioso, con temperaturas máximas entre 31.4 y 40°C para el año del hallazgo (2008) (42,47) y los animales de los casos clínicos, quienes además de ser originarios de la zona, demostraron estancia permanente en áreas inundables sobre el margen del Río Magdalena en ese último año.


  Condiciones ecoepidemiológicas demostradas similares favorecen el ciclo de vida de Pythium sp (14,29), y predominantemente en equinos permiten el desarrollo en extremidades de rápidas lesiones ulceradas, granulomatosas con secreción sero-sanguinolenta muy pruriginosas, como se describe en esta especie y en ambientes ecoepidemiologicos similares (17,29,31,52).


  En nuestros casos el tiempo de evolución de las lesiones reportadas se estimó por anamnesis en 3 y 3,5 meses para cada caso. Aspecto que puede justificar clínicamente la baja condición corporal asociada en esta enfermedad (30,34) y que además coincide con el tiempo, noventa días, para el desarrollo de Pitiosis con generación de baja condición corporal reportada en cuatro equinos del trópico brasilero (34).


  Desde el punto de vista anatomopatológico el diagnostico presuntivo de Pitiosis en la especie equina se correlaciona con la presencia de masas muy endurecidas dentro de las lesiones tegumentarias, como incrustadas en ellas, Figura 1c, que al extraerse representa hallazgos similares a masas de aspecto “coralino” llamados “kunkers” descritas en Pitiosis equinas (16,29-34,48-49,51-52), Figura 1d.


  Los tamaños de los “kunkers” hallados, entre los rangos de 5 a 15 mm, se encuentran dentro de los tamaños reportados para esta especie (17); y aunque las linfadenopatías en Pitiosis equina son comunes (14,30,) en nuestros casos no se evidenciaron distribución asociada al hueso de la falange, la cual es reportada como manifestación anatomo-patológica de Pitiosis crónica (16,30,31).


  Con respecto al análisis histopatológico y el diagnostico presuntivo de Pitiosis se correlacionó los cortes en coloración de H&E; Figura 2a y 2b, y la organización granulomatosa compuesta por macrófagos de aspecto epiteloide, células gigantes multinucleadas, linfocitos y plasmocitos (31,34), conteniendo en el centro eosinófilos degranulados y células mononucleares rodeando a un material de aspecto eosinofílico, similar al patrón histo-patológico granulomatoso de Splendore- Hoeppli, reportado en equinos ante la presencia de Pitiosis (30.31.34) . En esta coloración las masas endurecidas coralinas llamadas “kunkers” demostraron ser masivos agregados tisulares necróticos con abundantes eosinófilos degranulados similar a lo referenciado en la literatura para histopatología de equinos con Pitiosis (30,32,34,52).


  Con respecto a formas micóticas, no fueron vistas hifas claramente en coloración con H&E, como se reporta la literatura (15,19,20, 23,31); pero si notables con histoquímica PAS, Figura 3a, como se reportan en otras especies (37,38) y en perso-nas(10) y con histoquímica de Gomori como se diagnostica en equinos (29-32,43,52), Figura 3b.


  Con coloración de Gomori, las hifas halladas fueron mas abundantes en la periferia de los masas coralinas endurecidas llamadas “kunkers” (30.32.34.43.52) . Las hifas halladas morfo-metricamente fueron similares a las descritas en equinos y sugestivas de P. insidiosum, esto es; con ramificaciones en ángulo recto, Figura 3a, (29,30,34,43,49,52), raramente septadas (29.31.34.43.52) y con diámetro hifa oscilando entre 2,5 a 6,2 micras, Figura 3b, ó de 2 a 6 mi-cras (14,29,31).


  La variabilidad de los rangos entre hifas puede relacionarse por distribución no paralela de las paredes de las mismas (48). Incluso se reportan diámetros de 3,5 - 5.5 micras (30,33).


  El diagnóstico diferencial de Pitiosis en la especie equina es orientada sobre micosis causadas por Basidiobolus ranarum y Conidiobolus coronatus, cuyos diámetros de hifas para el primero es 5.1 a 20.5 micras y 5.1 a 12.8 micras para el segundo (50.34) , rangos que están por encima de los hallados en los dos casos.


  Adicionalmente se descartaron estas micosis histo-patologicamente porque B. ranarum relaciona mas hallazgos edematosos que Pitiosis, la cual es altamente fibrotico y celular. Por otro lado, anato-mopatológicamente C. coronatus restringe su presentación sobre región nasal (30) y P. insidiosum predomina en extremidades y zona toracoabdomi-nal ventral en esta especie (29-32).


  Otro diagnostico diferencial infeccioso fuera de micosis en equinos se establece con parasitosis como habronemiasis que se describe también desarrolla “kunkers”, y miasis, que desarrolla reacciones granulomatosa intensas (30, 52), pero se descartaron al no hallarse formas helmínticas o larvas respectivamente tanto clínica como anatomopato-lógicamente e histopatologicamente.


  Finalmente, en esta especie, el sarcoide equino considera la literatura hace parte de los diagnósticos diferenciales de Pitiosis dada la progresión de las lesiones de Pitiosis simulando un cuadro tumoral por lo cual Pitiosis es también llamada cáncer de los pantanos (31,29,52). Sin embargo, se descartó por la no visualización histopatológica de formas celulares neoplásicas como “pseudoepi-teliomas” típicos del sarcoide equino (51).


  El diagnóstico definitivo de Pitiosis con el DNA extraído se confirmó, cuando las secuencias amplificadas manifestaron 100% de compatibilidad con las depositadas para la especie Pythium insidiosum en el GenBank. La confirmación de Pi-tiosis en Colombia sugiere que en nuestro medio zonas de vida definidas como tropicales lluviosas, puede favorecer la presencia de P.insidiosum con capacidad infectante.
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  Resumen


  El presente articulo realiza una comparación de las normas relevantes a nivel internacional para la definición, clasificación, exclusión, desclasificación e identificación de residuos peligrosos.


  Dentro de los principales sistemas de clasificación de residuos peligrosos se encuentran: La Convención de Basilea sobre el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminación, El Listado Europeo de Residuos (LER) y el Código de Regulación Federal de los Estados Unidos 40 CFR 261.


  Las tres normas, presentan grandes diferencias en relación a los criterios de clasificación e identificación de un residuo peligroso y, por tanto, frente a sus propios listados de clasificación. Por esta razón, el presente trabajo pretende realizar un análisis crítico comparativo entre las tres regulaciones con el objeto de analizar las ventajas e inconvenientes en relación a la definición, identificación, clasificación, exclusión y desclasificación de residuos peligrosos.


  Palabras clave: gestión ambiental, residuos sólidos, residuos peligrosos, inflamabilidad, corrosi-vidad, reactividad, tóxicidad.


  Comparative study of the international significant standards for the definition, exclusion, declassification and identification of hazardous wastes


  Abstrac


  In this article the international important standards of hazardous wastes are compared including definition, exclusion, declassification and identification.


  Some of the main hazardous wastes classification systems are: Basel convention about the control of cross-border movement of hazardous waste and its elimination, the European list of wastes (LER) and the U.S code of federal regulations 40 CFR 261. The three standards have big differences regarding the classification criteria and identification of hazardous waste therefore about their own classification lists. For this reason, this article aims to make a critical and comparative analysis between the three regulations to analyze the advantages and disadvantages in regard to different aspects related to this problematic (definition, exclusion, declassification and identification of hazardous wastes).


  Key words: environmental administration, solid waste, hazardous waste, ignitability, corrosivity, reactivity, toxicity.


  Introducción


  En el desarrollo del presente trabajo de investigación se ha realizado una comparación del Convenio de Basilea sobre el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminación, el Código de Regulación Federal de los Estados Unidos 40 CFR 261 para la identificación de residuos peligrosos y sus listados, definidos por la Agencia de Protección Ambiental EPA, y el Listado Europeo de Residuos LER, definido por la Unión europea, con el propósito de realizar un análisis comparativo de ¿Cómo afrontan estas regulaciones la identificación, clasificación, así como la exclusión/desclasificación de residuos?


  En el proceso de revisión bibliográfica no se encontraron publicaciones cuyo fin fuera discutir y comparar los principios para la definición, clasificación, exclusión, desclasificación e identificación de residuos peligrosos, definidos por las tres normas, destacandonse que a nivel internacional cada país desarrolla su normativa para el control interno de los residuos peligrosos, de acuerdo a su desarrollo legislativo y necesidades propias.


  Sin embargo, algunos países incorporan a sus legislaciones los anexos del Convenio de Basilea, para la identificación de residuos, mientras que otros desarrollan sus propios criterios, como es el caso de Estados Unidos. Por otro lado, podemos decir que existen países que toman como referencia las regulaciones de otros países con un mayor desarrollo normativo. Así, por ejemplo.


  Costa Rica y México. Ambos países presentan en su normativa de residuos peligrosos, listados para la identificación de dichos residuos, presentando similitudes con respecto a la estructura, categorías y denominación de los residuos con los desarrollados por Estados Unidos en 1980. Por otro lado, es necesario aclarar que ambos países ratificaron el Convenio de Basilea, pero aún así no adoptaron los anexos de Basilea para su normativa interna(1,2).


  Argentina y Colombia. Ratificaron el convenio de Basilea y a la vez adoptaron los anexos del Convenio a la normativa interna, tal como se evidencia en las respectivas normas(3,4).


  Además del desarrollo normativo, este trabajo también surgió por la enorme complejidad que presentan el tratamiento y gestión de los residuos generados en la sociedad actual. Teniendo en cuenta que los productos disminuyen cada vez más su ciclo de vida haciendo su durabilidad cada vez menor y los residuos suelen ser desatendidos, a menos que las normas obliguen a ello, o se puedan convertir en nuevos productos de interés comercial; proceso que habitualmente se denomina “valorización”.


  La disminución del ciclo de vida de los productos trae como consecuencia un aumento en los volúmenes de residuos generados y un aumento en la presencia de materiales peligrosos en los mismos, los cuales en muchas ocasiones son liberados al medio ambiente, significando graves riesgos ambientales (5-7).


  Históricamente, la gestión de los residuos ha estado orientada a evitar molestias para la sociedad. Es así como la jerarquización de residuos que tradicionalmente se implementa en la mayoría de los países solamente incluye al tratamiento y eliminación, y no se involucran componentes como la prevención, minimización y aprovechamiento en las primeras fases de la gestión integral (8-10).


  En la actualidad se proponen numerosas soluciones para mejorar la gestión de los residuos. Se estima que la mejor opción de gestión es producir menos residuos adoptando métodos de producción más limpia, de tal forma que se minimicen la generación de estos en la medida que sea posible.


  Además, la separación del residuo en el origen es esencial a la hora de conseguir un máximo reciclado de los materiales generados. No obstante, entendiendo que pese a la adopción de medidas de prevención y minimización no será posible evitar totalmente la generación residuos. Las nuevas normativas a nivel internacional incentivan la gestión de los mismos orientada en lo posible a la valorización. Solo cuando las posibilidades anteriores hayan sido agotadas, se procede a considerar el tratamiento y disposición de los residuos mediante opciones que comprendan métodos seguros (10).


  Otro de los retos en materia de gestión de residuos es la compatibilización a nivel internacional de las normas de residuos peligrosos, ya que no existe un único enfoque a la hora de realizar la identificación, clasificación y gestión final de los residuos peligrosos. Por ahora, cada país basado en su desarrollo y en sus políticas ambientales adopta sus propios sistemas de clasificación (10,11).


  Dentro de los principales sistemas de clasificación de residuos peligrosos en el ámbito internacional se encuentran: La Convención de Basilea sobre el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminación, convenio que presenta tres anexos útiles para la identificación y clasificación de los residuos peligrosos(12).


  La Norma Europea presenta una serie de Directivas, Desiciones y Reglamentos relativos a la gestión y manejo de residuos peligrososos (13-22); destacandose el Listado Europeo de Residuos (LER), o lista de residuos que se revisa periódicamente a la luz de los nuevos conocimientos y en particular de los resultados de investigación, este listado presenta unos 850 tipos de residuos, entre los cuales alrededor de 400 son peligrosos(23-26).


  Por último, el Código de Regulación Federal de los Estados Unidos 40 CFR 261 para la identificación de residuos peligrosos, el cual se encuentran varios apartados como el A y el B; en los cuales se presentan las definiciones y los criterios para la identificación de las características de peligrosidad de un residuo (27-31); en el apartado C se presentan las características de peligrosidad (32-35) y en el apartado D se presentan las listas de residuos peligrosos, donde cada residuo tiene asignado uno o más códigos de peligrosidad: Inflamable (I), Corrosivo (C), Reactivo (R), Toxicidad Característica (E), Peligrosidad aguda (H) y Tóxico (T) (36-38).


  Las tres normas más relevantes para la identificación de residuos peligrosos presentan grandes diferencias en relación a los criterios de clasificación e identificación de un residuo peligroso y, por tanto, frente a sus propios listados de clasificación. Por esta razón, el presente trabajo de investigación pretende realizar un análisis crítico comparativo entre estas tres regulaciones para la identificación y clasificación de residuos peligrosos. Con el objeto de analizar las ventajas e inconvenientes en relación a la definición, identificación, clasificación, exclusión y desclasificación de residuos peligrosos.


  Materiales y métodos


  Para realizar un análisis crítico comparativo de las regulaciones: Convenio de Basilea, LER, 40 CFR 261 y llegar a una armonización en la definición, clasificación, exclusión, desclasificación e identificación de características de peligrosidad de residuos, se plantearon las siguientes fases:


  Fase 1. Establecer analogías, diferencias y armonización de los criterios establecidos por las normas analizadas para la definición, exclusión e identificación de características de peligrosidad de residuos. Para el desarrollo de esta fase se realizó un análisis crítico comparativo de las definiciones y exclusiones de residuos; estableciendo diferencias y analogías entre las tres normas. Una vez estas fueron definidas, se procedió a seleccionar la definición más completa de las analizadas, la cual correspondió a la propuesta armonizada.


  Fase 2. Identificar los métodos de prueba para la identificación/clasificación de residuos peligroso. Para el desarrollo de esta fase se realizó una revisión bibliográfica de los principales métodos de prueba de laboratorio, para la determinación de las características de peligrosidad: corrosividad, explosivi-dad, inflamabilidad, reactividad y toxicidad.


  Fase 3. Analizar las ventajas e inconvenientes de las tres normas para la identificación de residuos peligrosos. En esta fase se compararon las tres normas utilizando un ejercicio de aplicación, identificando las ventajas e inconvenientes que presentan cada una de ellas a la hora de identificar residuos peligrosos.


  Para el desarrollo de las fases del método de investigación se utilizó como principal herramienta tablas comparativas, las cuales permitieron realizar la comparación de los criterios definidos para las tres normas analizadas.


  Resultados


  Propuesta armonizada para la definición y exclusión de residuos


  Los resultados presentados en la Tabla 1 corresponden a la propuesta armonizada para la definición de residuo, residuo peligroso y exclusiones propuestas por las diferentes normas analizadas.


  Para obtener este resultado se realizó un análisis de las definiciones; estableciendo analogías y diferencias para así poder seleccionar la definición más completa o construir una nueva definición que consensúe las tres, denominada “propuesta armonizada” (12,21,27,28)


  Tabla 1. Propuesta armonizada para la definición y exclusión de residuos.
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  Con respecto a la propuesta armonizada para la definición de residuo, las tres normas coinciden que un material se convierte en residuo cuando ha sido abandonado. Basilea deja abierta la definición a la legislación de cada país.


  La definición seleccionada como propuesta armonizada corresponde a la establecida por la EPA, la cual además incluye el estado del residuo. Dicha definición indica que un residuo es todo material (solido, semisólido, líquido o contenedor de gases) descartado, es decir que ha sido abandonado, es reciclado o considerado inherentemente residual.


  En relación a la definición de residuo peligroso, las tres normas coinciden en que un residuo es peligroso cuando presentan características descritas en sus listados. Es necesario aclarar que las tres regulaciones presentan diferencias frente a las características de peligrosidad, las cuales se analizarán con más detalle en el siguiente apartado. Como definición armonizada para residuos peligrosos se establece la siguiente: residuo sólido que no ha sido excluido de la regulación de residuos peligrosos y cumple alguno de los siguientes criterios:


  1. Exhibe cualquiera de las características de peligrosidad descritas en este documento,


  2. Está incluido en alguna de las listas específicas y,


  3. Es el resultado de la mezcla de un residuo sólido y un residuo peligroso listado, salvo que la mezcla no presente ninguna característica de peligrosidad.


  En cuanto a la propuesta armonizada para la exclusión de un residuo peligroso de los listados: la UE y la EPA coinciden frente a la posibilidad de declarar un residuo como no peligroso, cuando este no presente ninguna de las características de peligrosidad descritas en sus listados. La EPA y la UE establecen puntualmente categorías de residuos excluidos de los listados de residuos peligrosos. Las exclusiones en la propuesta armonizada solo apunta a aquellos residuos que no presente ninguna de las características de peligrosidad descritas en dicha propuesta, así mismo tampoco se incluirán los residuos no peligrosos generados en los hogares y los residuos resultantes de la incineración de desechos de los hogares.


  Es necesario realizar una revisión exhaustiva a las exclusiones puntuales de las normas analizadas, ya que presentan diferencias significativas y para ello se deberían analizar los criterios que definió cada norma para la exclusión ya que estos depende de las necesidades y del desarrollo normativo de cada país. Dicha revisión no se realiza en el presente trabajo de investigación, pero si establece un precedente para futuras investigaciones frente al tema.


  Propuesta armonizada para las características de peligrosidad.


  Los resultados presentados en la Tabla 2 corresponden a la propuesta armonizada para las características de peligrosidad con las que se identifica un residuo como peligroso, para obtener este resultado se realizó un exhaustivo análisis de las definiciones, estableciendo analogías y diferencias para así poder; seleccionar la definición más completa, o construir una nueva definición que consensúe las tres, denominada “propuesta armonizada” (12,21,32-35).


  Un residuo es explosivo si presenta una de las siguientes propiedades: a) formar mezclas potencialmente explosivas con el agua; b) ser capaz de producir fácilmente una reacción o descomposición detonante o explosiva a 25 °C y 1 atm; c) ser una sustancia fabricada con el objetivo de producir una explosión o efecto pirotécnico.


  Tabla 2. Propuesta armonizada para características de peligrosidad.
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  A continuación se presenta un análisis de la propuesta armonizada para cada una de las características de peligrosidad analizadas.


  Reactividad. Con respecto a esta característica de peligrisidad solamente la EPA presenta defición, por la cual se adopta esta definicón como propuesta armonizada.


  Explosivo. Material que presenta una de las siguientes propiedades: a) formar mezclas potencialmente explosivas con el agua; b) ser capaz de producir fácilmente una reacción o descomposición detonante o explosiva a 25 °C y 1 atm; c) ser una sustancia fabricada con el objetivo de producir una explosión o efecto pirotécnico. Las tres regulaciones coinciden de forma genérica en la definición de sustancia explosiva. Basilea presenta una definición general y no establece parámetros ni puntos de comparación. La UE establece como referencia al dinitro-benceno, ya que esta es una sustancia utilizada en los explosivos; mientras que la EPA establece características puntuales para clasificar una sustancia como explosiva e incluye además a las sustancias pirotécnicas. Por ello se adopta la definición dada por la EPA, al considerarse más completa.


  Inflamabilidad. En esta categoría cada norma presenta sus propias subcategorías, Basilea incluye las siguientes (comburente, líquidos inflamables, sólidos y otros no líquidos inflamables, sustancias que emiten gases inflamables, oxidantes y peróxidos orgánicos), la UE incluye (comburente, fácilmente inflamables y inflamable), la EPA incluye (líquidos con puntos de ebullición menores a 60 °C, residuos en otros estados propensos a causar incendios por fricción, cambios químicos espontáneos, etc., y gas comprimido inflamable).


  De acuerdo a lo anterior cada norma presenta diferentes subcategorías, por lo que para llevar a cabo la propuesta armonizada se procedió a fusionar las subcategorías de las tres normas obteniendo un mayor número de opciones para la clasificación de inflamabilidad, la cuales se describen a continuación.>


  Sustancias comburentes. Son sustancias y preparados que presentan reacciones altamente exotérmicas al entrar en contacto con otras sustancias, en particular sustancias inflamables. Aunque una sustancia sea catalogada como comburente no significa que no pueda tener otra característica de peligrosidad. Solo la UE establece definición para este tipo de sustancias, por lo cual, para la definición consensuada se adopta ésta.


  Líquidos inflamables. Son aquellas sustancias y preparados líquidos que tienen un punto de inflamación inferior a 21 °C; o sustancias o preparados que puedan calentarse y finalmente inflamarse en contacto con el aire a temperatura ambiente sin aplicación de energía; o sustancias o preparados sólidos que puedan inflamarse fácilmente tras un breve contacto con una fuente de ignición y que continúen ardiendo o consumiéndose después del alejamiento de la fuente de ignición; o sustancias o preparados gaseosos que sean inflamables en el aire a presión normal; o sustancias o preparados que, en contacto con agua o con aire húmedo emiten gases fácilmente inflamables en cantidades peligrosas. Basilea y EPA solo presentan una categoría, mientras que la UE establece dos subcategorías (fácilmente inflamables e inflamables), cada una con su propio punto de inflamabilidad. Por ello se adopta definición de la UE al considerarla más exhaustiva.


  Inflamable. Se aplica a sustancias o preparados líquidos que tengan un punto de inflamación superior o igual a 21 °C y inferior o igual a 55 °C.


  Sólidos y otros no líquidos inflamables. Son aquellos materiales que no son líquidos y son capaces de, bajo condiciones de temperatura y presión de 25 °C y 1 atm, producir fuego por fricción, absorción de humedad o alteraciones químicas espontáneas y, cuando se inflama, quemar vigorosa y persistentemente, dificultando la extinción del fuego. Basilea establece definición para sólidos inflamables y la EPA establece definición para no líquidos inflamables, en la cual se incluye a los gases comprimidos inflamables y residuos en otros estados propensos a causar incendios. Además, la EPA establece punto de inflamabilidad y presión estándar, mientras que Basilea no establece punto de inflamabilidad, por lo tanto se adopta definición de la EPA.


  Sustancias que emiten gases inflamables. Son sustancias o desechos que en contacto con el agua emiten gases inflamables. Sustancias o desechos que por reacción con el agua, son susceptibles de inflamación espontánea o de emisión de gases inflamables en cantidades peligrosas. Solo Basilea presenta definición para sustancias que al entrar en contacto con el agua generan gases inflamables, por lo tanto se adopta esta definición.


  Oxidantes. Son sustancias que pueden liberar oxígeno y, como resultado, estimulan la combustión y aumentan la intensidad del fuego en otro material. En este caso no existen diferencias significativas en la definición establecida por Basilea y la EPA. Para Basilea los oxidantes no se encuentran en la categoría de inflamabilidad, mientras que para EPA los oxidantes se encuentran dentro de los inflamables. Pero aún así la definición más completa es la dada por la EPA.


  Peróxidos orgánicos. Son sustancias o los desechos orgánicos que contienen la estructura bivalente -o-o-, siendo sustancias inestables térmicamente que pueden sufrir una descomposición auto acelerada exotérmica. Solo Basilea presenta definición para peróxidos orgánicos por lo tanto se adopta esta definición.


  Toxicidad. En esta categoría cada norma presenta sus propias subcategorías, Basilea incluye las siguientes: tóxicos agudos, liberación de gases tóxicos, sustancias tóxicas con efectos retardados o crónicos, ecotóxicos y lixiviación; la UE incluye las siguientes: nocivo, tóxico, cancerígeno, terato-génico, mutagénico, liberación de gases tóxicos, lixiviación y ecotóxicos; y la EPA sólo incluye una subcategoría llamada tóxico la cual se define por el ensayo de lixiviación.


  De acuerdo a lo anterior, las subcategorías que se tomaron como referencia para la propuesta armonizada son las definidas por la UE, ya que esta es la que presenta el mayor número de categorías.


  Por lo tanto esta categoría se compone de las siguientes subcategorías: nocivo, tóxicos, cancerígeno, teratogénico, ecotóxico, mutagénico, lixiviación y liberación de gases tóxicos en contacto con el aire o el agua.


  Nocivo. Se aplica a sustancias y preparados que por inhalación, ingestión o penetración cutánea puedan entrañar riesgos de gravedad limitada para la salud. Solo UE presenta definición para esta sustancia, por lo tanto se adopta esta definición.


  Tóxicos, se aplica a sustancias y preparados (incluidos los preparados y sustancias muy tóxicas), que por inhalación, ingestión o penetración cutánea puedan entrañar riesgos graves, agudos o crónicos e incluso la muerte. Basilea y UE presentan similitudes frente a la definición, la UE describe canal de entrada de la sustancia y la EPA presenta límites máximos permisibles para determinadas sustancias pero no presenta definición para esta subcategoría, por lo tanto se adopta definición de la UE.


  Cancerígeno. Se aplica a sustancias o preparados que por inhalación, ingestión o penetración cutánea puedan producir cáncer o aumentar su frecuencia. Basilea establece la carcinogénica como otro efecto, la UE establece que la carcinogénica es el efecto principal, por lo tanto se adopta definición de la UE.


  Teratogénico o toxico para la reproducción. Se aplica a sustancias o preparados que por inhalación, ingestión o penetración cutánea puedan producir malformaciones congénitas no hereditarias o aumentar su frecuencia, o afectar en forma negativa a la función o capacidad reproductora masculina o femenina. Solo la UE presenta definición por lo tanto se adopta esta definición.


  Ecotóxico. Sustancias o desechos que, si se liberan, tienen o pueden tener efectos adversos inmediatos o retardados en el medio ambiente, debido a la bioacumulación o los efectos tóxicos en los sistemas bióticos. Basilea y UE, presentan similitudes frente a la definición. Basilea introduce concepto de bioacomulación, por lo tanto se adopta esta definición al considerarse mas completa.


  Mutagénico. Se aplica a sustancias o preparados que por inhalación, ingestión o penetración cutánea puedan producir defectos genéticos hereditarios o aumentar su frecuencia. Solo la UE presenta definición por lo tanto se adopta esta definición.


  Lixiviación. Proceso por el que determinadas sustancias pueden, por algún medio, después de su eliminación dar origen a otra sustancia. Por ejemplo, un producto de lixiviación, que posee alguna de las características de residuos peligroso. Basilea y UE presentan similitudes frente a la definición, se adopta definición de Basilea.


  Liberación de gases tóxicos en contacto con el aire o el agua. Son sustancias o preparados que emiten gases tóxicos o muy tóxicos al entrar en contacto con el aire, agua o algún acido. Basilea establece que la sustancia con la que se puede reaccionar es aire o agua, la UE además de estas dos sustancias establece ácidos, la EPA cataloga a estas sustancias como reactivas y establece al agua y sustancias áci-das con las que se puede reaccionar, por lo tanto se adopta definición de la UE.


  Sustancias infecciosas. Se aplica a sustancias que contienen microorganismos viables, o sus toxinas, de los que se sabe o existen razones fundadas para creer que causan enfermedades en el ser humano o en otros organismos vivos. La definición proporcionada por Basilea y la UE, presentan similitudes. Por otro lado, la EPA no presenta definición para esta categoría, por lo cual se adopta la definición dada por la UE por ser más restrictiva.


  Corrosivo. Es aquella sustancia o desecho que, por acción química, causan daños graves en los tejidos vivos que tocan, o que, en caso de fuga, pueden dañar gravemente, o hasta destruir, otras mercaderías o los medios de transporte; o pueden también provocar otros peligros. Basilea establece que además de los daños a tejidos vivos puede causar daños a estructuras físicas, la EU solo establece daños a tejido vivos y la EPA establece como punto de referencia características químicas y físicas como el pH, y velocidad de corrosión en el acero, por lo tanto se adopta definición de Basilea.


  Irritante. Se aplica a sustancias y preparados no corrosivos que puedan causar reacción inflamatoria por contacto inmediato, prolongado o repetido con la piel o las mucosas. Solo la UE presenta definición para esta categoría por lo tanto se adopta esta definición.


  Métodos de ensayo para la identificación/clasificación y valores de referencia de residuo.


  En este apartado se hace una recopilación de algunos de los principales métodos de prueba utilizados a nivel internacional, para determinar características de peligrosidad, tales como: corro-sividad, reactividad, inflamabilidad, explosividad y toxicidad. Estos ensayos permiten determinar si un residuo tiene o no características de peligrosidad, cuando no se posee información detallada sobre el origen del residuo o sobre las características que este posee (39-51). Así mismo estos métodos se convierten en una herramienta para la desclasificación de residuos peligrosos de los listados de residuos.


  En las siguientes tablas se presentan los resultados correspondientes a la revisión bibliográfica para determinar los principales métodos de laboratorio utilizados internacionalmente para la definición de características de peligrosidad.


  Tabla 3. Método de prueba para la identificar características de corrosividad.
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  Tabla 4. Método de prueba para la identificar características de reactividad.
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  Tabla 5. Método de prueba para la identificar características de inflamabilidad.
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  Tabla 6. Método de prueba para la identificar características de explosividad
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  Tabla 7. Método de prueba para la identificar características de toxicidad.
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  Ventajas e inconvenientes de los tres sistemas analizados para la identificación de residuos.


  En este apartado se analizan las principales ventajas e inconvenientes que presentan las tres normas analizadas para la identificación de un residuo, este análisis se realizó a través del siguiente ejercicio de aplicación.


  Ejercicio de aplicación, clasificar e identificar de acuerdo a los listados de Basilea, LER y la EPA (12,23-26,36-38) el siguiente residuo: fosfoyeso.


  El fosfoyeso es un residuo blanco procedente de la producción industrial de ácido fosfórico, obtenido por vía húmeda mediante la digestión del fosfato roca (materia prima) con ácido sulfúrico. El componente mayoritario (sobre el 90-95%) es sulfato cálcico dihidratado, con fórmula CaSO.-H4O2.


  Cuando la materia (roca fosfatada) es de origen sedimentario suele tener elevadas concentraciones de uranio, y como consecuencia de todos los ra-dionucleidos pertenecientes a la cadena del U.


  La identificación para cada uno de los listados se presenta a continuación en la Figura 1.
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  Figura 1. Proceso para la Identificación del fosfoyeso de acuerdo al Convenio de Basilea, LER y 40 CFR 261.


  A continuación se analizan las ventajas e inconvenientes más relevantes observadas durante el desarrollo del ejercicio de aplicación.


  Convenio de Basilea


  Este Convenio presenta varios tipos de listados, como los de corrientes de generación (anexo I, Y1 a Y18), constituyentes (anexo I, Y19 a Y45), residuos específicos peligrosos (anexo VIII) o residuos específicos no peligrosos (anexo IX), que permiten la identificación detallada de un residuo. Sin embargo, esta variedad de listados dificulta la identificación, ya que en el ejercicio de búsqueda el investigador se podría quedar solo en las categorías de corriente de generación Y1 a Y18 las cuales son muy generales y no permiten una identificación detallada. Por lo tanto es sumamente importante conocer los constituyentes del residuo y las características de peligrosidad asociadas al mismo, para así facilitar el proceso de búsqueda en los listados.


  El ejemplo del fosfoyeso para Basilea, permitió evidenciar la exhaustividad que tienen los anexos de este convenio para la identificación de un residuo. Debido que para poder determinar que un residuo es no peligroso; primero hay que revisar que este no posea ninguno de los constituyentes que se encuentran en el anexo I (Y19 a Y45) para así poderlo clasificar en el anexo IX como residuo no peligroso, con el código B2080, Desechos de yeso resultante de procesos de la industria química no incluidos en la lista A. Lo anterior refleja otra de las ventajas que tiene Basilea al poder identificar residuos clasificados como no peligrosos en sus listados; lo cual posibilita que un residuo de un proceso especifico sea gestionado como no peligroso, reduciendo así los costes en la gestión de residuos.


  Lista Europea de Residuos LER. Esta lista a diferencia de Basilea y los listados propuestos por la EPA presenta un listado completo consolidado donde se incluyen; residuos peligrosos y no peligrosos, clasificados por categorías y subcategorías, lo cual se convierte en una de las principales ventajas, ya que permite ir desde lo general a lo particular, circunstancia muy favorable para facilitar la identificación de un residuo.


  Por otro lado, la LER deja abierta la posibilidad para clasificar al fosfoyeso como peligroso o no peligroso, ya que presenta dos códigos el 06 09 03* residuos cálcicos de reacción que contienen o están contaminados con sustancias peligrosas; o el 06 09 04 residuos cálcicos de reacción distintos de los mencionados en el código 06 09 03. Como sustancia peligrosa LER designa a cualquier sustancia que haya sido o vaya a ser clasificada como peligrosa en la Directiva 67/548/CEE y sus posteriores modificaciones; “metal pesado” designa cualquier compuesto de antimonio, arsénico, cadmio, cromo (VI), cobre, plomo, mercurio, níquel, selenio, telurio, talio y estaño, así como estas sustancias en sus formas metálicas, siempre que estén clasificadas como sustancias peligrosas.


  Listados propuestos por la EPA. Esta presenta varios tipos de categorías, como el de fuente no especificas (lista F), fuentes específicas (lista K) y descartes de productos químicos y formulaciones comerciales (lista P y U), dicha clasificación facilita la identificación de residuos, ya que al conocerse la fuente de donde proviene el residuo se puede realizar la identificación en el listado correspondiente. Otra de las ventajas significativas que presentan estos listados, es que todos los residuos además del código de clasificación tienen asignados una o mas características de peligrosidad (I, C, R, E, H y T), información relevante para la gestión del residuo.


  La lista K de fuentes específicas y las listas P y U descartes de productos químicos y formulaciones comerciales, permite exhaustividad a la hora de identificar un residuo peligroso, ya que indican puntualmente el constituyente del residuo y la procedencia.


  La EPA tiene un apartado solo para exclusiones, donde se incluyen todos los residuos que no son catalogados como peligrosos, lo cuales tienen su propia normativa. Por tal razón el fosfoyeso, tal como se indica en la tabla 5.3, no esta identificado en los listados, ya que el Código de Regulación Federal de los Estados Unidos 40 CFR subparte A 261.4 (exclusiones), excluye puntalmente al fosfo-yeso de producción de ácido fosfórico.


  Por último no se podría establecer con exactitud cual de las tres normas permite una mejor identificación de residuos peligrosos, ya que cada una de ellas presenta criterios diferentes, tal como se ha visto en los apartados anteriores. Por otro lado cada norma obedece a necesidades puntales y al desarrollo normativo de cada país donde se desarrolla. Sin embargo, Basilea por ser un Convenio Internacional para el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminación, obedece a necesidades conjuntas de los países que forman parte del convenio. De igual forma la lista Europea de Residuos LER obedece a las necesidades conjuntas de todos los países miembros de la Unión Europea.


  Discusión


  Una vez estudiadas y comparadas las normativas más relevantes a nivel internacional para la caracterización y clasificación de un residuo como peligroso o no, se procede a realizar la discusión de los resultados obtenidos en este trabajo de investigación.


  Las tres normas analizadas coinciden en que un residuo es peligroso cuando presentan características descritas en sus listados. Sin embargo, cada regulación presenta diferencias frente a la categoría de residuo peligroso, las definiciones y los valores de referencia para determinar las características de peligrosidad. Este hecho pone de manifiesto que no existe un único proceder a nivel internacional en lo que a residuos peligrosos se refiere.


  Con respecto a las exclusiones de residuos peligrosos de las normas analizadas, las tres regulaciones presentan diferentes tipos de residuos excluidos de sus listados. En este sentido queda reflejada la diferencia entre los criterios definidos por cada norma para excluir residuos; las necesidades puntuales y el desarrollo normativo que tiene cada país donde se desarrolló la norma.


  Queda claro que a nivel internacional existe una gran cantidad de métodos de medida estandarizados para la identificación o medida de las características de peligrosidad, lo cual posibilita la desclasificación de residuos como peligrosos de los listados de residuos peligrosos, dando aportes significativos para la gestión de residuos a nivel internacional. Sin embargo, es necesario realizar una revisión detallada de los valores de referencia establecidos por cada método, ya que estos pueden variar dependiendo de la normativa consultada.


  El ejercicio de identificar residuos peligrosos en los listados analizados presenta varias limitaciones cuando no se conoce con certeza los constituyentes, las características de peligrosidad asociadas y la fuente de generación del residuo. Además, a esto se suma la variedad de listados propuestos por algunas de las normas, lo cual hace complejo el proceso de identificación de residuos peligrosos en los listados.


  La LER presenta un listado consolidado (no cerrado) donde se incluyen residuos peligrosos y no peligrosos, clasificados por categorías y subcategorías, lo cual se convierte en una de las principales ventajas de este listado, ya que permite ir desde lo general a lo particular, circunstancia muy favorable para facilitar la identificación de un residuo. Por otro lado, la EPA y Basilea presentan varios listados lo cual dificulta la identificación de residuos.


  Las listas propuestas por Basilea y la EPA permiten una mayor exhaustividad en la identificación de un residuo peligroso, ya que ofrecen información más detallada sobre el residuo. La EPA, a diferencia de Basilea y LER asigna a los residuos que se encuentran en sus listados un código para identificar las características de peligrosidad asociadas, lo cual ofrece información importante para la gestión del mismo.


  Así mismo, no es posible establecer con exactitud cuál de las tres normas permite una mejor identificación de residuos peligrosos, ya que cada regulación presenta criterios diferentes de identificación y clasificación. Además, cada una de ellas obedece a necesidades puntales y al desarrollo normativo de cada país donde fue desarrollada. Sin embargo, Basilea por ser un Convenio Internacional para el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y su eliminación, obedece a la necesidades conjuntas de países que forman parte del convenio. Lo mismo ocurre con la Lista Europea de Residuos, LER, ya que obedece a necesidades conjuntas de todos los países miembros de la Unión Europea.


  A nivel internacional cada país desarrolla su normativa para el control interno de los residuos peligrosos, de acuerdo a su desarrollo normativo y necesidades puntuales, en algunos casos adoptan los anexos del Convenio de Basilea como es el caso de Argentina y Colombia, o desarrollan sus propios listados como es el caso de los Estados Unidos, o toman como referencia las regulaciones de otros países con un mayor desarrollo normativo, como es el caso de Costa Rica y México que presentan similitudes a la norma establecida por los Estados Unidos.
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  Resumen


  Las microalgas son fuente de un gran número de compuestos bioactivos de interés industrial, como los carotenoides que se utilizan como colorantes naturales en alimentación animal y humana, así como en la industria farmacéutica, cosmética y en la acuicultura. Además se han propuesto como agentes efectivos en la prevención de una variedad de enfermedades, debido a su capacidad antioxidante, inmunoregulaora, anti-inflamatoria y anti-cancerígena. El ketocarotenoide astaxantina es el más importante desde el punto de vista biotecnológico.


  Hoy la mayor cantidad de astaxantina es producida por síntesis química y es vendida a un precio de US $2500/kg. El alto precio y el incremento en la demanda para este compuesto, especialmente de origen natural, en las diferentes industrias, hace que sea de interés la producción astaxantina a partir de microalgas como el Haematococcus pluvialis, que acumula cantidades importantes (más del 4%/g de peso seco) y de mejor calidad que las obtenidas por otras fuentes como levaduras y plantas.


  La acumulación del pigmento en H. pluvialis ocurre durante la transformación de la microalga desde el estado vegetativo (fase verde) a aplanospora (fase roja) cuando cesa su crecimiento en la fase estacionaria. Los tipos de estrés que inducen a la acumulación de astaxantina son temperatura, intensidad lumínica, ciclos de luz/oscuridad, concentración de nutrientes, pH, especies reactivas de oxígeno, sales y presencia de inhibidores de procesos metabólicos a diferente nivel.


  Es importante resaltar que esta microalga es de difícil cultivo; así como en la obtención del pigmento en cantidades de interés, debido a su ciclo celular complejo. De igual forma, un mayor entendimiento de las bases moleculares de la relación -condiciones de estrés-inducción- acumulación de astaxantina en H. pluvialis, podría ser útil para aumentar la productividad de astaxantina.


  Palabras clave: carotenoides, Haematococcus pluvialis, microalga, astaxantina, condiciones de estrés.


  Astaxanthin Production in Haematococcus pluvialis under different stress conditions


  Abstract


  Microalgae are a source of a large number of bioactive compounds of industrial importance, such as carotenoids used as natural colorants in food and feed, as well as in pharmaceuticals, cosmetics and aquaculture. They also have been studied as effective compounds for the prevention of different diseases due to their antioxidant, immunoregulatory, anti-inflammatory and anticarcinogenic properties.


  In biotechnology applications astaxanthin is the most important ketocarotenoide. Currently most astaxanthin is produced by chemical synthesis and sold at U.S. $ 2500/kg. The high price and increasing demand of this compound in different industries, especially of natural origin creates an interest in the astaxanthin production from microalgae as Haematococcus pluvialis that accumulate significant amounts (more than 4%/g dry weight) and better quality what is obtained from sources such as yeast and plants.


  The pigment accumulation in H. pluvialis occurs during the transformation of microalgae from the vegetative state (green phase) to aplanospora (red phase) when growth ends in the stationary phase. The types of stress that induce astaxanthin accumulation are temperature, light intensity, cycles of light / dark, nutrient concentration, pH, reactive oxygen species, salts and presence of metabolic processes inhibitors at different levels.


  Is important to take in account that this microalgae is hard to grow and obtain the pigment in amounts of interest could be complicated due to complex cell cycle. Similarly, a better understanding of the molecular basis of the relationship, stress-inducing conditions, astaxanthin accumulation in H. pluvialis, might be helpful for increasing productivity of astaxanthin.


  Key words: carotenoid, Haematococcus pluvialis, microalgae, astaxantina, stress-conditions.


  Introducción


  Los carotenoides son un grupo de pigmentos encontrados en la naturaleza en plantas, y a nivel microbiano. Tienen un rol funcional en el desarrollo, fotosíntesis y estabilidad de la membrana, dando protección al daño fotodinámico (1-4). Se han caracterizado al menos 700 carotenoides, son precursores de fitohormonas y proveen adaptación ambiental (5,6).


  Los carotenoides ejercen una función protectora por su alto poder antioxidante y también son importantes ingredientes de la dieta humana. Algunos estudios sugieren que previenen algunas enfermedades crónicas y ciertos cánceres (6).


  Por otra parte, se ha analizado la ruta biosintética de carotenoides, conociéndose dos rutas (5). Además se han identificado 25 genes carotenogénicos, que producen diferentes funciones catalíticas en las síntesis de carotenos (7) y algunos de estos genes han sido clonados y expresados funcionalmente en E. coli. (4,8,9) Estos son componentes esenciales de todas las células eucariotas fotosintéticas (10).


  El alga unicelular H. pluvialis es una de las mejores fuentes de carotenoides secundarios rojos como la astaxantina, Figura 1, en especial para producirla biotecnológicamente. La astaxantina tiene uso farmacéutico, cosmético y como aditivo de pigmentación en la acuacultura (salmón) (1,11-13) y para yemas de huevo (14,15).
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  Figura 1. Secuencia de desarrollo de las células de H. pluvialis.(A) Célula verde (B) Célula con acumulación de carotenóides extraplastidicos e incremento de tamaño (C) Aumento de tamaño con quistes-rojos. Fuente: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Plant Biology.1998; 95:11482-11488(16)


  

  Recientemente ha llamado la atención como un suplemento nutricional, siendo inhibidor de la peroxidación de lípidos, reductor de la inflamación gástrica. Adicionalmente, disminuye el riesgo de arteriosclerosis y previene la carcinogénesis (14), además tiene potencial neuroprotector e inmunomodulador (11) y sirve como alimento nutracéutico por su alto poder antioxidante (8,12,17,18).


  La demanda mundial para β-caroteno de origen natural está alrededor del 15 a 20%, una similar demanda para astaxantina de origen natural está emergiendo en el mercado nutracéutico que mueve billones de dólares. Además la producción biotecnológica a partir de H. pluvialis, es ventajosa sobre la síntesis química y la extracción a partir de crustáceos (19).


  Química de la astaxantina


  La molécula de astaxantina tiene dos carbonos asimétricos localizados en las posiciones 3 y 3’ sobre los dos anillos bencénicos al final de la molécula. Diferentes enantiomeros de la molécula son resultantes de la unión de los grupos hidroxilo a los átomos de carbono, que son centros de asimetría. Figura 2.


  Cuando los grupos hidroxilo se unen sobre el plano de la molécula se dice que están en la configuración R y cuando los grupos hidroxilo se unen bajo el plano de la molécula se dice que están en la configuración S. Así, los tres posibles enantiómeros son designados R,R’; S,S’ y R,S’(meso). El Haematococcus primeramente contiene monoesteres de astaxantina (20).
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  Figura 2. Isómeros configuracionales de astaxantina


  

  La composición de los esteres de astaxantina en Haematococcus es similar a la de los crustáceos, fuente de dieta natural de los salmones. Siendo el contenido de astaxantina en quistes de Haematococcus; aproximadamente de 70% monoesteres, 25% diesteres y 5% libre. El alga Haematococcus provee la configuración 3S,3’S de astaxantina, mientras la levadura Phaffia contiene 3R, 3’R astaxantina pura, y la astaxantina sintética es una mezcla de los tres isómeros (20).


  Condiciones de estrés ambiental en cultivos de H. pluvialis


  Fisiológicamente la acumulación de astaxantina en H. pluvialis ocurre en respuesta a varias condiciones de estrés ambiental como; alta intensidad de luz, limitaciones de nitrógeno, fósforo y estrés por sal (14,21,22).


  El cambio morfológico en H. pluvialis de células vegetativas verdes, para incrementar el número de células, a células con quistes rojos que acumulan astaxantina es inducido por algunos factores, tales como; temperatura alta, deficiencia de nutrientes (nitrato, magnesio, sulfato y fosfato), alta intensidad de luz, alta salinidad y estrés oxidativo (12,17,23,24). Sus quistes maduros son a menudo responsables del color rojo sanguíneo visto en el fondo seco de rocas afuera de charcos y de baños de aves. Este color es causado por astaxantina la cual se cree protege los quistes maduros del detrimento de los efectos de los rayos UV, cuando están expuestos a los rayos solares directos (25).


  En el ciclo de vida del H. pluvialis se ha observado que las células verdes vegetativas con dos flagelos crecen autotróficamente en la luz y heterotróficamente en la oscuridad (26). El H. pluvialis es una microalga que puede crecer bajo condiciones fotoautotróficas, heterotróficas y mixotróficas (27).


  Otras de las condiciones de estrés ensayadas son: estrés de nutrientes, alta intensidad de luz, alta salinidad (7,28), pH y nutrientes orgánicos como acetato (9) ó combinación cloruro de sodio/acetato de sodio, aumentando el contenido total de carotenoides y contenido total de astaxantina (29). En la Tabla 1 se pueden observar en forma general las diferentes condiciones de estrés ensayadas en los estudios revisados (1-51), incluyendo el uso de fotobioreactores, mezclándolo con ciclos irregulares de luz/oscuridad (17).


  Tabla 1. Condiciones de estrés en cultivos de H. pluvialis relacionadas con concentración de astaxantina.
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  Ruta de biosíntesis de Astaxantina en H. pluvialis


  En la biosíntesis de carotenoides el primer paso es la condensación del geranil-geranil difosfato (GGPP) a fitoeno, modificado por la enzima fitoeno sintasa (PSY), como se observa en la Figura 3.
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  Figura 3. Ruta de biosíntesis del carotenoide astaxantina en H. pluvialis (14)


  Fuente: Steinbremer J.;Linden H. Regulation of two carotenoid byosinthesis genes coding for phytoene synthase and carotenoid hydroxylase during stress-induced astaxanthin formation in the green alga. Haematococcus pluvialis. Plant Physiology. 2001;125:810 – 817.


  Los siguientes pasos son llevados fuera de la membrana localizando enzimas como; fitoeno

  desaturasa (PDS) y licopeno β-cyclasa (LCY). Según estudios realizados la fitoeno desaturasa es regulada por los niveles del mRNA y se ha establecido que los carotenoides secundarios se acumulan fuera del cloroplasto, siendo transportados del sitio de biosíntesis (cloroplasto) al sitio de acumulación (vesículas localizadas en el citoplasma) (1,9).


  Las rutas metabólicas secundarias sirven para explorar nuevas estructuras químicas a mínimos costos, en especial a través de la identificación de enzimas que pueden actuar sobre diversos sustratos (5). Todas las enzimas de la ruta son reguladas por genes y son sintetizadas en el citoplasma de las células como precursores polipéptidicos (3).


  La ingeniería genética es una opción para mejorar la ruta biosintética de los carotenoides para producir astaxantina (8) en H. pluvialis (9), modificando el gen de la fitoeno desaturasa (PDS) (11) o usando los genes carotenogénicos en Saccharomyces cerevisiae (19) como fitoeno desaturasa (crtl) y la bifuncional fitoeno sintasa/licopeno ciclasa (crtYB) (41).


  En la fitoeno desaturasa (PDS) se ha estudiado también la duplicación de genes a PDS1 y PDS2, (10), lo cual no ha sido reportado en H. pluvialis. La biosíntesis de astaxantina en Haematococcus sigue la ruta general de carotenos hacia la formación del β-caroteno.


  En estudios realizados in vitro e in vivo utilizando diferentes inhibidores en el análisis de la producción de astaxantina en H. pluvialis han encontrado otras enzimas β-caroteno ketolasa (BKT), β-caroteno oxigenasa (CRTO) y β-caroteno hidroxilasa (CHY o CRTR-B), Figura 4. El BKT convierte el β-caroteno a cantaxantina vía equinenona, siendo regulado por el CHY resultando en la formación de astaxantina. Los genes para ς-caroteno desaturasa (ZDS) y carotenoide isomerasa (CRTISO) no han sido reportados en Haematococcus (9,29).


  Se han observado actividades biofuncionales para la actividad separada de β-caroteno hydroxylasa y ketolasa regulada por dos genes separados, uno de los cuales (crtS) se ha clonado en otros organismos (19). Además se sugiere que se puede involucrar otra enzima en el proceso de síntesis de astaxantina, por ser este un carotenoide, como la plastido terminal oxidasa (PTOX); la cual se ha expresado bajo condiciones de estrés para mejorar la producción de carotenoides (42). Aunque los pasos específicos de biosíntesis de astaxantina son llevados afuera del citoplasma, las enzimas de la ruta carotenoide parecen estar localizadas en los cloroplastos (9,29).
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  Figura 4. Ruta de síntesis de carotenoides secundarios en H.pluvialis (29)


  Fuente: Vidhyavathi Raman, Venkatachalam L., et al. Regulation of carotenoid byosinthetic genes expression and carotenoid accumulation in the green alga Haematococcus pluvialis under nutrient stress conditions. Journal of Experimental Botany. 2008;59(6):1409-1418


  A pesar de que algunos genes reguladores para enzimas de la ruta biosintética de carotenoides han sido identificados en varias especies, incluyendo algas, aún no se conoce bien la regulación de la carotenogénesis in vivo (9).


  Correlación condiciones de estrés – expresión genética en cultivos de H. pluvialis durante la producción de astaxantina


  La dilucidación de las rutas sintéticas de carotenoides y el enorme progreso en la clonación de genes; estableciendo los genes, las enzimas implicadas y conociendo como es el proceso y su regulación (1), han aportado las herramientas necesarias para realizar ingeniería genética y así incrementar la síntesis de carotenoides mediante el aumento a la tolerancia a condiciones de estrés (5,14,15). La mayoría de manipulaciones va dirigida a aumentar el contenido de licopeno y β-caroteno, aprovechando la sobreexpresión de la fitoeno desaturasa (PDS) (1) y fitoeno sintasa (PSY) (14). Además se evidencia la existencia de una sobrerregulación de un múltiple mecanismo de defensa antioxidante, espacialmente y temporalmente, para proteger las células del H. pluvialis en contra del estrés oxidativo (24).


  La expresión de genes carotenogénicos, fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desaturasa (PDS), licopeno ciclasa (LCY), β-caroteno Ketolasa (BKT) y β-caroteno hydroxilasa (CHY), se aumenta bajo las condiciones de estrés de nutrientes, alta intensidad de luz en combinación con cloruro de sodio/ acetato de sodio (29). El estrés de nutrientes y la alta intensidad de luz inducen la expresión de los genes biosintéticos de astaxantina, BKT y CHY, transitoriamente. El aumento de la expresión de estos genes se observó con acetato de sodio y cloruro de sodio/acetato de sodio, mientras la expresión fue demorada con cloruro de sodio (29).


  Diferentes expresiones de genes carotenoides durante la carotenogénesis indican su probable regulación en los diferentes estados de acumulación del carotenoide. En un estudio realizado en el 2001, se reportó un alto nivel de expresión para genes PSY y CHY, cuando las células estuvieron expuestas a alta intensidad de luz y cloruro de sodio (14,29). En la familia de genes PSY se han identificado los genes PSY1,PSY2 y PSY3, en condiciones de estrés ambiental; como sequía y presencia de sal, estableciendo que el gen PSY3 es importante en el flujo de la regulación de carotenoides en respuesta a condiciones de estrés (43,44) lo cual no ha sido reportado en H. pluvialis.


  El primer estudio que presenta la regulación de carotenogénesis general y específica para astaxantina bajo la influencia de nutrientes y otras condiciones de estrés, se realizó en el 2008, analizando el nivel de expresión y de metabolismo usando inhibidores transcripcionales y transduccionales (29).


  En la Tabla 2 se presenta una relación de algunos estudios que nos permite correlacionar condiciones de estrés- expresión genética, teniendo en cuenta las determinaciones realizadas y las instituciones involucradas (grupos de investigación).


  Tabla 2. Correlación condiciones de estrés-expresión genética en cultivos de H. pluvialis durante la producción de Astaxantina
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  En la Tabla 3 se presenta la relación de las diferentes instituciones y grupos de investigación que se encuentran trabajando en esta temática, identificando los diferentes métodos de análisis propuestos por cada una, correlacionándola con la determinación realizada, el país y el año de publicación.


  Tabla 3. Relación de las diferentes instituciones y grupos de investigación en Haematococcus pluvialis
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  Conclusiones


  Aunque existen un gran número de estudios de la influencia de diferentes condiciones de estrés sobre la expresión de genes carotenogénicos en H. pluvialis, se estableció que estudios sobre la influencia de otros factores de estrés o de todos aplicados en forma simultánea son muy limitados, así como estudios que relacionen estas condiciones con la expresión de genes carotenogénicos durante la producción de astaxantina.


  Los estudios usando varios inhibidores indican que la carotenogenesis en general y la inducción de carotenoides secundarios está regulada a nivel transcripcional y transduccional, y se constituye en un tema de interés a investigar para entender los genes involucrados, las proteínas y la actividad enzimática durante la inducción de acumulación de carotenoides secundarios, en especial astaxantina.


  Respecto a los grupos que trabajan esta temática, vemos que es un tema de interés en varias instituciones alrededor del mundo en países como; Alemania, Estados Unidos, Japón, India, Corea, China, Turquía, involucrando no solo el estudio de la correlación condiciones de estrés, expresión genética, producción de astaxantina, sino también el uso de diferentes métodos de análisis y la ingeniería genética, ya sea en el mismo H. pluvialis u otros microorganismos como E. coli o S. cerevisiae; siempre en la búsqueda de conocer mejor la ruta biosintética, las proteínas involucradas, las enzimas y los genes expresados para mejorar la producción de astaxantina.
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  Resumen


  La hepatitis es una enfermedad viral que azota a gran parte de la población mundial y cuya etiología es multifactorial, por lo que se ha clasificado a fin de hacer más conveniente su estudio de la A a la E, separándolas según sus características. Existe además la hepatitis autoinmune (HAI), entidad de etiología no conocida que gana mayor prevalencia e incidencia cada año. Se cuenta con pocos reportes en la literatura que relacionen la presentación de una hepatitis viral más una hepatitis autoinmune en un mismo paciente. Sin embargo, algunos estudios han comprobado que dicha relación es una posibilidad; lo que dificulta su orientación diagnóstica, terapéutica, tratamiento y pronóstico. Se presenta un caso de hepatitis B crónica en la que se superpuso una hepatitis autoinmune, a fin de realizar una revisión del tema y sus dificultades diagnósticas.


  Palabras clave: hepatitis autoinmune, hepatitis B crónica, autoanticuerpos


  Topic Review: Autoimmune hepatitis in a patient with chronic hepatitis B. A case report


  Abstract


  Hepatitis is a viral disease that affects a large portion of the world’s population, which has a multifactorial etiology, thus to facilitate its study has been classified from A to E according with the characteristic. Additionally to viral hepatitis also occurs the autoimmune hepatitis, a disease of unknown etiology of which prevalence and incidence are increasing every year. There is few reports in the literature that describe the possibility of finding viral hepatitis and autoimmune hepatitis in one patient at the same time. Nevertheless some studies have indicated that there is possible correlation between them, situation that make difficult its diagnosis, therapeutic approach, treatment and prognosis. A case of chronic B hepatitis with overlapped autoimmune hepatitis is reported aiming to, get a topic review and diagnostic difficulties.


  Key words: autoimmune hepatitis, chronic B hepatitis, auto-antibodies


  Introducción


  La hepatitis B es una enfermedad viral infectocontagiosa que se produce principalmente por transmisión sanguínea o exposición sexual directa con una persona infectada con Hepadnavirus, familia del agente causal (1-3). La capacidad lesiva del virus es despreciable, pero se sabe que la respuesta inmune del huésped a los antígenos virales es la que produce la lesión hepatocelular propiamente dicha. Aproximadamente un tercio de la población mundial tiene evidencia de infección previa o actual con el virus causal y entre 350 y 400 millones de personas positivos para el antígeno de superficie (3). La hepatitis B crónica se desarrolla en un proceso largo en el que el virus de forma primaria se replica constantemente dentro del organismo haciéndose altamente contagioso, para posteriormente disminuir la tasa de replicación paulatinamente, pero finalmente convirtiéndose en virus activo.


  En fases iniciales y activas, los títulos de HBsAg (antígeno de superficie), anti HBc total y anti HBcIgM son positivos con niveles normales o bajos de aminotransferasas y escasa inflamación del tejido hepático, siendo factible que la respuesta inmune permita la adecuada eliminación de la enfermedad en muchos casos (4). A pesar de esto, para considerar inactivo un portador del virus debe hacerse seguimiento al menos cuatro meses de los niveles de las aminotransferasas, las cuales deben estar dentro de los parámetros normales. No obstante, si los cambios en el funcionamiento y la estructura hepática se van conformando en el tiempo, la enfermedad avanza y se expresa principalmente en la alteración de las aminotransferasas. La cronicidad

  de la enfermedad se denota cuando hay presente anti HBcIgM y HBsAg positivo (4).


  La hepatitis autoinmune (HAI), es una enfermedad crónica y progresiva de etiología desconocida (5). Para su estudio se han planteado diferentes hipótesis diagnósticas con el objetivo de orientar la terapéutica de la patología. Pero fue hasta 1966 que la relación con los anticuerpos anti-músculo liso fue observada por Whittingham conociéndose desde entonces como hepatitis crónica activa autoinmune (5). Según Orts Costa y Colbs se considera como una enfermedad necro-inflamatoria del hígado, infrecuente, usualmente crónica y progresiva, de etiología no suficientemente conocida que se caracteriza por la presencia de alteraciones inmunológicas entre las que se encuentran la hipergammaglobulinemia y la presencia de autoanticuerpos, con una buena respuesta al tratamiento con inmunosupresores y mayor prevalencia en mujeres, en especial jóvenes, y que característicamente tiene períodos de remisión. No existe un marcador patognomónico de esta enfermedad (6).


  La superposición clínica de hepatitis B crónica y hepatitis autoinmune no se ha referenciado con anterioridad en nuestro medio. Sin embargo existen reportes que relacionan ambas enfermedades en países desarrollados. No obstante, las dificultades diagnósticas y el desconocimiento del solapamiento de estas dos patologías hacen menester la revisión basada en este caso.


  Presentación del caso


  Mujer de 58 años con antecedentes de falla cardíaca, enfermedad de Parkinson e hipertensión arterial, que consulta por cuadro clínico de un mes de evolución consistente en edema de miembros inferiores grado I que progresó paulatinamente hasta ascitis a tensión. Como síntomas asociados presentó varios episodios eméticos post-prandiales de contenido biliar acompañado de epigastralgia, disnea de pequeños esfuerzos y tos no productiva. Al examen físico, paciente con estabilidad hemodinámica, escleras ictéricas. Ruidos cardiacos rítmicos con soplo telesistólico en foco pulmonar y aórtico, murmullo vesicular disminuido con estertores en ambos campos pulmonares, ascitis severa, reflejo hepato-yugular positivo, edema grado 3 en miembros inferiores, llenado capilar de 5 segundos.


  Se realiza ecografía abdominal total que demuestran cambios en ecogenicidad y tamaño hepáticos, istensión en vesícula con presencia de barro biliar, líquido en cavidad abdominal y cavidad pleural. Se decide realizar paracentesis diagnóstica y evacuatoria con gradiente de albúmina para descartar peritonitis bacteriana espontánea. Se toman; marcadores de hepatitis B consistentes en antígeno de superficie para hepatitis B (HBsAg), anticore para virus de la hepatitis B, antígeno E para virus de hepatitis B (AgEVHB), anticuerpo para el virus de la hepatitis (AcVHC), ferritina, transferrina, anticuerpos antinucleares (ANAS), anticuerpos anti-musculo liso (ASMA), anticuerpos anti-mitocondriales (AMA), alfa 1 anti-tripsina, ceruloplasmina y electrolitos.


  Se obtienen resultados de albúmina sérica de 1.09 mg/dL, bilirrubina total 2.72 mg/dL, bilirrubina directa 1.35 mg/dL, bilirrubina indirecta 1.37 mg/dL, AST 80 U/L, ALT 16 U/L, PT 19.6, PTT 66.5 y un INR de 1.78, Figura 1, radiografía de tórax con hallazgos de falla cardíaca con redistribución de flujo e hipertensión pulmonar acompañado de opacidades en ambos hemitórax con predominio derecho con características de derrame pleural. HBsAg positivos con valor 7156, anti core reactivo mayor 0.05, anti HCV negativo (Agosto 2012), por lo que se diagnostica enfermedad hepática crónica secundaria a virus de Hepatitis B, solicitándose carga viral. Se inicia tratamiento con Entecavir a dosis basadas en la evidencia para estas patologías.


  Se decide realizar segunda ecografía abdominopélvica aumento de ascitis la cual se torna a tensión, que demuestra cambios congruentes con cirrosis hepática y signos de hipertensión portal asociada.


  Tabla 1. Pruebas confirmatorias de enfermedad hepática realizadas a la paciente.
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  Se reciben reporte de ANAS y ASMA reactivos 1/320 sugestivo de mitocondrial, sustrato de ANAS HEP2 tabla 1, decidiéndose tomar biopsia hepática por la presunción diagnostica de hepatitis autoinmune superpuesta a hepatitis B crónica, con aras de descartar un epifenómeno asociado a la infección por el virus de la hepatitis B y, adicionalmente, se inicia tratamiento con Esteroide por el diagnóstico de hepatitis autoinmune superpuesta a hepatitis B crónica. A pesar de tratamiento integral para falla cardiaca la paciente persiste con edema generalizado y sobrecarga de volumen, sin mejoría de signos de congestión. Se practica toracentesis terapéutica, drenándose 500 mL de líquido claro, el cual al estudiarse reporta ser un exudado linfocitario por criterios de Light, sin evidencia de gérmenes, considerándose asociado a compromiso por su enfermedad autoinmune.


  La paciente presenta deterioro clínico manifestado por dificultad respiratoria progresiva que la lleva a falla ventilatoria aguda, por lo que se inicia ventilación no invasiva. Se intenta practicar paracentesis, la cual no es efectiva por no lograrse extraer líquido abdominal. Se realiza ecografía de pericardio, pleura y tórax que reporta atelectasia compresiva y derrame pleural tabicado con septos de grosor importante, con desplazamiento del cardiomediastino hacia la izquierda.


  Presenta deterioro de la función hepática con valores de análisis de albúmina 2.2 mg/dL, bilirrubina directa 3.36 mg/dL, bilirrubina indirecta 4.43 mg/dL, bilirrubina total 7.53 mg/dL, AST 125 U/L, ALT 95 U/L, Tabla 2, fosfatasa alcalina 124 LDH 338, proteínas totales 6.2 g/dL, PT 40.8, PTT 270 y un INR de 4.18, Septiembre 2012, Figura 1.


  Tabla 2. Comparativo pruebas de función hepática. AST: Aspartato amino-transferasa; ALT: Alanino amino-transferasa.
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  La paciente persiste con deterioro clínico pese a las medidas instauradas, presentando posteriormente paro cardio-respiratorio y fallecimiento, por lo que no se pudo realizar biopsia hepática.


  [image: ]


  Figura 1. Pruebas coagulación


  Discusión


  La HAI es una enfermedad hepática necroinflamatoria crónica caracterizada por la presencia de autoanticuerpos circulantes, hipergammaglobulinemia con valores elevados de inmunoglobulina G (IgG) y una lesión histológica necroinflamatoria con hepatitis de interfase e infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario (6,7).


  El síndrome de superposición entre hepatitis B y hepatitis autoinmune debe ser definido cuando existan en un mismo paciente la expresión de las características clínicas, bioquímicas e histológicas de ambas enfermedades (8). Su correcto diagnóstico tiene implicaciones clínicas relevantes en cuanto a las consecuencias pronosticas y de tratamiento (9).


  La posibilidad de HAI aumenta al encontrar persistentemente las aminotransferasas elevadas y usualmente acompañada por gammaglobulinemia, el 25% son asintomáticas al diagnóstico. El 40% se puede presentar como hepatitis aguda con ictericia, anorexia, náusea y síntomas similares a la influenza (10).


  La HAI se ha categorizado en dos subtipos; Tipo1 que está asociada con la presencia de anticuerpos antinucleares (ANAs) y anticuerpos anti-músculo liso (ASMA) en la cual se encuentra el 75% de los pacientes y la tipo 2 que cuenta con la presencia de anticuerpos antimicrosomales higado riñón 1 (LKM-1) o anticuerpos anti-citosólico hepático (LC-1). En la mayoría de centros el 10 – 25% de los pacientes tendrán títulos indetectables de anticuerpos y han sido diagnosticados previamente como hepatitis crónica criptogénica. El díagnóstico se debe hacer sobre la base de los criterios diagnósticos de la IAIHG. Las pruebas bioquímicas e inmunológicas son insuficientes para definir el diagnóstico de IAH. Es importante la realización de biopsia hepática para apoyo del diagnóstico y adicionalmente información pronóstica (11).


  En presencia de HAI, se debe descartar la actividad replicativa vírica, aunque ello implica una mayor dificultad diagnóstica ya que, como se ha comentado, la presencia de HBsAg positivo es criterio que penaliza en los sistemas de puntuación de los criterios diagnósticos de HAI (12).


  Otro punto a destacar es si la infección crónica por el VHB pudiera tener relación con un posible factor desencadenante del proceso inmunológico, hecho referenciado en la literatura médica (13). La base etiopatogénica barajada es la del mimetismo molecular por la que un antígeno externo genera una respuesta inmunológica cruzada frente a un antígeno propio, al compartir secuencias de aminoácidos en su cadena peptídica. Los autoanticuerpos nucleares y musculo liso son comunes en infección por el virus de la hepatitis B.


  Aunque los mecanismos son inciertos los linfocitos T CD4 ayudadores reaccionan contra el AgcHB y AgSHB en la superficie expuesta de los hepatocitos infectados durante la infección por VHB llevando a linfocitos B específicos para antígenos hepatocelulares normales conduciendo a la producción de autoanticuerpos específicos contra el hepatocito lo que favorece a reacción citotóxica contra el hepatocito infectado lo cual puede causar hepatitis autoinmune. Los autoanticuerpos nucleares y musculo liso son comunes en infección por el virus de la hepatitis B. Su origen es porque la DNA polimerasa del VHB comparte 7–9 secuencias de aminoácidos con los anticuerpos nucleares y proteínas del músculo liso (miosina y caldemosina) (14). Los ANA y ASMA están presentes en el 20 – 40% de estos pacientes principalmente en infección por virus de la hepatitis C (15).


  En un estudio de 25 pacientes con hepatitis autoinmune 20 pacientes (80%) tenían anticuerpos positivos para virus de hepatitis C a diferencia de hepatitis B que solo lo tenían 5 pacientes (20%). Basados en los sistemas de puntuación ninguno de los pacientes fue diagnosticado como hepatitis autoinmune definitiva. 18 pacientes (72%) fueron diagnosticados como probable y el 7 restante (28%) como diagnóstico de HAI probable. Sin embargo los sistemas de puntuación no son útiles solos para el diagnóstico. Este se debe basar en el perfil serológico, hallazgos histológicos, sistemas de puntuación, respuesta al tratamiento y desenlaces (16). El diagnóstico debe hacerse en pacientes con signos clínicos compatibles, síntomas y alteraciones analíticas. Ayudas de laboratorio compatibles y anormalidades histológicas que incluyen pruebas bioquímicas hepáticas anormales, un aumento del total de IgG o niveles de gammaglobulina, marcadores serológicos (ANA, ASMA, anti-LKM-1 o anti-LC1), y hepatitis interfase. Deben excluirse otras condiciones que pueden causar hepatitis crónica (9). Es importante tener en cuenta en pacientes con VHB la necesidad de tratamiento antiviral profiláctico cuando se va a precisar un tratamiento inmunosupresor, como fue descrito en nuestra paciente (3).


  Las terapias para hepatitis B crónica buscan disminuir la disfunción hepática, pero también garantizar que la viremia sea menor. Tratamientos con Interferón alfa en hepatitis B crónica han reportado disminuir el riesgo de carcinoma hepatocelular, una de las complicaciones más alarmantes de la enfermedad. Sin embargo sus efectos adversos hacen difícil su uso en muchos pacientes, además de los costos. Hasta el momento, el uso de antivirales sigue siendo el pilar fundamental de la terapéutica. Medicamentos como la Lamivudina, Entecavir, o Tenofovir, constituyen herramientas muy útiles por su efecto análogo de nucleótidos de acción directa en la transcriptasa reversa, que modifica la replicación viral y, con menor evidencia, su efecto inmunomodulador, aspecto que sigue en estudios clínicos (3).


  En la hepatitis autoinmune, la supervivencia a los cinco años en pacientes sin tratamiento es de aproximadamente 25% vs 80% de los que son tratados con corticosteroides. La Asociación Americana para el Estudio de Enfermedades Hepáticas (AASLD) recomiendan Prednisona a dosis inicial de 30 mg/día combinado con 1.2 mg/kg/día de Azatioprina o en monoterapia: Prednisona a una dosis inicial de 40-60 mg/día en adultos (6).


  El uso de terapias combinadas que incluyan medicamentos para tratar ambas enfermedades no se ha descrito previamente, pero al parecer es la conducta más efectiva en casos como este. No obstante, es vital no olvidar soportar las posibles complicaciones por sobrecarga, que son tan frecuentes en éstos pacientes, tal y como se ha visto en el caso descrito, puesto que empeoran el curso clínico y terapéutico de la enfermedad, dificultando el manejo de la misma.


  El seguimiento de las pruebas de función hepática es una herramienta que permite identificar el impacto del tratamiento implementado en el estado del paciente. Niveles altos persistentes de aminotransferasas indicarán que la lesión hepática persiste a pesar de las medidas tomadas.


  Dada la falta de referencias existentes de casos de hepatitis autoinmune sobrepuesta a hepatitis B crónica, existe mucho aún por investigar en éste tópico, por lo que la decisión y enfoque clínico dependen de manera directa del apoyo multidisciplinario de salud, y el diagnóstico certero sólo será posible si se evidencian en un mismo paciente los hallazgos de laboratorio característicos para cada patología ya descritos. De no ser así, será mejor contemplar otras posibilidades diagnósticas que incluyan superposiciones de hepatitis virales o complicaciones hepáticas crónicas como cirrosis o carcinoma hepatocelular, e incluso lesión hepática medicamentosa inducida por tratamientos para hepatitis.
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