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EDITORIAL

Dia Internacional de la Diversidad Biolégica 22 de mayo

International Day for Biological Diversity 22 May

Naciones Unidas
Biodiversidad y turismo sostenible

La diversidad de especies, ecosistemas y paisajes atrae al tu-
rismo y fomenta el crecimiento econémico. A su vez, un sector
turistico bien gestionado contribuye de manera significativa a
proteger la flora y la fauna, incluso a aumentar las poblaciones
de determinadas especies claves, ademas de concienciar acerca
del valor de la biodiversidad a través de los ingresos que genera
el turismo.

La celebracién del Dia Internacional para la Diversidad Bio-
légica nos brinda la oportunidad de resaltar los beneficios que el
turismo sostenible tiene para el crecimiento econémico, asi como
para la conservacion y el uso sostenible de la biodiversidad.

Este vinculo entre biodiversidad y turismo sostenible coin-
cide con la declaraciéon de 2017 como el Ao Internacional del
Turismo Sostenible para el Desarrollo.

sPor qué un Dia Internacional para la Diversidad
Bioldgica?

Si bien cada vez somos mas conscientes de que la diversidad
bioldgica en un bien mundial de gran valor para las generaciones
presentes y futuras, el nimero de especies disminuye a un gran
ritmo debido a la actividad humana.

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica es el instrumento
internacional para «la conservacion de la diversidad bioldgica, la
utilizacién sostenible de sus componentes y la participacion justa
y equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de
los recursos genéticos», que ha sido ratificado por 196 paises.

Dada la importancia de la educacién y la conciencia publi-
cas para la aplicacion del Convenio a todos los niveles, la Asam-
blea General proclamé el 22 de mayo, fecha de la aprobacién del
texto, Dia Internacional de la Diversidad Bioldgica, mediante la
resolucion 55/201 de 20 de diciembre de 2000.

Biodiversidad y Objetivos de Desarrollo Sostenible

Detener la pérdida de biodiversidad y promover el uso soste-
nible de los ecosistemas terrestres y de agua dulce estan incluidos
en el Objetivo de Desarrollo N°15.

Biodiversity and Sustainable Tourism

Diversity in species, ecosystems and landscapes attracts tou-
rism and promotes economic growth. In turn, a well-managed
tourist sector can help reduce threats to key wildlife populations,
and can maintain or increase biodiversity, through tourism re-
venue.

The celebration of the International Day for Biological Di-
versity under the theme “Biodiversity and Sustainable Tourism” is
an opportunity to raise awareness of the important contribution
of sustainable tourism both to economic growth and to the con-
servation of biodiversity.

This theme has been chosen to coincide with the observance
of 2017 as the International Year of Sustainable Tourism for De-
velopment and can contribute to ongoing initiatives such as the
Sustainable Tourism Programme.

Why an International Day for Biological Diversity?

While there is a growing recognition that biological diversity
is a global asset of tremendous value to present and future gene-
rations, the number of species is being significantly reduced by
certain human activities.

The Convention on Biological Diversity is the international
legal instrument for “the conservation of biological diversity, the
sustainable use of its components and the fair and equitable sha-
ring of the benefits arising out of the utilization of genetic resour-
ces” that has been ratified by 196 nations.

Given the importance of public education and awareness
for the implementation of the Convention, the General Assembly
proclaimed 22 May, the date of the adoption of its text, as the
International Day for Biological Diversity by its resolution 55/201
of 20 December 2000.

Biodiversity and the Sustainable Development
Goals

The objectives of halting biodiversity loss and promoting the
sustainable use of terrestrial and inland freshwater ecosystems are
included in Sustainable Development Goal N°15. La Universidad

Referencias bibliograficas

1. Dia Internacional de la Diversidad Bioldgica». Organizacion de las Naciones Unidas.
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CARTA AL EDITOR

The Galapagos Islands: relatively untouched, but increa-

singly endangered

Las Islas Galapagos: relativamente intactas, pero cada vez mas amenaza-

das

Markus P. Tellkamp

Hardly any place on the planet evokes a sense of
mystique and wonder like the Galapagos Islands (Figu-
re 1). They are the cradle of evolutionary thought. They
also are home to an unusual menagerie of animals,
such as prehistoric-looking iguanas that feed on algae,
giant tortoises, the only species of penguin to live on
the equator, a flightless cormorant, a group of unique
an famous finches, furtive and shy rice rats, sea lions
and fur seals. Visitors have to be careful not to step on
the oxymoronically extremely tame wildlife. Endemic
plants, such as tree-like cacti, Scalesia trees and shrubs
(relatives of sunflowers and daisies), and highland Mi-
conia shrubs cover different island life zones. Around
the world, people may not have heard much of Ecua-
dor, the small South American country that proudly
calls the islands its own, but they likely have heard of
the famed Galapagos. Apart from the extraordinary
sensation of experiencing wildlife up close, however,
what makes these islands so special?

To answer this question, it is worthwhile to com-
pare the Galapagos Islands to other islands of the Pa-
cific region. The most obvious comparison is with the
Hawaiian Islands, an archipelago of similar geological
hotspot origin but older. Although there are many
examples, I focus here on two related groups of birds.
Although others taxonomic groups mirror the general
trends seen in these birds. In Hawaii as in the Galépa-
gos, a group of finches has evolved and diversified by

e

DOI. 10.21931/RB/2017.02.02.2

adaptive radiation. No matter which way one choo-
ses to look at these birds, the Hawaiian honeycreeper
(Fringillidae: Drepanidinae) radiation is by far the
more spectacular: about 40 colorful species of birds,
some of which do (or did) not bear any resemblance
to a ‘typical finch, occupy a variety of niches, feeding
on nectar, snails, insects, fruits, leaves or combinations
thereof’. Despite the magnificence of honeycreepers,
the more commonly known example of adaptive ra-
diation is that of the Galapagos finches (Thraupidae).
A look at the current conservation status of these two
groups of birds may reveal why. Of the 35 species of ho-
neycreeper listed by the IUCN, representing only the
historically known species, 16 are extinct, 12 are criti-
cally endangered, two endangered, and the remaining
five vulnerable?. In practical terms, this means that you
can visit the Hawaiian Islands without seeing a single
honeycreeper. In contrast, the Galapagos Finches are
all still very much extant and, with important excep-
tions, quite numerous. In fact, you can easily see five of
the 14 species of Galapagos Finches during a morning
stroll through the town of Puerto Ayora. The Galapa-
gos finches thus allow for fine-grained and intricate
analyses of their evolutionary history’. In contrast, a
recent phylogenetic study* on the Hawaiian honeycree-
per was limited in scope by the lack of genetic material
from the extinct species (Figure 2).

Fig. 1. The Galapagos Islands are an archipelago of volcanic islands distributed on either side of the Equator in the Pacific
Ocean surrounding the centre of the Western Hemisphere, 906 km west of continental Ecuador, of which they are a part.
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_Fig. 2. A female Common Cactus-Finch-(Geospiza scandens) watches the author at:lunch in Puerto Ayora, Santa Cruz Island. f‘?m‘ .
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Markus P.Tellkamp

Fig. 3 A male Small Ground-Finch (Geospiza fuliginosa) searching for
food in the arid zone of Santa Cruz Island.

In nearly every taxonomic group the pattern is the same: on
the Galapagos Islands, far fewer extinctions have taken place and
the populations of the extant species tend to be larger. Why are
the finches and fellow endemic species on the Galdpagos in be-
tter shape than their Hawaiian counterparts? The short answer
is people. Polynesians colonized the lush tropical Hawaiian ar-
chipelago with nutrient rich volcanic soils about 1600 years ago®.
Over the last two centuries, the human population there has even
grown to an estimated population of 1,428,557 people by 2016°.
In contrast, humans have shunned the dry, spiny, and desert-li-
ke Galdpagos Islands for a long time. If Polynesians ever made
it to the Galapagos Islands, they did not stay around. Nowadays,
only 3% of the surface area of the islands can be settled by people,
with the remaining Galapagos 97% being protected as a national
park. A total of 25,244 people were registered during the 2015
census’. Now, the human population is tightly controlled on the
Galapagos. Even for an Ecuadorean citizen, a trip to the islands
feels more like an international trip than a national one. The little
appeal the Galapagos had for people in the past is the main reason
the flora and fauna is still quite intact (Figure 3).

Only about 13 species of terrestrial vertebrates have beco-
me extinct in historic time®, although entire populations of some
species have been extirpated on some islands’. In the broad spec-
trum of human impact among all Pacific islands, the Galapagos
are perhaps the least impacted. At the other extreme, having
passed through a devastating anthropogenic cataclysm, we have
the Easter Islands whose terrestrial ecosystems have been nearly
completely transformed'. The Hawaiian Islands fall somewhere
in between.
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The fact that the islands are still largely intact
should not be viewed with passive complacency.
Anthropogenic processes have already been set in
motion that are starting to threaten this fragile is-
land ecosystem. First among them are introduced
species that are displacing, infecting or eating na-
tive plants and animals. According to the Charles
Darwin Station'!, there are now nearly 2000 intro-
duced species, some of which are wreaking serious
havoc on the islands. For example, going back to
the finches, one of the introduced parasites is now
seriously threatening the famous Galdpagos Fin-
ches, especially the critically endangered Mangrove
Finch (Camarhynchus heliobates). The parasitic fly
Philornis downsii has been identified as the main
threat to survival of several finch species'. It may
also be responsible for the extinction of the newly
confirmed species of San Cristobal Vermillion Fly-
catcher (Pyrocephalus dubius)®. In an attempt to
eradicate invasive species, authorities are someti-
mes resorting to drastic measures. For example, tens
of thousands of goats have been eliminated from
several islands at great cost'. This well-meaning
measure has had its ecological backlash, however.
Officials from the Ministry of Agriculture, Fishing
and Livestocok have noted that in the absence of
the introduced herbivore, the first plants to reco-
lonize goat-ravished areas are introduced, invasive
species which are outcompeting the native species.
In addition, populations of Galdpagos Hawks (Bu-
teo galapagoensis) have diminished" as changes in
habitat structure due to goat removal have made
hunting for these animals more difficult®. Introdu-
ced species are perhaps the gravest problem, but the
World Heritage Committee identified illegal and

unsustainable fishing, tourism, immigration, lack of education,
and problematic governance as major threats as well’. Clearly,
the islands require a creative and holistic approach for solving
conservation problems. (Figure 4).

The Galapagos Islands are unique because of the limited
damage people have done to its native flora and fauna. At the
same time, they are increasingly under pressure from anthro-
pogenic causes. In order to safeguard the islands into the futu-
re, a new generation of natural resource managers needs to be
trained that is capable of using the latest technology and insi-
ghts in the natural and social sciences'® to properly solve the
problems faced by the island’s biota. In addition, the full poten-
tial for the islands to become a unique natural laboratory has
not been realized yet. The Galdpagos require modern labora-
tories in addition to an intellectual research environment that
is wholly based on the islands. National and foreign scientists
can contribute to safeguard the islands, not only by creating
and sharing knowledge, but also by increasing awareness in the
population, and attracting funds for research and conservation.
For this to happen, the scientific community not only needs
the right incentives (particularly ease of access) to invest in the
islands, but they also need qualified islanders who can at some
time run the future labs. Perhaps it is time for a “University of
the Galdpagos Islands?”

All birds pictures used in this articles belongs to the
author Markus P. Tellkamp
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INVESTIGACION

Caracterizacion molecular y criopreservacion de hongos
y bacterias asociados a la rizosfera de especies vegetales
acumuladoras de metales pesados en suelos contamina-
dos por mineria.

Molecular characterization and cryopreservation of fungi and bacteria asso-
ciated to the rhizosphere of heavy metal accumulation vegetable species in
soils contaminated by mining.

José Francisco Ochoa'. Aminael Sanchez-Rodriguez®.
DOI. 10.21931/RB/2017.02.02.3

Los microorganismos son un claro ejemplo de la enorme biodiversidad que contiene el suelo. Se procedi6 al ais-
lamiento in vitro, caracterizacién molecular e identificacién de microorganismos de suelo de rizésfera asociados a
Miconia zamorensis y Erato polymnoides, considerados como acumuladores de metales pesados en la zona minera
de Chinapintza - Zamora Chinchipe. Las cepas se identificaron mediante la secuenciacion del gen 16S ARN riboso-
mal en bacterias, y se identificd la presencia de géneros como Bacillus, Lysinibacillus y Serratia. En hongos se utilizé la
secuencia del gen ITS ARN ribosomal y se identificaron los géneros Aspergillus, Talaromyces, Penicillium, Trichoderma,
Nodulisporium, Fusarium, Rhizopus, Mucor, Umbelopsis e Hypochnicium. Tales géneros forman parte del suelo y se
consideran como tolerantes a ecosistemas con elevada contaminacién de metales pesados. Nuestros resultados
seran el punto de partida de informacion sobre la potencialidad que brindan estos microorganismos para desa-
rrollar estrategias de biorremediacion en la zona de estudio. Debido a la gran demanda de elaborar colecciones de
microorganismos con fines de biorremediacion, se planted la criopreservacion de los cultivos puros bacterianos y
fungicos. Se obtuvo una viabilidad efectiva en la reactivacion de los cultivos bacterianos, mientras que en hongos la
mayoria de cultivos fueron reactivados con éxito.

Palabras clave: Microorganismos de suelo, aislamiento in vitro, criopreservacion, caracterizacién molecular, 16S ARN
ribosomal, ITS ARN ribosomal.

ABSTRACT

Microorganisms are a clear example of the enormous biodiversity contained in the soil. It proceeded to the in vitro
isolation, molecular characterization and identification of microorganism’s rhizosphere soil associated with Miconia
zamorensis and Erato polymnoides, regarded as accumulators of heavy metals in the mining area of Chinapintza -
Zamora Chinchipe. The strains were identified by sequencing the 16S ribosomal RNA gene in bacteria, and it was
identified the presence of genera such as Bacillus, Serratia and Lysinibacillus. In fungi was used the sequence of ITS
ribosomal RNA gene and it was identified the genres Aspergillus, Talaromyces, Penicillium, Trichoderma, Nodulispo-
rium, Fusarium, Rhizopus, Mucor, Hypochnicium and Umbelopsis. Such genres form part of the soil and are considered
as tolerant to ecosystems with heavy metals contamination. Our results will be the starting point of information on
the potentiality of these microorganisms to develop bioremediation strategies in the study area. Due to the high
demand to elaborate collections of microorganisms for bioremediation purposes, it was proposed the cryopreser-
vation of bacterial and fungal pure cultures. It was obtained an effective viability in the reactivation of bacterial
cultures, while in fungi most cultures were reactivated successfully.

Keywords: Soil microorganismes, in vitro isolation, cryopreservation, molecular characterization, 16S ribosomal RNA,
ITS ribosomal RNA.
|
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El empleo de especies vegetales de por si no es

En Ecuador la actividad minera desorganizada y
artesanal genera un alto grado de contaminacién am-
biental, sobre todo la relacionada con la extracciéon
de oro produciendo un vertimiento muy elevado de
mercurio al suelo y riachuelos cercanos a las dreas de
extraccién'. En la actualidad los ecosistemas contami-
nados estan en el centro de atencién tanto de gober-
nantes como de la comunidad cientifica y la creacién
de estrategias para recuperar y disminuir el impacto de
la elevada contaminacién por metales pesados es un

una estrategia de biorremediacién con un balance cos-
to/beneficio favorable’. Una alternativa para mejorar
estrategias de remediacion basadas en plantas acumu-
ladoras de metales pesados consiste en asociar las plan-
tas con microorganismos del suelo®. Estos microorga-
nismos tienen la capacidad de facilitar el proceso de
extraccion de metales pesados por parte de la rizosfera
de las plantas®. La rizosfera es considerada como un
“punto caliente” de las actividades microbianas, en
donde las interacciones entre las raices y los microor-
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ganismos constituyentes del suelo (minerales y materia organica)
tienen lugar’. En general, los microorganismos sirven como in-
termediarios entre la planta que requiere nutrientes o minerales
solubles, y el suelo, que contiene los nutrientes necesarios pero
a menudo en bajas concentraciones y formas inaccesibles para
las plantas ¢. De este modo los microorganismos de la rizosfera
proporcionan un enlace critico entre las plantas y el suelo’. Por lo
tanto, los microorganismos han desarrollado estrategias diversas
que han propiciado el florecimiento de una serie de interacciones
sinérgicas, tanto entre si como con la planta’.

Los microorganismos consumen metales pesados de forma
activa (bioacumulacion) o pasivamente (adsorcion)?. Por ello tie-
nen la capacidad de inmovilizar metales por medio del secuestro
o acumulacion celular o a través de procesos de precipitacion ex-
tracelular®. Los efectos de los metales pesados sobre las comu-
nidades microbianas pueden tener consecuencias dramdticas
para el funcionamiento de todo el ecosistema’. Si los metales se
encuentran en concentraciones suficientemente altas pueden re-
ducir el tamao de las poblaciones microbianas, destruyendo sus
estructuras y reduciendo sus actividades bioldgicas'. Por consi-
guiente la estrecha interaccion entre los microorganismos de la
rizésfera y las plantas conducen a un aumento en las actividades
relacionadas con la recuperacion de suelos contaminados'’.

Basados en estos antecedentes, en el presente proyecto se
decidi6 explorar la diversidad de comunidades microbianas aso-
ciadas a la rizésfera de especies vegetales acumuladoras de meta-
les pesados en suelos contaminados, asi como estrategias para su
conservacion en condiciones in vitro para facilitar aplicaciones de
fitoremediacion.

1
Métodos

Aislamiento in vitro de cultivos microbianos.

Se realizé el aislamiento de microorganismos de suelo de
rizosfera de Miconia zamorensis y Erato polymnoides identifica-
das como especies acumuladoras de metales pesados en la zona
minera de Chinapintza — Zamora Chinchipe (Ecuador). Se esta-
blecieron dos transectos de 50m?, ubicados en las coordenadas
4°02’16.6”S 78°34’14.9”W. Transecto A: suelo contaminado al
margen de un caudal de agua que sirve de vertedero de residuales
de la actividad minera. Transecto C: area ubicada 300m al norte
del transecto A.

Las cepas se aislaron utilizando la técnica de dilucién en
serie y fueron cultivadas en cajas Petri con medios de cultivo
especificos para bacterias (BBL™ Trypticase™ Soy Agar -TSA) y
hongos (BD Difco™ Potato Dextrose Agar - PDA).

Criopreservacion y viabilidad de cepas bacterianas
y fungicas.

Los cultivos bacterianos y fuingicos puros fueron conserva-
dos en criotubos de almacenamiento y como crioprotectante se
emple6 el glicerol. Finalmente se procedié a colocar los criotu-
bos en congelacién a -80°C. Posteriormente fueron reactivadas
al cabo de un periodo de tiempo en congelacion. En bacterias fue
después de 8 semanas mientras que en hongos fue en el lapso de
12 semanas. Tal proceso se realizé para medir la viabilidad del
método de criopreservacion empleado.

Caracterizacion molecular de cepas bacterianas y
fangicas.

Los cultivos bacterianos y fungicos puros fueron conserva-
dos en criotubos de almacenamiento y como crioprotectante se
emple6 el glicerol. Finalmente se procedid a colocar los criotu-
bos en congelacion a -80°C. Posteriormente fueron reactivadas
al cabo de un periodo de tiempo en congelacion. En bacterias fue
después de 8 semanas mientras que en hongos fue en el lapso de
12 semanas. Tal proceso se realizé para medir la viabilidad del
método de criopreservacion empleado.
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Caracterizacion molecular de cepas bacterianas y fingicas.

Se procedio a la obtencion de ADN gendmico de las cepas
bacterianas y fingicas reactivadas empleando el kit de extrac-
cion UltraClean Microbial DNA Isolation kit (MoBio) siguiendo
el protocolo del fabricante. Posteriormente se amplifico el ADN
gendmico mediante la técnica de Reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR).

Las cepas bacterianas se identificaron utilizando las secuen-
cias del gen 16S ARN ribosomal. Las muestras de ADN fueron
obtenidas para cada colonia individual de cada cepa y la ampli-
ficacion del gen 16S ARN ribosomal se llevé a cabo por PCR.
La amplificaciéon del ADN se realiz6 utilizando el GoTaq PCR
Kit (PROMEGA) utilizando las condiciones propuestas por'2.
La amplificacién se realizé mediante el empleo de los siguien-
tes primers: EUB338 (ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG) y
EUB518 (ATT ACC GCG GCT GCT GG)*. Se emple6 el termo-
ciclador (Applied Biosystem) y las condiciones fueron 94°C-9min
por 1 ciclo; 94°C-45seg, 55°C-45seg, 72°C-45seg por 30 ciclos;
72°C-7min por 1 ciclo.

Las cepas fungicas se identificaron utilizando las secuencias
del gen ITS ARN ribosomal. La amplificacién por PCR del ADN
se realiz6 utilizando el GoTaq Pcr Kit (PROMEGA). La amplifi-
cacion se realiz6 utilizando los primers ITSIF (TCC GTA GGT
GAA CCT GCG G) y 5.85 (CGC TGC GTT CTT CAT CG)*. Se
empled el termociclador (ProFlex™ PCR System) con las siguien-
tes condiciones: 95°C-2min por 1 ciclo; 95°C-1min, 50°C-30seg,
72°C-30seg por 40 ciclos; 72°C-5min por 1 ciclo.

Los productos de PCR amplificados se separaron por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%. Las muestras que obtuvieron
resultados positivos en relacion a la observacion de bandas fue-
ron purificadas empleando el protocolo Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System siguiendo el protocolo del fabricante. Se obtuvo
un volumen final de 30 pl por cada muestra que fue utilizada para
la secuenciacién.

Secuenciacidn y analisis bioinformatico de los frag-
mentos amplificados de los microorganismos.

Las muestras purificadas de productos de PCR se secuen-
ciaron empleando el servicio de la compania Macrogen, Korea
(http://www.macrogen.com/kor/). Las secuencias bacterianas y
fungicas fueron analizadas utilizando la herramienta BLAST en
la base de datos del NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) para encontrar secuencias estrechamente relacionadas. So-
bre la base de méxima identidad fueron seleccionadas las prime-
ras cinco secuencias y alineadas conjuntamente con las secuen-
cias de bacterias y de igual manera para los hongos, para ello se
emple6 la herramienta MAFFT (Version 7, estrategia G-INS-i).
Para la construccién de drboles filogenéticos se utilizé el mé-
todo de Maxima Verosimilitud con 1000 réplicas de bootstrap,
empleando el software de anilisis genéticos MEGA6. Por medio
de este andlisis fue posible la identificacién molecular de los mi-
croorganismos presentes en la rizosfera de las especies vegetales
asociados a las muestras de suelo.

1
Resultados

Criopreservacion y viabilidad de microorganismos
aislados.

Para realizar un congelamiento efectivo es necesario man-
tener los microorganismos bajo ausencia de agua, lo que resul-
tara en un estado de latencia de las células vivas para inhibir sus
actividades bioquimicas®, proporcionando las condiciones ne-
cesarias para estabilizar a los microorganismos preservados in-
movilizando o reduciendo el contenido de agua de las muestras
almacenadas™. Esto concuerda con los resultados obtenidos en
la criopreservacion bacteriana debido a que se obtuvo un 100%
de viabilidad en la reactivaciéon de cada una de las muestras al
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cabo del periodo en congelacién. Entre los principales factores
que permitieron tal recuperacién se encuentra que se aplico
como crioprotectante al glicerol. Segun® el glicerol mediante el
aumento de la concentracién total de solutos reduce la cantidad
de hielo formada, que es la causa del dafio al momento de someter
a microorganismos a extremas temperaturas de congelacién, y el
glicerol protege a las células contra este dafo. La eficacia del gli-
cerol como crioprotectante depende de una serie de propiedades:
(a) es un compuesto soluble en agua y puede permanecer asi a
bajas temperaturas con el fin de producir una profunda depresién
del punto de congelacion; (b) capacidad de penetracién celular;
y (c) posee una baja toxicidad de modo que se puede utilizar a
elevadas concentraciones'.

En hongos de las 100 aislados sometidos a criopreserva-
cién unicamente fueron reactivados con éxito 90 muestras. Pue-
de existir el caso que multiples factores afecten la eficacia de la
criopreservacion que van desde procedimientos pre y post tra-
tamiento. Estos incluyen, concentraciéon del crioprotectante,
fuentes de carbono y las intensidades de luz'”. Durante la fase de
congelacion, la formacion de cristales de hielo se produce, y es
letal cuando se forma intracelularmente, por lo tanto la preven-
cién de dicha formacién es altamente deseable. En el caso de
hongos la criopreservacion fue efectiva porque un alto porcentaje
de muestras fueron viables, pero hubo el caso de muestras que
no lo hicieron. Por ello se pudo dar el caso de que varios de los
factores mencionados afectaron los cultivos y no permitieron una
viabilidad efectiva.

En el caso de hongos y bacterias se emple6 para la criopre-
servacion diferentes concentraciones de glicerol. Para hongos fue
empleado al 10% y se obtuvo resultados satisfactorios en la con-
gelacion y posterior reactivacion de las colonias fingicas. A una
concentracion del 10%, el glicerol permite que la solucién conge-
lada sea bastante solida a -80°C" y los hongos fueron cultivados
en medio de agar previamente a ser almacenados, a esta concen-
tracion el glicerol cumple su funcién de evitar danos de congela-
cidn, tales como la formacion de cristales de hielo?. Por otro lado
las colonias bacterianas fueron sometidas a concentraciones mas
altas de glicerol (80%), ya que a concentraciones mayores al 50%
el cultivo puede permanecer parcialmente liquido? y las bacterias
fueron criopreservadas en medio de cultivo liquido.

Identificacion molecular bacteriana basado en la
secuencia del gen 16S ARN ribosomal.

Un total de 27 secuencias de las muestras bacterianas fueron
analizadas, las cuales fueron utilizadas para el andlisis bioinfor-
matico. Se determin6 que la mayoria de las secuencias presen-
taban una similitud mayor al 90% con las secuencias homologas
mas cercanas en las bases de datos del GenBank. La identificacion
filogenética de los aislados bacterianos basados en la secuencia
parcial del gen 16S de ARN ribosomal se muestran en la Tabla
1. El analisis de las secuencias del gen 16S ARN ribosomal per-
miti6 identificar los siguientes géneros: Bacillus, Lysinibacillus y
Serratia.

Identificacion molecular fingica basado en la se-
cuencia (ITS) de la region de ARN ribosomal.

Un total de 41 secuencias de las muestras fungicas fueron
analizadas, las cuales fueron utilizadas para el analisis bioinfor-
matico. Se determind que la mayoria presentaban una similitud
mayor al 90% con las secuencias homologas més cercanas en las
bases de datos del GenBank. La identificacion filogenética de
los aislados fungicos basados en la secuencia parcial del gen ITS
de ARN ribosomal se muestran en la Tabla 2. El analisis de las
secuencias del gen ITS ARN ribosomal permitié identificar los
siguientes géneros: Aspergillus, Talaromyces, Penicillium, Tricho-
derma, Nodulisporium, Fusarium, Rhizopus, Mucor, Umbelopsis,
e Hypochnicium.
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Fuente de alslamiento

[ilemtificacion
Aldado Especie vegetll  Transecto  Tipe de suelo de filogenética*
riréslera
ECl ( Coerol Bailher 59
EC2 C Coprol
EC4 C
ECS C
ECH (
ECT Control )
ECE { Coegral o L4
ECY L Li | 1]
ECI0 L Lyevinitoifics 5
Ep 1
EP? A Bacills sp
EPs 4 Bacilhs 5
EM A Basilies
EP3 Lot Bagifin
EPf A Comtaniz Baciliw g
EPT Erato Pohynmeides Confanumads Bacilive g
MCI Micouiie zomares C Cozerol Bacilfet sp
M2 LT { Couty i |
MC3 firoui { Cowtrol
M4 M [ (i
MC3 Hicau { (Cres
MP livan 4 Lo ]
ME. fi A Comtamizmado Sermatic )
MPY  Micouo s Y Comtanizado Serrafia 5p
Mi A Coptammado T

* Ver tdenctficacion filogenética en la Figura |

Tabla 1: Identificacion molecular de aislados bacterianos.

Andlisis filogenético de Bacterias.

La Figura 1 revela un arbol filogenético entre las cepas aisla-
das y las secuencias de varias especies de referencia del GenBank.
Lo que ha permitido conocer las poblaciones de bacterias cultiva-
bles pertenecientes a las diferentes fuentes de asilamiento.

Se ha evidenciado la presencia de los géneros Bacillus, lysi-
nibacillus y Serratia en los transectos A y C. Tal patrén de agre-
gacion se puede explicar porque que ambos transectos se en-
cuentran en un drea con un alto deterioro del medio ambiente.
El transecto C pertenece a una zona minera abandonada, donde
las actividades mineras se detuvieron cinco afios antes del pre-
sente estudio. Por otro lado el transecto A es una zona intensiva
de mineria, en donde se estdn llevando a cabo una gran cantidad
de actividades de mineria de oro a pequefia escala. Otro de los
motivos es que se determind que en los tejidos (raiz, tallo y ho-
jas) de Miconia Zamorensis y Erato polymnoides se encontraban
considerables cantidad de Hg. En el transecto C una media de
concentracién de Hg de (0.4 + 0.2 - mg kg-1), mientras que en el
transecto A una media de concentracion de Hg de (2.1 + 1.8 - mg
kg-1). Por lo tanto no existe gran diferencia en la concentracion
de Hg entre los transectos, lo que evidencia las similares condi-
ciones de contaminacion entre ambos sitios.

Es interesante indicar que los géneros dominantes detec-
tados en las muestras de cada transecto se relacionan con cepas
degradantes y resistentes a metales pesados, tales como Baci-
llus, Lysinibacillus y Serratia.?* informaron que Bacillus es una
cepa bacteriana de amplia resistencia al mercurio (Hg), entre las
principales condiciones que permite tal resistencia se encuentra
la esporulacién, que es de cardcter natural para favorecer el cre-
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Fuente de alslamiento
Especie vepetal Transecto  Tipo de soelo < ;
Alslado d Identificacion filogenctica *
e
rizosfera
EC1 Erato Polvamoides C Control Muecar sp
o, B “rate Polvnmoides 3 “oniT Trichoderma cf. Harziamon
EC2 Erato Pol i { Control Trichad, cf. Hi
EC3  Ernte Palvimaides ( Contral Trichodermn sp2
EC4  Erivte Polvnnaidles C Control Nodulispariam sp
ECS  Erate Palvimaides C Contral Fusarimm of. Chysporim
('t Erinto Polvianaides C Control Fusarinm of. Ohysporm
ECH Erato Pol T
ECT  Erato Polvimaides C Contral Mucar sp <]
ECE  Erniate Polvnmaides C Contral Mucar sp
ECO Eraro Polvnmoides C Control Miwcor sp.
ECI0  Erato Polynmoidis & Control Asprrgilius of. Niger
) Frirto Polvnmoides R st of. Ohvsporim
ECll  Erato Pol 1 L Coitrol F f. Chysp
12 it mtnoides 9 f richuoedmming
EC12  Erato Poly . ( Control Trichodema spl
EPI Erato Polvinoides A Contanunado Mricor sp
A “rirte Polvnmaides ! “ontaminado Mucor cf. Irvegularis
EP3  Enmto Pol i {1 Contanmade Mucor cf. Irvegul
EP4 Eraro Polvnmoides A Contanunado Trichoderme of. Harziamm
EPS  Erafe Polvimoddes A Comtanunado Trichoderma cf. Longibrachianm
-Po Erato Polvnmoides s O richoderma of. Harziamm
EPG tor 1 4 Contamanado T f H
EPT  Ermto Polynmoides A Contamuada Trichodermna sp2
EPR Erato Polvnmoides A Comtanunado Trietroderma cf Marziammm
: Erito Palvimardes ; o ; richoderme of. Harziarmimm
EPd  Ernato Pol & y Contaminado Trichod, cf. H;
EPI0  Ermio Polynmoides A Comntanunado Mucor sp
EP1l  Eraro Polynmaides A Confammadao Mucor sp
EP12  Erato Polvimoides A Contanmumado Mucor sp.
MC1  Miconia zamorensis C Control Uimnbelopsis sp.
i
MC2  Miconta zamorensis C Control Hypaclnicium sp
MC3  Miconia zamorensts C Control Aspergiling of. Niger
MCA  Miconta zamiorensis C Control Aspereiilis of. Niger
MCS  Miconia camiorensis C Control Ririzapiis of, Chizae
MC6  Miconia zamiorensis C Control Talaromveces of, Purpnireogeniis
] 2
MCT  Miconia zamiorensis C Control Aspergiilus cf. Flavus
MCE M I C Contral Trichodering of, Longibraelinnm
MO9 M T OTETINTS C Confrol Aspergillug of. Funigarus
Perg B
MCLl  Miconia zamorensis C Control Trichodermia cf. Longibrachintum
MP1 Miconia zomorensis A Contanmunado Trichoderme of. Ho=iammn
MP2 Miconia zamorensis A Contanunado Trdchodermna sp
MP4 Wiconia zamorensis A Contmnmuado Trichodera ¢f. Harziamimm
MPs Micowia zamorensis A Contanuado {spergillus ef. Terrens
PErg
MP9  Miconio zamorensi A Contaminado Penieillinm of. Citrinume
MPIOD  Micomia zamorensis A Contanunado dspergillis cf, Tevrns
perg
MPII  Miconia zamorensis A Contamnado Aspergillus of. Flmms
MP12 Miconia zamorensis A Contanumado Trichodernna sp2

* Ver identificacion filogenética en la Figura 2

Tabla 2: Identificacion molecular de aislados fungicos.

cimiento de Bacillus bajo condiciones de estrés. Ademds® indi-
caron que bacterias formadoras de esporas resistentes a metales
pesados como Bacillus pueden emplearse en sitios contaminados
que permitan la biorremediacién de ambientes toxicos.

Las cepas del genero Lysinibacillus es ampliamente aplicada
en la biorremediacién de metales pesados®, tales como Co, Cu,
Cr y Pb®. Otra de las cepas bacterianas identificadas pertenecen
al género Serratia la cual ha sido identificada de naturaleza tole-
rante a metales®. En un estudio realizado por? reportaron que
Serratia posee un amplio rango de resistencia a multiples metales
pesados como Mn, Hg, Pb, Zn, Cr, Nj, Co.

Andlisis filogenético de Hongos.

En la Figura 2 se muestra un drbol filogenético de las mues-
tras fungicas y las secuencias de varias especies de referencia
del GenBank. Lo que ha permitido conocer las poblaciones de
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hongos cultivables pertenecientes a las diferentes fuentes de asi-
lamiento.

Enlos transectos A y C se ha evidenciado que las concentra-
ciones de Hg en el suelo se encuentran en cantidades significati-
vas, por ello la mayoria de los géneros identificados en el presente
estudio se encuentran tanto en los transectos A y C.

Los hongos son habitantes naturales del suelo y tienen una
elevada potencialidad para la remediacién en virtud de su enor-
me crecimiento, mayor biomasa, produccién y extenso alcance
de las hifas en el suelo®®. Son un grupo versatil, ya que pueden
adaptarse y crecer en diversas condiciones extremas de pH, tem-
peratura y disponibilidad de nutrientes, asi como en ambientes
con elevadas concentraciones de metales®, como es el caso del
drea minera de Chinapintza, zona de la cual se aislé los hongos
cultivables del suelo. Por otro lado ofrecen la ventaja de contener
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EP2
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ECH
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ss | Bacillus thuringiensis KFB36518
Bacillus thuringiensis KJ496381 Bacillales |Firmicutes
Bacilius thuringiensis KF9T3233
Bacillus cereus JX188061
Bacillus thuringiensis JQ579628
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Bacillus cereus JAT2T435
100 Bacillus cereus HM989317
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—
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Figura 1: Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud basado en la regidn 16S parcial de ARN ribosomal que muestra las relaciones filogenéticas de
muestras bacterianas de los Transectos Ay C. Solamente se muestran los valores de bootstrap superiores a 50%.

Bionatura +  Volumen2/Numero2 -« http://www.revistabionatura.com




Caracterizacion molecular y criopreservacion de hongos y bacterias asociados a la rizosfera de especies vegetales
acumuladoras de metales pesados en suelos contaminados por mineria

293 ——

a8

66

EC10
MC4
MC3
Aspergillus niger KUSSEST2T
Aspergilies miger LC172268 Aspergilus cf. miger
Aspergifus miger KUSOBIST
Aspergiius miger KX664417
51 Aspergiies niger KXE64345
MPS
a3 iapwnf}-l'us trraus EHE‘;;«Z;&
spargilus lereus 14
Aspergiius ferreus KJOSE37S | AsPermilus of. tarsus
MP10
Aspargiius ferreus KU3194389
g5 |MP11
MCT
Aspergiius Mavus KXE10730
Aspergiffus faves KT329289 | Aspepiius of. favus
Aspergiius Naves KTI29287
Aspergifues faves KTI2Z9286
100 ;ﬁmms purpuraogenes KRS0S185 [o—— o
L]
Talaromyces purpureogenus KMES0228 ) raammyces of purpumogiius o
Talaramyces pupureogenus KM111492 e
Talaromyces puwpureogenus LE015085
a5 Aspargilus fumigales KXE10742
i fi KX&107 Asperg
Aspargilus fumigafes KX810741 Wus of furmigmius
Azpergilug furmigales KXE10740 ™
Aspargiius fumigalus KXE10738
ar Pavvicitlivm citrinum KXE64347
Panicitium citrinurn KUGEES51
Paniciflium citrinum KU0S9850 | p. o0 lrieary
Pawicitium citrinurn KX258608 fhum ef. ci
| Peamicifium citrinum KUOS0828
MP3
ECH
57 ECS
EC11 ABEOTI
95 | Fuserum oxysporum KUBS03ES | Fusaium of. caysporum | Hypocreales
Fusarium oxysporum KUBS0363
Fusarium oxysporwem KUSA03ES5
ag | Modulisporium sp. AF201758
MNodulisporivm sp. KJ528521
o] NE?:‘GH“#MM 8. AFZO1TSS Noduiizponum sp. | Xylariales
Nodulisporium sp, HO023087
Moduligperium ap. AFZ01TED
EC12
Trichodarme kaningld NR13B455
100] richodarma samuelsii NR138452 | Tenedemns sp1
Trichoderma hispanfcum NR138451
MP1
EP3
EFE
EP4
72{ | Trichoderma harzianum KT2E85881
Trichadenma harfignum KTZE5803 | Trckhodanms o Bare i
Trichoderma harzignum KT323118
MP4
o1 EC2 Hypoonsales
Trichoderma harzianum KCA03947
EP&
go | Trichoderma andingnse KT278851
Trichoderma cilfinoviride KRB12250
Trichodermna pararassael KRB12252
EFT Tr ;
EC3 ek apd
MP1Z
MP2
Trichodarma longibrachiatum KUS29830
MC11
MCa
Trichadarma longibrachiatum KLUZT1TIET | Trchodk of lorgiract
Trichedarma longibrachiaturn KU317865
Trichodarma lomgibrachiatum KU3178T0
EPS
Umbelopsis anguians JN20E380
MC1
Umbelopsis anguians NR13T072
B0 Limbalopsis ramanmana AB153534 | Umbaiopsis sp
Umbelopsis angulans KCE16010
Umbalopsis ramanniena AB193544
Umbelopsis ramannians AB183543
Rhizopus oryzas KUSIITE
RHJ_TU'DUS ayTae KUG12323
Eﬁgiapus aryras KUB3IITES Rt o oz
Rhvirapus oryrae KUB12324
Rhizopus oryzas KUE12328
Mucar irregidaris JX976247
Mucor irreguians JN208154
7 ﬂ;;:ﬂnrmgumns JMNZ08156 | Muoor cf. imeg (X1 I Zygomycota
1 Mucor irreguiaris JXSTE288
B8 Mucor japamnicus JN2DE158
Mucor irreguians KROTETE3
Murcor rigioola J X4 TEISE
EC1
ECS
EF1
EP12 Al s
EP1D
ECH
ECT
EP11
MC2
Hypochnicium wakelieldise JOISEB0T
98| Wypochnicium wakefialdise AF428420
B, Hpmochmiciom afbosiraminaum KBS 14374 | oo
ypochmicium alboslraminewm
Hypochnicium albostraminewm ABSOTSAT ! it i | Rolypocaln. | Baldicmyots
Hypochmicium punclulalum AF4A20411
Hypochnicium punctulatum AF428414
Hypachnicium punciulaium AF229413

0.2

Bionatura Volumen 2/Numero2 -«

Figura 2: Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud basado en la region ITS1 de ARN ribosomal que muestra las relaciones filogenéticas de muestras
fungicas de los Transectos A y C. Solamente se muestran los valores de bootstrap superiores a 50%.
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material en la pared celular que muestra excelentes propiedades
de unién a los metales®. Al describir la capacidad de crecer en
altas concentraciones de metales, distinguimos hongos tolerantes
a metales pesados los cuales se describen a continuacion.

Especies del genero Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y Tri-
choderma son unicos por su elevada tolerancia a metales y por
su potencial de biosorcion a diferentes metales pesados, ademas
pertenecen a los microorganismos que son muy eficaces en la eli-
minacién de metales pesados de ambientes contaminados®'. Por
ello se han convertido en microorganismos dominantes en habi-
tats contaminados®.

Otro de los géneros identificados fue Talaromyces el cual es
tolerante a elevados niveles de Hg, Cu, Co, Pb y Cd*. La adapta-
cion a dichos metales fue el resultado de mecanismos fisiologicos
y por procesos bioquimicos activados que confieren resistencia a
varios metales pesados®. También entre los géneros identificados
se encuentran Nodulisporium el cual es un hongo endéfito® y es
eficaz como agente de control bioldgico contra una variedad de
hongos patdgenos®; Mucor que ha sido aislado de suelos conta-
minados por metales pesados y se ha descrito una fuerte resisten-
cia a Cd y Pb*; Umbelopsis que es tolerante a elevadas concentra-
ciones de Hg* e Hypochnicium que posee una elevada resistencia
aHg, As, Cd, Cu y Pb respectivamente®. Finalmente entre los ais-
lados se encontraron muestras pertenecientes al género Fusarium
el cual puede desarrollarse en ambientes con presencia de Cr*.

|
CONCLUSIONES

El presente estudio representa un primer avance en el reco-
nocimiento de la microflora asociada a la rizdsfera de las especies
identificadas como acumuladoras, Miconia zamorensis y Erato
polymnoides en la zona minera de Chinapintza. Se pudo obtener
un alto nivel de diversidad con respecto a los géneros y especies
de hongos y bacterias identificados, que seran el punto de parti-
da de informacién sobre la potencialidad que brindan estos mi-
croorganismos para desarrollar estrategias de biorremediacion en
la zona de estudio. Se determind la presencia de géneros bacteria-
nos que pueden emplearse como agentes potenciales de biorre-
mediacién. Tales géneros bacterianos pueden tolerar ambientes
contaminados con metales pesados debido a que poseen varias
caracteristicas metabdlicas y catabolicas de resistencia. Por otro
lado el conocimiento de la presente investigaciéon proporciona-
rd informacion acerca de los principales géneros fungicos que se
encuentran en la rizdsfera de especies vegetales acumuladoras de
metales pesados en Chinapintza, y con ello se pretendera conocer
acerca de la enorme diversidad de hongos que existe en el suelo.

La disponibilidad de materiales bioldgicos proporciona una
ventaja significativa para establecer metodologias que permitan
almacenar y preservar de forma estable durante determinados
periodos de tiempo microorganismos basados en experimenta-
cion in vitro, y con ello apoyar programas de conservacion, re-
mediacién de dreas contaminadas o el desarrollo de técnicas de
preservacion eficientes. La congelacion a -80°C de las muestras
microbianas con la metodologia establecida en el estudio posibi-
lité el mantenimiento de la actividad enzimatica y metabdlica al
cabo de un periodo de almacenamiento. Por lo tanto el método
aplicado en la criopreservacion de bacterias y hongos permitio
obtener una viabilidad efectiva en la reactivacion de las cepas pu-
ras.
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Germinacion y crecimiento inicial de plantulas de Guaiji
(Couepia subcordata) bajo condiciones de vivero

Germination and initial growth of Guaiji (Couepia subcordata) seedlings
¥ under nursery conditions
Jaime Naranjo Moran, Eduardo Chica Martinez

DOI. 10.21931/RB/2017.02.02.4

Couepia subcordata (Chrysobalanaceae) es una especie forestal que crece silvestre tanto en la costa como en la
Amazonia ecuatoriana. Sin embargo, su poblacién ha ido reduciéndose debido a la expansion agricola. El &rbol
produce un fruto de drupa pulposa y rica en carotenos, consumida atn por la poblacién en el campo, no obstante,
se desconoce los principales pardmetros agronédmicos que permitan su reproduccion y conservacion. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la germinacion y crecimiento inicial de las plantulas luego de la aplicacién de los siguientes
tratamientos: escarificacion, despulpado e inmersion de semillas por 48 horas en acido giberélico. En todos los
tratamientos se registré similar nimero de semillas germinadas, no obstante, la germinacién fue mas rapida en el
tratamiento de escarificacion y de imbibicién en solucién de acido giberélico. Las plantas de dos meses de edad
alcanzaron una altura de ~8.82 cm y 0.3 cm de didmetro, ademas tuvieron tres hojas verdaderas, indicando que el
desarrollo en vivero de esta especie podria ser rapido.

Palabras clave: Guaiji, Chrysobalanaceae, establecimiento, recuperacion.

ABSTRACT

Couepia subcordata (Chrysobalanaceae) is a forest species that grows wild both on the coast and in the Ecuadorian
Amazon. However, its population has been reduced by agricultural expansion. The tree produces a drupe whose
pulp is rich in carotenes, still consumed by the population in the field, however the main agronomic parameters to
reproduce and preserve the species are unknown. The objective of this work was to estimate germination and seed-
ling initial growth after the application of the following treatments: scarification, pulp removal and immersion in gi-
bberellic acid solution. In all treatments, a similar number of germinated seeds were recorded, however germination
was faster in the treatment of the emulsion in the gibberellic acid solution. Two-months old plants were 8.82 cm tall,
had ~0.3 cm stem diameters and 3 fully expanded leaves, suggesting that nursery developmet for this species is fast.

Keywords: Guaiji, Chrysobalanaceae, created, recovery.

crecimiento de la frontera agricola de monocultivos y
Introduccién se la encuentra de forma esporadica en las provincias
de Manabi, Los Rios y Guayas en interaccién con el
pueblo montubio. Las caracteristicas morfoldgicas de
Guaiji son: hojas elipticas, cordadas, haz de color verde
oscuro y envés de color blanco, flores en recepticulo
cilindrico, pubescentes, lobulos de cdliz agudo, con
cinco pétalos blancos, frutos elipsoides de 5 a 9 centi-
metros de largo, epicarpio suave, mesocarpio carnoso
y endocarpio fibroso” (Fig. 1)., la especie forma parte
del banco de germoplasma de INIAP y la utilizan para
reintroducir individuos de zonas perturbadas por la
agricultura®.

El Guaiji (Couepia subcordata Benth.) es un ar-
bol de la familia Chrysobalanaceae’, es una especie
nativa de América del sur y estd distribuida en toda
la cuenca Amazonica®. En Ecuador crece en la region
Costa y Amazonica®. En la costa es evidencia tangi-
ble de la trasferencia comercial entre la amazonia y la
costa antes de la llegada de los espafioles, puesto que
se encuentran registros historicos desde la expedicion
botanica de 1799, realizada por Juan Tafalla*. La espe-
cie era abundante, arraigada en la cultura indigena lo
llamaban “Huayhi”, sin embargo, con la expansion de la
colonia espaola su consumo se redujo y las poblacio-
nes silvestres de esta especie fueron reduciéndose, con _
el mestizaje, C. subcordata fue aprovechada como ma- Métodos
derable’ y como especie acompafiante en plantaciones La especie en el litoral fue encontrada en dos
de cacao fino de aroma. Actualmente las poblaciones nichos eco](’)gicos tales como; bosque seco tropjcal y
de C. subcordata® se mantienen reducidas, debido al bosque himedo tropical) no se conoce los parémetros

*Escuela Superior Politécnica del Litoral, ESPOL, Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador; Campus Gustavo Galindo, Km.
30.5 via Perimetral, P.O. Box 09-01-5863, Guayaquil, Ecuador.

2 Carrera de Ingenieria Agrondmica, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad de Cuenca, Av. 12 de Octubre y Diego de Tapia,
Cuenca, Ecuador.
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Germinacién y crecimiento inicial de plantulas de Guaiji (Couepia subcordata) bajo condiciones de vivero
Germination and initial growth of Guaiji (Couepia subcordata) seedlings under nursery conditions

Figura 1: Couepia Subcordata (Guaiji); A) Arbol elite, B) Remanentes de arboles en Prov. Guayas y Los Rios, C) Fruto maduro, D) Hojas y Frutos, E y F)

Germinacidn de tratamientos, Fotos tomadas el: 01 de octubre del 2012.

agronomicos para su reproduccién o conservacion’. El objetivo
de este trabajo fue evaluar la germinacién y crecimiento inicial
de las pldntulas luego de la aplicacion de los siguientes tratamien-
tos: escarificacién, despulpado e inmersién de semillas en acido
giberélico. El experimento se llevo a cabo en Escuela Superior
Politécnica del litoral (ESPOL) en Guayaquil (Ecuador) durante
los meses de octubre, noviembre y diciembre de 2013. Se obtu-
vieron semillas de caracteristicas similares de drboles situados en
los cantones Milagro y Naranjito. Las semillas colectadas fueron
separadas de forma aleatoria en grupos de 10 semillas. Un grupo
de semillas fue escarificado y sumergido en agua por 48 horas,
otro grupo solo fue despulpado, mientras que el tltimo grupo
fue escarificado y sumergido en una solucién de acido giberélico
(0.1%) por 48 horas. Luego a estos tratamientos, las semillas fue-

ron sembradas en turba mantenidas a capacidad de campo por la
duracion del experimento.

1
Resultados

La germinacion fue de tipo hipogea y se registré un 98% de
germinacion después de 34 dias desde la siembra para todos los
tratamientos. No obstante, la germinacién fue mas répida en el
tratamiento de escarificacién e imbibicién en solucién de 4cido
giberélico (Fig. 2). Las plantulas de dos meses de edad alcanzaron
una altura aproximada de 8.82 cm y 0.3 cm de didmetro y logra-
ron desarrollar tres hojas verdaderas completamente expandidas.
En 4 de 10 semillas sembradas para cada tratamiento, se observar

12

10

Semillas  ©

1 2 -

7

Dias a germmnacion total

— Escarificado

e [eSpUIpad 0

e AC. gibETERCO

1 14 16 18 21

Figura 2: Germinacion de semillas de C. subcordata bajo tres tratamientos pregerminativos.
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poliembriogénesis, registrandose un maximo de 3 embriones ger-
minados por semilla. El alto porcentaje de germinacion y rapido
desarrollo inicial de las plantulas sugiere que la implementacién
de programas de reproduccién de esta especie no tendra mayo-
res problemas en producir un alto nimero de plantas en corto
tiempo.

|
Conclusiones

No se identificaron limitaciones para la propagacién de C.
subcordata a partir de semillas. El tratamiento de semillas con
acido giberélico redujo aproximadamente en 5 dias el tiempo de
germinacion del lote completo de semillas. El desarrollo en fase
vivero de la especie fue rapido, por lo que la propagacién de esta
especie por semilla es una opcion viable para dar soporte a pro-
gramas orientados a la conservacion, re-introduccién y aprove-
chamiento sostenible de la especie.
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Evaluation of two-different affinity chromatographic
columns based on Protein A for the purification of an
IgG2a monoclonal antibody from ascites.

%

Evaluacion de dos columnas cromatograficas de afinidad diferentes basadas &
en la Proteina A para la purificacién de un anticuerpo monoclonal IgG2a de
ascitis.

Oscar Otero Alfaro?, Fidel Ramirez Bencomo?, Elizabeth Gonzélez Aznar?, Rosabel Falc6n?, Reinaldo Acevedo*
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ABSTRACT

Purification of monoclonal antibodies (MAbs) is today a routine procedure in laboratories destined for obtaining
these molecules. Several approaches, based mainly on differential solubility and chromatographic methods, are
frequently used for reaching the purity required of these products. For IgG MAbs, affinity chromatography using
immobilized protein A or G, is frequently the best option to perform a purification protocol in a single step. In our
laboratory, the purification of MAbs like 7E1F7 (IgG2a) against capsular polysaccharide from Neisseria meningitidis
serogroup A, are usually done by affinity chromatography on Protein G. The objective of this work was to evalua-
te the feasibility to use two-different affinity chromatographic columns based on Protein A (HiTrap from GE and
CIM-A from BIA Separations), for the purification of this MAb. The same purification protocol was followed with
both columns. Percentage of recovery, purity and immunoreactivity of the purified MAb were calculated and used
to compare the performance of both columns. Similar chromatographic profiles were obtained from both columns.
However, for CIM-A column, protein concentration and total recovery were significantly higher (p<0.0001). Purity le-
vels of the 7E1F7 MAb over 95% was obtained with both columns without any change on its immunoreactivity. The
use of Protein A coupled to monolith supports, like from BIA Separations Company, offers an attractive possibility to
purify MAbs from ascites with high recovery, purity levels and fully preserved reactivity. This paper constitutes the
first report on the use of monolithic columns in the purification of monoclonal antibodies from ascites.

Keywords: Monoclonal Antibodies, Ascites, Protein A, Particle Bed, Monolith, and Affinity Chromatography.

La purificacion de anticuerpos monoclonales (MAb) es hoy un procedimiento de rutina en laboratorios destinados
a la obtencion de estas moléculas. Para alcanzar la pureza requerida de estos productos se utilizan frecuentemente
diversos enfoques, principalmente basados en el diferencial de solubilidad y en métodos cromatograficos. Para los
MADbs de tipo IgG, la cromatografia de afinidad utilizando la proteina A o G inmovilizada, es frecuentemente la mejor
opcién para realizar un protocolo de purificacién en un solo paso. En nuestro laboratorio, la purificacion de MAbs
como el 7E1F7 (IgG2a) especifico a polisacarido capsular de Neisseria meningitidis serogrupo A se realiza habitual-
mente por cromatografia de afinidad utilizando proteina G. El objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de
utilizar dos columnas cromatograficas diferentes de afinidad basadas en Proteina A (HiTrap de GE y CIM-A de BIA
Separations), para la purificacién de este MAb. Se siguié el mismo protocolo de purificacién con ambas columnas.
Se calculé el porcentaje de recuperacién, pureza e inmunoreactividad del MAb purificado para comparar el rendi-
miento de ambas columnas. Se obtuvieron perfiles cromatograficos similares de ambas columnas. Sin embargo,
para la columna CIM-A, la concentracion de proteinas y la recuperacién total fueron significativamente mayores (p
<0,0001). Se obtuvieron altos niveles de pureza del MAb 7E1F7, superiores al 95% con ambas columnas, sin ningun
cambio en su inmunorreactividad. El uso de Proteina A acoplada a soportes monoliticos, como los de BIA Separa-
tions, ofrece una posibilidad atractiva para purificar MAbs de ascitis con alta recuperacion, niveles de pureza y reac-
tividad totalmente preservada. Este documento constituye el primer informe sobre el uso de columnas monoliticas
en la purificacion de anticuerpos monoclonales a partir de liquido ascitico.

Palabras claves: Anticuerpos Monoclonales, Liquido Ascitico, Proteina A, Lecho de particulas, Monolito y Cromato-
grafia de Afinidad
|

Introduccién when Kohler and Milstein' described the obtaining

of monoclonal antibodies (MAbs) by mean of cellular

The diversity of the antibody-antigen interaction  fusion. Since then, different methods have been deve-
and the possibility to manipulate its characteristics, loped to purify these molecules. Proceedings based on
have created many uses for antibodies and antibody the principle of differential solubility like: salting out
fragments, both for immunochemical techniques wi- (ammonium or sodium sulfate), caprylic acid or sol-
thin general research and for therapeutic and diagnos- ~ vent addition, among others, are still used for isolation
tic applications. A new age was born for the science, of fractions containing antibodies. These protocols are

*Monoclonal Antibodies Laboratory, Department of Biological Evaluation, Research Area, Institute of Vaccines Finlay. Havana, Cuba,
2 Department of Microbiology, IPK, Havana, Cuba
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suitable for bulk proteins and when high purity is not necessary.
Chromatographic methods based on anion or cation exchange,
hydrophobic interaction, affinity and multi-step-strategies are
usually used for reaching purer products®’.

Many of generated MAbs belong to IgG class and in this re-
gard, affinity chromatography using immobilized protein A is the
most applied affinity system for the purification of antibodies in a
single step* .Different supports have been used for covalent cou-
pling, either Protein A, G or both*’. During more than 40 years,
particulate chromatographic supports (beads) have been widely
applied in affinity chromatography® °. Chromatographic mono-
liths have arisen as an alternative stationary phase having some
distinct advantages over beads, which could be summarized as:

- Very high porosity
- High binding capacity for extremely large molecules
- Mass transport based on convection'

Chromatographic monoliths can bear any chemical functio-
nality and as such, they can be implemented for various analysis
or purifications, one of them being protein A-based chromato-
graphy“’ 12'

Our work team previously obtained an IgG2a MAb named
7E1F7 against the capsular polysaccharide of Neisseria menin-
gitidis serogroup A (CPA)". The purification of this MAb from
ascites, was carried out by affinity chromatography on HiTrap
Protein G (GE Healthcare, USA) according to the manufacturer’s
procedure. Several analytical assays, using purified 7E1F7 MADb,
such as identity test by indirect ELISA and quantitation of CPA by
Sandwich ELISA have been employed** .

In this report, we compared two-different affinity chroma-
tography columns based on Protein A for the 7E1F7 MAb pu-
rification from ascites, in order to explore new methodologies
that improves total recovery of the process. The columns: HiTrap
rProtein A FF (1 mL) from GE (USA) and CIM r-Protein A-1 (1
mL) from BIA Separations (Slovenia), were evaluated at the same
chromatographic conditions.

|
MATERIALS AND METHODS

Affinity Columns:

-HiTrap rProtein A FF (1ml) from GE, USA (HiTrap A),
product code 17-5079-02. Support based on particle media
Sepharose Fast Flow.

-CIM r-Protein A-1 (1 mL) monolithic chromatographic su-
pport from BIA Separations, Slovenia (CIM A), and product code
317.1004.

Other reagents:

-Capsular polysaccharide from Neisseria meningitidis sero-
group A (CPA): MenA PACI lot [2]/10 provided by the Depart-
ment of Reference Materials of “Finlay Institute”, Cuba.

-Ascites containing the 7E1F7 MAb (IgG2a subclass) pro-
vided by Monoclonal Antibody Laboratory, “Finlay Institute’,
Cuba.

All chemical reagents and anti-mouse IgG/HRP conjugated
were purchased from Sigma, USA.

Sample preparation

Six milliliters of ascites containing the 7E1F7 MAD (IgG2a
subclass) were two-fold diluted in phosphate buffered saline, pH
7.4 (PBS) to a final volume of 12 mL. The sample was clarified
using a MiniSart 0.2 pm filter (Sartorius AG, Germany) and divi-
ded into two aliquots of 6 mL each.

Bionatura -
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Purification of 7E1F7 MAb by affinity chromatogra-
phy using two different columns

Chromatographic experiments were performed using AKTA
FPLC System and UNICORN software version 3.0 (GE, USA)
for data acquirement. The same experimental procedure was fo-
llowed for both affinity columns. The flow rate applied in all steps
was lmL/min. Previous column equilibration with 10 mL of PBS,
an aliquot of 6 mL was loaded into a Superloop and was injected
in three individual runs of 2 mL each. After washing with 10 mL
of PBS, the unbound fraction (U.F) was collected from the peak
start to the end. Desorption of the specific fraction (S.F) contai-
ning the MAb, was carried out by acid elution with 10 mL of 0.1
mol/L citric acid solution, pH 5.0 adjusted with sodium hydroxi-
de. The S.F was collected like above and neutralized with Tris
Imol/L, pH 8.0. The elution volume of each fraction was recor-
ded. Regeneration step after each purification cycle was carried
out by flushing 10 mL of 0.1 mol/L citric acid solution adjusted to
pH 3.0, followed by immediately re-equilibration of the columns
with PBS pH 7.4.

Estimation of total recovery

Total protein concentration in S.F from each run was quan-
tified by the bicinchoninic acid reaction'® using the Bicinchoninic
Acid Protein Assay Kit from Sigma, USA and Bovine Serum Al-
bumin (BSA) as standard. Each sample was assayed in triplicate
with appropriated dilutions for fixing to the standard curve. Total
recovery of purified 7E1F7 MAb from each run, was estimated
and expressed as milligrams of MAb per milliliter of ascites.

Analysis of the fractions by SDS-PAGE

From both chromatographic experiments, ascites (1:20), U.F
(1:10) and S.F (5 pg/lane) were analyzed on a 12.5% SDS-PAGE
under reducing conditions following the Laemmli procedure’s.
The bands were visualized using Blue Coomassie R-250 staining.
A molecular weight ladder from 97 to 14.4 KDa (GE, USA) was
used to estimate the molecular weight of the resolved proteins.
Densitometry analysis was performed by mean of Quantity One
software (Bio-Rad, USA) for purity estimation.

Immunoreactivity of the purified MAb

In order to evaluate the reactivity of the purified 7E1F7
MAD, an indirect ELISA was carried out as follow. Maxisorp
(NUNC, Denmark) plate was coated with 100 pl/well of CPA at
10 pg/mL in PBS pH 7.4 for 16h at 4°C. After three washes with
PBS containing 0.5% Tween 20, 250 pL/well of blocking solution
(PBS, 3% skimmed milk) was added and incubated for 1h at 37°C.
Excess of blocking solution was removed in a washing step and
duplicated samples (100 pL/wells) of purified 7E1F7 MAb from
each S.F were added in two-fold dilutions from 1000 ng/mL to
15 ng/mL in PBS. The same buffer was used as blank. The plate
was incubated for 2h at 37°C. After three washes and addition of
anti-mouse IgG/HRP conjugated diluted 1:1000 in PBS (100 uL/
wells), the reaction was incubated for 1h at room temperature.
Then, last four washing cycle was performed and OPD/H202
substrate was added. After 30 min, the reaction was stopped with
50 pL/well of 2M H2S0O4 and absorbance was read in a Multiskan
Microplate Reader (ThermoScientific, USA).

Statistical Analysis

Data were analyzed using Graph Pad Prism 5 software (Cali-
fornia, USA). Statistical significance between group mean values
was analyzed by a Student’s 2-tailed t test for two groups (HiTrap
A vs CIM A columns). Differences were considered significant
when p < 0.05. For statistical analysis of the immunoreactivity
assay results, a 2-way ANOVA comparison test was performed.
Data are expressed as the mean optical density (OD) of samples
(three runs) measured at 492nm plus standard deviation of three
independent experiments.
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Evaluacion de dos columnas cromatogréficas de afinidad diferentes basadas en la Proteina A para la purificacion de un anticuerpo monoclonal IgG2a de ascitis

RESULTS

Identical procedures were used for either HiTrap A or CIM
A columns. Figure 1 shows the chromatographic profiles obtai-
ned from three runs performed on each column. The U.F in each
column were eluted in 4.5 mL for HiTrap A and 4 mL for CIM A,
while S.F were eluted in 4 mL and 2.5 mL respectively.

Figure 2 shows the analysis of all fractions obtained from
each running. No significant variation in the volume of U.F was
found between the HiTrap A and CIM A, while the volume co-
rresponding to the S.F containing the 7E1F7 MAb was dramati-
cally reduced in CIM A column and significant differences were
found (p<0.005).

The mean of the estimated protein concentration in S.F was
0.463 mg/mL for HiTrap A and 0.915 mg/mL for CIM A column,
while the mean of the total recovery was 1.853 mg and 2.287 mg
per mL of ascites respectively. Statistical analysis showed signifi-
cant differences between both columns (Figure 3).

Chromatographic fractions were run on a 12.5% SDS-PAGE
under reducing conditions (Figure 4). Corresponding bands to
heavy chain (50 KDa) and light chain (25 KDa) were identified in
all S.F tracks. An additional band with MW of 66 KDa approxi-
mately was recorded in all S.F eluted from the HiTrap A column,
which might be probably albumin.

The densitometric analysis (Table 1) showed that purity
of the MAb obtained from CIM A column was over 99% while
using HiTrap A column it was 95.5%. Low coefficient of varia-
tion (CV<5%) was obtained between the three runs performed
in each column.

Immunoreactivity of the purified 7E1F7 MAb was evaluated
in an indirect ELISA. The S.F from each run preserved its reacti-
vity in all cases. No significant differences were noticed when the
data were analyzed by the 2-way ANOVA. Results and statistical
analysis of this assay are showed in Figure 5. The optical densities
obtained from the lower concentration (15 pg/mL) were three ti-
mes over than the PBS blank.
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Figura 1: Chromatographic profiles (A, B and C) obtained from affinity column HiTrap A (1) and CIM A (2). Sample injected: 2 mL of ascites containing

7E1F7 MAb (1/2 in PBS). SF: eluted with 0.1 mol/L citric acid, pH 5.0
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Figura 2: Comparison between the volume of U.F and S.F obtained from each affinity column (HiTrap A and CIM A). Data are expressed as the mean
from three independent experiments. Significant differences between the means of the two groups (HiTrap A and CIM A) were determined by a
Student’s 2-tailed t test using the Graph Pad Prism 5 software (California). ***Statistically significant at p < 0.005.
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Figura 3: Comparison between Protein Concentration (A) and total recovery (B) in the S.F obtained from each affinity column (HiTrap A and CIM A). Data

are expressed as the mean from three independent experiments. Significant differences between the means of the two groups (HiTrap A and CIM A)
were determined by a Student’s 2-tailed t test using the Graph Pad Prism 5 software (California). ***Statistically significant at p < 0.005.
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Figura 4: SDS-PAGE under reducing conditions on 12.5% resolving gel. Electrophoretic profile of each fraction involved in the purification process using
both affinity columns, HiTrap A (line 3 through 6) and CIM A (line 7 through 10). Lane 1: molecular ladder, Lane 2: ascites. Lanes 3 and 7: U.F. Remaining
lanes (4, 5, 6, 8, 9 and 10): S.F from 3 runs performed in each affinity column

Column employed Runs Percent Purity (%) Mean SD

Run 1 96.78

HiTrap A Run 2 93.04 9551 | 2.14 | 2.24
Run 3 96.7
Run 1 99.46

CIMA Run 2 99.08 99.23 | 0.20| 0.20
Run 3 99.15

Table 1: Densitometric analysis
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Figura 5: Reactivity of the purified MAb according to the affinity column used (HiTrap and CIM A), evaluated in an indirect ELISA. Data are expressed as
the mean optical density (OD) of samples (3 runs) measured at 492 nm + standard deviation of three independent experiments. Significant differences
between the means of different groups were determined by a 2-way ANOVA comparison test using the Graph Pad Prism 5 software (California).

|
DISCUSSION

Chromatography is a separation process based on the equi-
librium between stationary and mobile phases. In chromatogra-
phic supports based on individual particles (beads), like Sepha-
rose, the hydrodynamic behavior is well defined by Van Deemter
equation'”'®. Particle size and distribution, flow rate and diffusion
are parameters that affect the resolution in this kind of support *.
In contrast, monolith supports results in a unique piece as solid
phase with a macroporous inner structure. The main features that
determine the performance of any stationary phase for chroma-
tography in flat monolithic disks are the surface chemistry, which
determines the interaction of the analytes, and the pore size (dis-
tribution), which determines mass transfer and hydrodynamic
behavior”. Increased mass transfer, rapid equilibrium and high
adsorption capacity lead to rapid and high- resolution separa-
tions'> 12, In this sense, CIM A column showed smaller elution
volumes in U.F and S.F compared with HiTrap A column (Fig. 1).
In addition, higher IgG adsorption was obtained too. Usually in
our lab, with the traditional purification method using HiTrap G
column®, the recovery of MAb purified is around 1.5 mg of MAb/
mL of ascites (data no published) and using either HiTrap A or
CIM A columns better results were obtained.

Protein A and protein G are bacterial proteins from Sta-
phylococcus aureus and Streptococcus respectively, which natu-
rally interacts with the Fcy fragment of antibodies. This feature
makes them extremely useful selective ligands, for several routine
applications. Examples include the purification of monoclonal,
polyclonal IgG-type antibodies and its subclasses, and the ad-
sorption and purification of immune complexes involving IgG.
IgG subclasses can be isolated from ascites, cell culture super-
natants and serum®?'. Another important factor to consider in
affinity chromatography is the material used to hold the ligand
within the column. Ideally, supports should have low nonspecific
binding for sample components, it should be easy to modify for
ligand attachment, and it should be stable under the flow-rate,
pressure, and solvent conditions that will be employed in the
analysis or purification of samples’. In this respect, the two-media
used (HiTrap A and CIM A) met with this requirement. Purity le-
vels over 95.5% were estimated by densitometry for both columns
and this is enough for the intended use of this MAb in our lab.

The reactivity of the purified 7E1F7 MAD in all S.F was fully
preserved after the purification step. Isotype IgG2a elutes from
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protein A at pH value nearly to 5.0* therefore, the use of protein
A as ligand, avoids the extreme drastic elution (pH 2.7) used in
protein G that often cause protein denaturation. The purification
of MAbs from ascites using protein A linked to conventional par-
ticle bed (HiTrap A) is very well documented® but to our knowle-
dge, there are none reports for monolith columns like CIM A.
However, many MAbs have been purified from cell supernatant
using this technology*. The use of protein A coupled to monolith
supports, as the BIA Separations Company, offers an attractive
alternative to purify MAbs from ascites with high recovery and
purity levels and fully preserved reactivity. This paper constitutes
the first report on the use of monolithic columns in the purifica-
tion of monoclonal antibodies from ascites.
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#ClimateChange

WHO IS AT RISK OF CLIMATE CHANGE?

Those living in poverty, as
well as women, children

Outdoor workers and people Children are the most
living with chronic medical vulnerable due to long
and the elderly.

conditions. exposure to environmental risks.

— — 1 | ] -

Countries with weak health
systems will be |east able to
prepare and respond.

Those living in megacities, small island
developing states and other coastal,
mountainous and polar regions.
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INVESTIGACION

Evaluacion fisico-quimica y microbiologica de la calidad
del agua de los rios Machangara y Monjas de la red
hidrica del distrito metropolitano de Quito.

Physic chemical and microbiological assessment of water quality in Machan-
gara and Monjas rivers from Quito’s metropolitan district.

Andrea Campafia’, Ekaterina Gualoto? y Viviana Chiluisa-Utreras?

DOI. 10.21931/RB/2017.02.02.6

El presente estudio es una evaluacion de la calidad y condicién actual del agua de los rios Machangara y Monjas, se
midi6 parametros fisico-quimicos como caudal, pH, temperatura, oxigeno disuelto y Potencial de Oxido Reduccién
(ORP) mediante monitoreo in situ, durante los meses de agosto a noviembre del 2014, y se recolecté muestras de
agua para el analisis de pardmetros microbioldgicos (coliformes totales CTy coliformes fecales CF), aplicando el mé-
todo de fermentacion de tubos multiples, establecido en el Estandar Métodos (Standard Methods) ; los andlisis evi-
denciaron que ambos rios superan ampliamente los limites permisibles establecidos en el Texto Unificado de Legis-
lacion Secundaria Medio Ambiental (TULSMA) para coliformes totales y fecales, temperatura y oxigeno disuelto, en
el caso del rio Monjas; esto impediria su aprovechamiento en actividades pecuarias, agricolas y de preservacion de
flora y fauna, se evidencié ademas un incremento considerable en el caudal de ambos rios y se observa que el valor
de ORP de ambos rios, es menor al valor éptimo de 650mV; los resultados confirmaron la deficiente calidad del agua
de los rios estudiados, cuyas subcuencas forman parte de la Red Hidrica del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ)
y atraviesan zonas de gran densidad poblacional, recibiendo diariamente descargas domésticas e industriales.

Palabras Claves: Coliformes totales, coliformes fecales, calidad, parametros fisicoquimicos, Machangara, Monjas.

ABSTRACT

This study analyses the current condition of Machangara and Monjas rivers, by evaluating the quality of its waters.
Physical and chemical parameters such as: flow, pH, temperature, dissolved oxygen and ORP were evaluated by in
situ monitoring, during the months of August to November 2014. Water samples were also taken for microbiological
analysis (total coliforms TC and fecal coliforms FC) in laboratory, using the Multiple Tube Fermentation method, es-
tablished by the Standard Methods. The analyzes show that both rivers far exceed the permissible limits established
in TULSMA for total coliforms, fecal coliforms, temperature, and dissolved oxygen in the case of Monjas River. This
prevents their use for wildlife preservation, and agricultural and livestock activities. A considerable increase in the
flow of both rivers was also reflected on the results; in addition, the ORP value is in both, less than the 650mV opti-
mum value. The obtained results confirm the poor water quality of the studied rivers, which are an important part
of the DMQ’s water network and run through areas of high population density, receiving domestic and industrial
discharges, daily.

Key Words: Total coliforms, fecal coliforms, water quality, physicochemical parameters, Machangara, Monjas.

Introduccion origen industrial y doméstico’. Segtin datos del Plan de

Desarrollo 2012-2022 emitido por la Alcaldia de Qui-
to, los rios Machangara y Monjas, reciben el 70% y 20%
de las descargas de la ciudad de Quito, respectivamen-

“El Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) ocu-
pa una superficie de 4.235,2 km? y alberga al 15,5% de

la poblacién nacional”.De acuerdo a las proyecciones
de poblacion dadas por el Empresa Publica Metropoli-
tana de Agua Potable y Saneamiento, en el Plan Maes-
tro 2010 -2040, la poblacién del DMQ crecerd de 2,4 a
4,2 millones de habitantes en el 2040, lo que generara
que la demanda media diaria de agua potable se incre-
mente de 7200 a 10300 L/s %

Los rios Machdngara y Monjas presentan una lar-
ga historia de contaminacién, donde los efectos antro-
pogénicos han sido determinantes, por cuanto atravie-
san las zonas mds pobladas de Quito y son altamente
presionados por las descargas de aguas residuales, de

te, el restante 10% pertenece a descargas no registradas.
(Figura 1)

De acuerdo a informacién emitida por la SENA-
GUAY, el principal foco de contaminacién de estos
efluentes son las descargas directas de aguas servidas
y desechos provenientes de cuencas de drenaje urbano,
donde los principales contaminantes que afectan a los
rios son, coliformes fecales (Escherichia coli) y totales,
detergentes (tensoactivos), aceites y grasas, las cuales
superan en todos los casos los limites establecidos en
el TULSMA, Libro VI, Anexo I, lo que impide su apro-
vechamiento®.

Laboratorio de Investigacion, Analisis y Monitoreo de Quito IAMQ, Secretaria de Ambiente, Av. Rio Coca E6 — 85 e Isla Genovesa, Quito,

Ecuador.
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Figura 1: Ubicacion geogréfica de los puntos de muestreo de los Ros Machdngara y Monjas

Introduccion

“El Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) ocupa una su-
perficie de 4.235,2 km? y alberga al 15,5% de la poblacion na-
cional”.De acuerdo a las proyecciones de poblacion dadas por el
Empresa Publica Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento,
en el Plan Maestro 2010 -2040, la poblacién del DMQ crecera de
2,4 a 4,2 millones de habitantes en el 2040, lo que generara que
la demanda media diaria de agua potable se incremente de 7200
210300 L/s 2.

Los rios Machangara y Monjas presentan una larga historia
de contaminacién, donde los efectos antropogénicos han sido
determinantes, por cuanto atraviesan las zonas mas pobladas de
Quito y son altamente presionados por las descargas de aguas re-
siduales, de origen industrial y doméstico’. Segtn datos del Plan
de Desarrollo 2012-2022 emitido por la Alcaldia de Quito, los
rios Machdngara y Monjas, reciben el 70% y 20% de las descargas
de la ciudad de Quito, respectivamente, el restante 10% pertenece
a descargas no registradas. (Figura 1)

De acuerdo a informacién emitida por la SENAGUA®, el
principal foco de contaminacién de estos efluentes son las descar-
gas directas de aguas servidas y desechos provenientes de cuencas
de drenaje urbano, donde los principales contaminantes que afec-
tan a los rios son, coliformes fecales (Escherichia coli) y totales,
detergentes (tensoactivos), aceites y grasas, las cuales superan en
todos los casos los limites establecidos en el TULSMA, Libro VI,
Anexo I, lo que impide su aprovechamiento®.

Villacis®, indica que algunos de los factores que agravan los
problemas de contaminacion en los rios del DMQ son: la elevada
densidad poblacional del cantén Quito, que genera una mayor
presién de emisiones de desechos y demanda de agua; el poco
control existente en los sitios de acopio de desechos sélidos, lo
que facilita que las industrias contaminen rios y fuentes de agua
cercanas; que el DMQ no cuenta con un sistema de alcantarillado
que separe las aguas residuales contaminadas de las aguas de llu-
via y por ultimo, no existe tratamiento post-uso del agua potable,
y esta es vertida sin tratamiento alguno a los rios®.

Los agentes patdgenos ligados a la transmisién hidrica de
enfermedades son las bacterias, virus, protozoos, helmintos y cia-
nobacterias. Estos microorganismos pueden causar enfermeda-
des con diferentes niveles de gravedad, desde una gastroenteritis
simple hasta cuadros graves de diarrea, disenteria, hepatitis o fie-
bre tifoide’. Los Indicadores Bésicos de Salud del 2010, reportan
32676 casos de diarreas y gastroenteritis de origen infeccioso, y
ubican estas patologias en el segundo lugar de las enfermedades
de notificacion obligatoria®.
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En consideracion a la informacién referida, la presente in-
vestigacion evidencio el estado de contaminacién actual de los
rios Machangara y Monjas a través de la determinacién de pa-
rametros fisico-quimicos y microbioldgicos (coliformes totales y
fecales)® en dos puntos de la red hidrica del DMQ, para orientar
la investigacion cientifica hacia la generacioén de propuestas téc-
nicas basada en acciones comunitarias, medidas administrativas
y operaciones técnicas viables; que busquen solucionar los pro-
blemas de contaminacion severa que sufren los dos principales
rios capitalinos.

|
MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Los sitios de muestreo seleccionados tanto para el rio Ma-
changara, como para el rio Monjas, se escogieron considerando
factores de seguridad y accesibilidad y corresponden a los puntos
establecidos por la Secretaria de Ambiente para el monitoreo de
la calidad del agua en la Red Hidrica del DMQ, su ubicacién geo-
grafica, coordenadas y altitud se muestra en la Tabla 1 éstos datos
fueron registrados con el uso de un GPS Garmin GPSMAP 62sc.
Se estudid 3 muestras de agua por cada rio y en cada muestra
se midid los pardmetros fisico-quimicos: pH, temperatura, ORP,
oxigeno disuelto, caudal; y los pardmetros microbioldgicos: coli-

Valor de NMP (de la tabla) = 10 -
Mayor valumen estudiado

formes totales, coliformes fecales.

Medicién de parametros in situ

Para determinar pH, temperatura y ORP se us6 un equipo
multipardmetros marca Consort, modelo C562, y con un Kit Mul-
tiparametros, marca Hach, modelo HQ40d, se midié el oxigeno
disuelto. Para la medicion in situ del caudal se utilizo un molinete
Global Water 800-876-1172, modelo FP111, serie 1124158994.

Determinacion de coliformes totales y fecales

La determinacion de coliformes totales y fecales se realizd
aplicando la Técnica de Fermentaciéon de Tubos Multiples, en
conformidad a lo establecido en el Standard Methods 9222 A-E.
Por tratarse de agua muy contaminada y con el fin de obtener
resultados mas precisos, se realizaron diluciones en escala logarit-
mica hasta 10 formando un juego de cinco tubos, del que derivo
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UBICACION

COORDENADAS ALTITUD
GEOGRAFICAS (mits)

Orilla rio Provineia de Pichincha, Canton Quito -
Machangara Parroquia Cumbava- Central
Hidroeléctrica Cumbaya EEQ 78°24°56.55™ 2231
Orilla rio Provincia de Pichincha- Canton Quito -
Monjas Parroquia San Antonio- Piscinas 78526722417 2342

Municipales

Tabla 1: Ubicacién puntos de muestreo

Parametros fisico-quimicos normados Machangara Monjas

pH Preservacion flora 6, 5-9 739 7.03
y fauna
Uso agricola 6-9
Uso pecuario 6-9
Oxigeno  Preservacion flora No menor a 7,01 5.5
disuelto vy fauna 6mg/1
Uso pecuario 3,06mg/
Temperatura Preservacion flora Condiciones 21,5 22,5
vy fauna naturales + 3

Caudal -
ORP -

- 1,8 0.8
- 268.3 3133

Tabla 2: Comparacién de valores medios de parametros fisico-quimicos con limites permisibles de TULSMA

el codigo de 3 digitos para el Nimero mas probable (NMP). Estas
diluciones se sembraron siguiendo el procedimiento establecido
por el método™.

Tratamiento de los resultados

El procesamiento de datos obtenidos se realizé de acuerdo
a la matriz desarrollada y adaptada por las autoras. Una vez de-
terminada la combinacién més adecuada de diluciones se realiz6
el cdlculo del NMP de coliformes totales y fecales, en funcién de
la tabla de lectura y registro del NMP establecida en el Standard
Methods. El valor final se calcul6 aplicando la siguiente férmula:

Se realiz6 un anélisis de correlacién estadistica entre los da-
tos obtenidos de la medicidn de pardmetros fisico-quimicos, para
determinar el grado de dependencia existente entre ellos.

|
RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisico-quimicos

Los muestreos se realizaron en los meses de agosto, septiem-
bre y octubre del 2014 en intervalos de 15 dias, obteniéndose los
valores de pH que se muestran en la Tabla 2, los cuales son com-
parados con los limites permisibles para aguas de uso agricola,
pecuario y preservacién de flora y fauna, establecidos por la nor-
mativa TULSMA, Libro VI, Anexo 1, que rige al DMQ'".. Estos
valores muestran que los procesos de degradacion (autodepura-
ci6én), son minimos; ya que normalmente bajo procesos activos
de degradacion bioldgica el pH natural tiende a acidificarse.

Esta aseveracion se sustenta con base en los valores de De-
manda biolégica de oxigeno (DBOS5) reportados por la Secretaria
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de Ambiente en el afio 2013, que muestran concentraciones de
107,8 ppm para el rio Machangara y de 98,00 ppm, para el rio
Monjas, poniendo en evidencia que no se estd produciendo una
biodegradacion apreciable.

El valor medio de oxigeno disuelto del rio Machdngara (7,01
mg/L) es superior al limite minimo permisible establecido por el
TULSMA para aguas de uso pecuario y preservacion de flora y
fauna, es decir presenta un valor mayor a 6mg/L, por otro lado el
rio Monjas mostré una concentracion media de oxigeno disuelto
(5,50 mg/L), menor al limite minimo permisible establecido para
preservacion de flora y fauna, pero dentro del limite establecido
para aguas de uso pecuario.

Puesto que el oxigeno disuelto estd directamente relacionado
con el potencial Redox, a medida que el ORP disminuye por la
presencia de altas densidades microbianas, disminuye la concen-
tracion de oxigeno disuelto, lo que provoca la reducciéon de iones
y moléculas importantes para la nutricién de microorganismos y
formas de vida superior'%.

Reinoso®, determina un caudal mensual promedio para
el rio Monjas de 0.03548 m’/s y de 0.4165m?/s para el rio Ma-
changara en el aflo 2013, en tanto que los datos obtenidos por la
investigacion, mostrados en la Tabla 2, evidencian un incremen-
to considerable del caudal en ambos rios. Esto puede deberse al
constante crecimiento poblacional que sufren las zonas de estudio
y por tanto al aumento de las descargas domésticas e industriales.
Los factores ambientales como la temperatura y principalmente
las precipitaciones, también influyen en este aumento, por ende,
existe un mayor flujo de descargas al sistema de alcantarillado,
elevando el caudal diario de estos rios' ">,

Los valores medios de ORP obtenidos para los rios Monjas
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Rio Temperatura Oxigeno Caudal
Machangara disuelto
Temperatura 1
(xigeno -0.8538366 |
disuelto
pH 0.09578263 | 0.43636511 1
ORP 0.82311266 - -0.48642727 1
0,99540762
Candal -0.81415234 | 0.99740596 0.5 -0.99987828 l
Rio Monjas Temperatura Oxigeno pH ORFP Caudal
disuelto
Temperatura |
Oxigeno -0,52828401 l
disnelto
pH 0.558065133 - 1
0.99801929
ORP -0.99980188  0.51127892 | -0.56433084 l
Caundal 1 - 0.58003133 | -0,99980188 l
0,52528401

Tabla 3: Correlacion pardmetros fisico-quimicos rios Machangara y Monjas

1
Introduccion

“El Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) ocupa una su-
perficie de 4.235,2 km? y alberga al 15,5% de la poblacién na-
cional”.De acuerdo a las proyecciones de poblacion dadas por el
Empresa Publica Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento,
en el Plan Maestro 2010 -2040, la poblacién del DMQ crecera de
2,4 a 4,2 millones de habitantes en el 2040, lo que generara que
la demanda media diaria de agua potable se incremente de 7200
a 10300 L/s 2.

Los rios Machangara y Monjas presentan una larga historia
de contaminacién, donde los efectos antropogénicos han sido
determinantes, por cuanto atraviesan las zonas mdas pobladas de
Quito y son altamente presionados por las descargas de aguas re-
siduales, de origen industrial y doméstico®. Segun datos del Plan
de Desarrollo 2012-2022 emitido por la Alcaldia de Quito, los
rios Machangara y Monjas, reciben el 70% y 20% de las descargas

de la ciudad de Quito, respectivamente, el restante 10% pertenece
a descargas no registradas. (Figura 1)

De acuerdo a informacién emitida por la SENAGUA?, el
principal foco de contaminacién de estos efluentes son las descar-
gas directas de aguas servidas y desechos provenientes de cuencas
de drenaje urbano, donde los principales contaminantes que afec-
tan a los rios son, coliformes fecales (Escherichia coli) y totales,
detergentes (tensoactivos), aceites y grasas, las cuales superan en
todos los casos los limites establecidos en el TULSMA, Libro VI,
Anexo I, lo que impide su aprovechamiento®.

Villacis®, indica que algunos de los factores que agravan los
problemas de contaminacion en los rios del DMQ son: la elevada
densidad poblacional del cantén Quito, que genera una mayor
presion de emisiones de desechos y demanda de agua; el poco
control existente en los sitios de acopio de desechos sélidos, lo
que facilita que las industrias contaminen rios y fuentes de agua
cercanas; que el DMQ no cuenta con un sistema de alcantarillado
que separe las aguas residuales contaminadas de las aguas de llu-

Criterio Limite Machangara Monjas
TULSMA permisible
Libro VI
CT CF CT CF CT CF
Preservacion - 200
Mara y fauna
Use agricola 1 000 - . _— .
33777 181110 407777 234444
Menor  Promedio
NMP/100ml  NMP/100ml  NMP/100ml  NMP/100ml
) a mensual
Uso mMenor a
pecnaria 1 (00 5 000

Tabla 4: Comparacién de valores medios de NMP/100ml para coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF) con limites permisibles del TULSMA
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Evaluacion fisico-quimica y microbioldgica de la calidad del agua de los rios Machangara y Monjas de la red hidrica del distrito metropolitano de Quito

Physic chemical and microbiological assessment of water quality in Machangara and Monjas rivers from Quito’s metropolitan district

via y por ultimo, no existe tratamiento post-uso del agua potable,
y esta es vertida sin tratamiento alguno a los rios®.

Los agentes patogenos ligados a la transmisién hidrica de
enfermedades son las bacterias, virus, protozoos, helmintos y cia-
nobacterias. Estos microorganismos pueden causar enfermeda-
des con diferentes niveles de gravedad, desde una gastroenteritis
simple hasta cuadros graves de diarrea, disenteria, hepatitis o fie-
bre tifoide’. Los Indicadores Bésicos de Salud del 2010, reportan
32676 casos de diarreas y gastroenteritis de origen infeccioso, y
ubican estas patologias en el segundo lugar de las enfermedades
de notificacion obligatoria®.

En consideracion a la informacién referida, la presente in-
vestigacion evidenci6 el estado de contaminacién actual de los
rios Machdngara y Monjas a través de la determinacién de pa-
rametros fisico-quimicos y microbioldgicos (coliformes totales y
fecales)® en dos puntos de la red hidrica del DMQ, para orientar
la investigacion cientifica hacia la generacién de propuestas téc-
nicas basada en acciones comunitarias, medidas administrativas
y operaciones técnicas viables; que busquen solucionar los pro-
blemas de contaminacién severa que sufren los dos principales
rios capitalinos.

|
MATERIALES Y METODOS

Localizacion

Los sitios de muestreo seleccionados tanto para el rio Ma-
changara, como para el rio Monjas, se escogieron considerando
factores de seguridad y accesibilidad y corresponden a los puntos
establecidos por la Secretaria de Ambiente para el monitoreo de
la calidad del agua en la Red Hidrica del DMQ, su ubicacién geo-
grafica, coordenadas y altitud se muestra en la Tabla 1 éstos datos
fueron registrados con el uso de un GPS Garmin GPSMAP 62sc.
Se estudié 3 muestras de agua por cada rio y en cada muestra
se midio los pardmetros fisico-quimicos: pH, temperatura, ORP,
oxigeno disuelto, caudal; y los pardmetros microbioldgicos: coli-
formes totales, coliformes fecales.

Medicién de parametros in situ

Para determinar pH, temperatura y ORP se usé un equipo
multipardmetros marca Consort, modelo C562, y con un Kit Mul-
tiparametros, marca Hach, modelo HQ40d, se midi6 el oxigeno
disuelto. Para la medicion in situ del caudal se utilizo un molinete
Global Water 800-876-1172, modelo FP111, serie 1124158994.

Determinacion de coliformes totales y fecales

La determinacién de coliformes totales y fecales se realiz6
aplicando la Técnica de Fermentacion de Tubos Multiples, en
conformidad a lo establecido en el Standard Methods 9222 A-E.
Por tratarse de agua muy contaminada y con el fin de obtener
resultados mds precisos, se realizaron diluciones en escala logarit-
mica hasta 10 formando un juego de cinco tubos, del que derivé
el codigo de 3 digitos para el Numero mds probable (NMP). Estas
diluciones se sembraron siguiendo el procedimiento establecido
por el método™.

Tratamiento de los resultados

El procesamiento de datos obtenidos se realizé de acuerdo
a la matriz desarrollada y adaptada por las autoras. Una vez de-
terminada la combinacion més adecuada de diluciones se realiz6
el calculo del NMP de coliformes totales y fecales, en funcién de
la tabla de lectura y registro del NMP establecida en el Standard
Methods. El valor final se calculé aplicando la siguiente férmula:

Se realiz6 un andlisis de correlacion estadistica entre los da-
tos obtenidos de la medicién de pardmetros fisico-quimicos, para
determinar el grado de dependencia existente entre ellos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisico-quimicos

Los muestreos se realizaron en los meses de agosto, septiem-
bre y octubre del 2014 en intervalos de 15 dias, obteniéndose los
valores de pH que se muestran en la Tabla 2, los cuales son com-
parados con los limites permisibles para aguas de uso agricola,
pecuario y preservacion de flora y fauna, establecidos por la nor-
mativa TULSMA, Libro VI, Anexo 1, que rige al DMQ'".. Estos
valores muestran que los procesos de degradacion (autodepura-
cién), son minimos; ya que normalmente bajo procesos activos
de degradacion bioldgica el pH natural tiende a acidificarse.

Esta aseveracion se sustenta con base en los valores de De-
manda biolégica de oxigeno (DBOS5) reportados por la Secretaria
de Ambiente en el afio 2013, que muestran concentraciones de
107,8 ppm para el rio Machdngara y de 98,00 ppm, para el rio
Monjas, poniendo en evidencia que no se estd produciendo una
biodegradacion apreciable.

El valor medio de oxigeno disuelto del rio Machangara (7,01
mg/L) es superior al limite minimo permisible establecido por el
TULSMA para aguas de uso pecuario y preservacion de flora y
fauna, es decir presenta un valor mayor a 6mg/L, por otro lado el
rio Monjas mostrd una concentracion media de oxigeno disuelto
(5,50 mg/L), menor al limite minimo permisible establecido para
preservacion de flora y fauna, pero dentro del limite establecido
para aguas de uso pecuario.

Puesto que el oxigeno disuelto estd directamente relacionado
con el potencial Redox, a medida que el ORP disminuye por la
presencia de altas densidades microbianas, disminuye la concen-
tracién de oxigeno disuelto, lo que provoca la reduccion de iones
y moléculas importantes para la nutriciéon de microorganismos y
formas de vida superior'.

Reinoso’, determina un caudal mensual promedio para
el rio Monjas de 0.03548 m’/s y de 0.4165m?/s para el rio Ma-
chdngara en el afio 2013, en tanto que los datos obtenidos por la
investigacién, mostrados en la Tabla 2, evidencian un incremen-
to considerable del caudal en ambos rios. Esto puede deberse al
constante crecimiento poblacional que sufren las zonas de estudio
y por tanto al aumento de las descargas domésticas e industriales.
Los factores ambientales como la temperatura y principalmente
las precipitaciones, también inﬂuyen en este aumento, por ende,
existe un mayor flujo de descargas al sistema de alcantarillado,
elevando el caudal diario de estos rios .

Los valores medios de ORP obtenidos para los rios Monjas
(268,3 mV) y Machéangara (313,3 mV) son inferiores a 650 mV,
que es el valor de referencia para que el agua sea considerada se-
gura. De acuerdo a Lynch y Poole (1979) citados por Fuentes'?,
esto es indicativo de un ambiente altamente reductor, que pue-
de ser ocasionado por las descargas masivas de materia organica
oxidable del alcantarillado sanitario, lo que aumenta la densidad
de bacterias anaerobias facultativas, como las bacterias del grupo
Coliformes, quienes se encuentran en grandes cantidades en los
rios estudiados, tal como se muestra en los resultados obtenidos
del andlisis microbioldgico y cuya actividad metabdlica altera el
potencial Redox.

Analisis de Correlacion

El analisis de correlacion nos permitié medir el grado de re-
lacién existente entre los pardmetros estudiados. En la Tabla 3 se
muestran los valores obtenidos para los parametros agrupados de
ambos rios. De los cinco pardmetros medidos en cada rio, tres de
ellos (temperatura, oxigeno disuelto y pH), se contemplan en la
normativa vigente. Para el rio Machangara, uno de los tres pard-
metros normados (temperatura), no se encuentran dentro de los
limites permisibles establecidos y que dos de los cinco parametros
monitoreados evidencian valores fuera de los limites determina-
dos para aguas de calidad. Por otro lado, en el rio Monjas, que dos
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de los tres pardmetros normados (oxigeno disuelto, temperatura) se
ubican fuera de norma y cuatro de los cinco pardmetros analizados
muestran baja calidad.

Se observa que existe una correlacion negativa considerable, en-
tre la temperatura y el ORP con el oxigeno disuelto. También se evi-
dencia una correlacién negativa considerable entre el caudal y ORP,
a diferencia de la correlacion positiva que presentan el caudal y el
oxigeno disuelto. Existe una correlacién negativa considerable, entre
el pH y el oxigeno disuelto. Ademds, existe una correlacién negativa
considerable entre el ORP, con el caudal y la temperatura, a diferencia
de la correlacion positiva perfecta que presentan el caudal y la tem-
peratura. Esto indica que la variacién en alguno de los parametros,
siempre incidira de forma positiva o negativa sobre los demds, lo que
puede afectar la calidad del agua.

Parametros Microbiolégicos

De los valores de NMP obtenidos de las tres repeticiones realiza-
das con cada muestra de los rios Machdngara y Monjas, asi como del
valor medio calculado con estos datos, se obtuvo los valores medios y
un valor medio total para Coliformes Totales y Fecales de ambos rios,
como se muestra en la Tabla 4. Los resultados evidencian que el rio
Machéngara supera los limites establecidos por la normativa vigen-
te, puesto que presenta una concentracion media de CF de 181110
NMP/100ml que es 905,5 veces superior al limite maximo permisible
establecido para preservacion de flora y fauna, y 36,22 veces superior
al promedio mensual de 5000 establecido para aguas de uso pecua-
rio. En tanto que la concentracién media de Coliformes Totales (CT)
para uso agricola y pecuario es 337,7 veces superior a la norma, pre-
sentando un valor de 337777 NMP/100ml.

El rio Monjas tampoco cumple con lo establecido por la norma
puesto que la concentracién de CF, es 1172,22 veces superior al limite
permisible establecido para la conservacion de flora y fauna y 46,88
veces superior al promedio mensual establecido para uso agricola,
presentando un valor de 234444 NMP/100ml. En tanto que la con-
centracion media de CT para uso agricola y pecuario es 234,4 veces
superior a norma.

Segun Reinoso®, la concentracién de Coliformes Totales en el
rio Machangara es de 24 millones NMP/100ml y la de CF 24000 NM-
P/100ml y segiin el documento “Perspectivas del ambiente y cam-
bio climatico en el medio urbano del DMQ” del Fondo Ambiental
DMQ (2011), el rio Machdngara presenta 6,60x10” NMP/100ml de
CT y 5,61x10" NMP/100ml de CF y el rio Monjas CT 3,53x10” NM-
P/100ml de CT y 1,10x10° NMP/100ml de CE. Estos valores difieren
con los obtenidos en la investigacion, pero esta variacion es aparente,
puesto que el método estd basado en el principio de incertidumbre
que ofrece un limite de confianza sumamente amplio. Este grado de
incertidumbre no da certezas, pero nos permite obtener un valor es-
timado™.

]
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El rio Monjas presenta mayor deterioro de la calidad microbio-
légica del agua, pues sus valores de NMP para CT y principalmente
CF son levemente mayores a los registrados en el rio Machdngara,
esto puede deberse a que en el sitio de muestreo del rio Monjas se
encuentra un punto directo de descarga de aguas residuales domés-
ticas e industriales, por ello los residuos sanitarios no logran some-
terse a los procesos de autodepuracién propios del rio, ademas, la
elevada temperatura registrada conjuntamente con los bajos valores
bajos de ORP y de caudal presentados en este punto, generan con-
diciones que permiten una mayor supervivencia y proliferacién de
los microorganismos. En el rio Machangara los procesos propios del
funcionamiento de la hidroeléctrica de Cumbaya (tamizado, agita-
cién y decantacién), permiten reducir la cantidad de materia orga-
nica presente en las aguas y reducir levemente los valores de NMP
en sus aguas.
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Existen ciertos inconvenientes que impiden el cumplimiento ca-
bal de la norma con respecto a pardmetros microbiolégicos, uno de
ellos es la normativa vigente (TULSMA), donde se establece como pa-
rametro para determinar la calidad microbiologia del agua el Nimero
Més Probable (NMP) hecho que limita la seleccién de metodologias a
ser aplicadas en la evaluacion microbiol6gica. Uno de los pocos méto-
dos que permiten su estimacion es la Técnica de Fermentacion de Tu-
bos Multiples mismo que no se adapta a la realidad ambiental de nues-
tro entorno, volviéndose necesaria la introduccién de modificaciones
o el empleo de distintos métodos de cuantificacion, acordes a los altos
grados de contaminacion que presentan nuestros rios, por ello, seria
importante considerar una posible modificacion de la normativa, para
que se establezca los limites permisibles de coliformes fecales y totales
en términos de UFC y no en NMP. Esta modificacién permitira el uso
de métodos de evaluacion més répidos, sencillos y confiables.1
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REPORTE DE CASOS

Ozonoterapia en patologias de columna: Revision de
casos

Ozone therapy in diseases of spine: Review of cases

Danilo Ruiz Reyes!, Maria Elena Romo?

DOL 10.21931/RB/2017.02.02.7
| RESUMEN |

El objetivo de esta revision de casos clinicos, es demostrar el beneficio de la Ozonoterapia en las lesiones de colum-
' na lumbar en casos de hernias discales y artrosis vertebral. Fueron seleccionados cuatro pacientes: Dos con hernias
discales en la regién lumbosacra y dos con artrosis vertebral lumbar y dafo del disco vertebral (discartrosis) en la
misma region lumbar, atendidos en el Centro Médico Ozonocenter de Quito, Ecuador, en el segundo semestre 2016.
Los pacientes presentaron signos clinicos caracteristicos de esta patologia: dolor lumbar, dolor regién glutea, dolor
lumbar a la deambulacién, dolor al permanecer sentado por largos periodos. Estudios de Resonancia Magnética
(MRI) de la region lumbo-sacra se utilizaron para corroborar la presencia, el tamafo y tipo de las lesiones antes y al
concluir la terapia. En los cuatro pacientes se obtuvo una mejoria notable tanto en el tamaiio de las protrusiones
discales como en las lesiones artrésicas vertebrales. Se efectudé un seguimiento mensual a los pacientes durante
seis meses, permaneciendo asintomaticos durante ese periodo. Se puede concluir que la ozonoterapia paraverte-
bral constituye un excelente procedimiento médico para la resolucién de las hernias discales y lesiones discartrosi-
cas en la region lumbosacra.

Palabras Claves: hernias discales, discartrosis, ozonoterapia, protrusiones, regiéon lumbo-sacra, resonancia magné-
tica (MRI).

ABSTRACT

The objective of this revision of clinical cases is to demonstrate the therapeutic effectiveness of ozone therapy in
cases of hernial discs and arthrosis vertebral in the lumbar sacral region. A total of 4 patients were collected: Two
diagnosed with lumbar disc herniation; and two with discartrosis in the lumbar sacral region, in Ozonocenter Medi-
cal Center of Quito, Ecuador, in the second half 2016. The patients have a clinically signs of the disease: Lumbar pain,
gluteal pain, lumbar pain at walking, pain of stay seat for large periods of time. Nuclear magnetic resonance studies
(MRI) of lumbar sacral region were used to corroborate the presence, type and size of the illness before and after
the treatment. In the four patients, we have reduction of the size of protrusions discs and improve of discartrosis.
Is made a follow-up to those patients monthly during six months, remaining asymptomatic during that period. In
conclusion, ozone therapy is an excellent medical procedure for the resolutions of disc protrusions and discartrosis
in the lumbar sacral level.

Key Words: disc herniation, lumbar sacral region, discartrosis, ozone therapy, protrusions, nuclear magnetic reso-

nance (MRI).
I — la columna vertebral siendo la principal causa de lum-
Introduccion balgia o lumbociatalgia a nivel mundial y un motivo

El ozono (03) es un oxigeno trivalente utilizado frecuente de incapacidad laboral.

para la salud humana desde 1840, se lo obtiene por el  Los efectos del Ozono en estas patologias
paso de oxigeno medicinal por una descarga eléctrica  son:

de alto voltaje. Esta reaccion realizada por un equipo
especial de electromedicina produce un gas/plasma
(ozono) con distintas concentraciones acordes a la pa-
tologia y al tratamiento.

La utilizaciéon del Ozono en el tratamiento de las
hernias de disco lumbares y cervicales protruidas y
prolapsadas, igualmente en los procesos discartrdsicos
de columna, evidencia un gran beneficio, la regresion
de la sintomatologia dolorosa es rapida y las ventajas
respecto a los métodos tradicionales, incluida la ciru-
gia, estan representadas por su eficacia y la ausencia de
efectos colaterales.

La Hernia de Disco intervertebral lumbo sacra en
sus diferentes fases representa un 5% de la patologia de

Acelera la degradacion de poliglucésidos en el ni-
cleo pulposo del disco intervertebral lo que lleva a su
reabsorcion, con la consiguiente reduccién del mate-
rial herniado responsable de la compresion nerviosa.

Elimina los mediadores quimicos de la inflama-
cién (Fospolipasa A2, Metaloproteinasas, Prostaglan-
dina E2, IL6, Glicoproteina YKL-40) que se liberan con
la ruptura del nicleo pulposo del disco lesionado y que
producen inflamacién, contraccién muscular, falta de
irrigacién (hipoxia tisular, isquemia y acidosis), edema
local, desmielinizacion y estimulo nociceptivo (dolor).

Estimula la accién del Factor de Crecimiento
Transformante/Tisular (TGF-B) favoreciendo la rege-
neracion de los tejidos.
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1
Introduccion

El ozono (03) es un oxigeno trivalente utilizado para la salud
humana desde 1840, se lo obtiene por el paso de oxigeno me-
dicinal por una descarga eléctrica de alto voltaje. Esta reaccion
realizada por un equipo especial de electromedicina produce un
gas/plasma (ozono) con distintas concentraciones acordes a la
patologia y al tratamiento.

La utilizacién del Ozono en el tratamiento de las hernias de
disco lumbares y cervicales protruidas y prolapsadas, igualmen-
te en los procesos discartrdsicos de columna, evidencia un gran
beneficio, la regresion de la sintomatologia dolorosa es rapiday
las ventajas respecto a los métodos tradicionales, incluida la ci-
rugia, estdn representadas por su eficacia y la ausencia de efectos
colaterales.

La Hernia de Disco intervertebral lumbo sacra en sus dife-
rentes fases representa un 5% de la patologia de la columna ver-
tebral siendo la principal causa de lumbalgia o lumbociatalgia a
nivel mundial y un motivo frecuente de incapacidad laboral.

Los efectos del Ozono en estas patologias son:

Acelera la degradacion de poliglucésidos en el nucleo pul-
poso del disco intervertebral lo que lleva a su reabsorcién, con la
consiguiente reduccién del material herniado responsable de la
compresién nerviosa.

Elimina los mediadores quimicos de la inflamacién (Fospo-
lipasa A2, Metaloproteinasas, Prostaglandina E2, IL6, Glicopro-
teina YKL-40) que se liberan con la ruptura del nicleo pulposo
del disco lesionado y que producen inflamacién, contracciéon
muscular, falta de irrigacién (hipoxia tisular, isquemia y acidosis),
edema local, desmielinizacion y estimulo nociceptivo (dolor).

Estimula la accién del Factor de Crecimiento Transforman-
te/Tisular (TGF-B) favoreciendo la regeneracion de los tejidos.

Aumenta la capacidad de la sangre de absorber y transportar
oxigeno (hiperoxigenacién) mejorando la micro circulacion y las
funciones celulares. Disminuye el edema a ese nivel.

Regula el balance Redox celular, neutralizando los radicales
libres de oxigeno y facilitando la eliminacion de toxinas.

Produce estimulo hormonal: (Cortisol, serotonina, endorfi-
nas) produciendo una franca sensacién de bienestar.

Segun ultimas investigaciones en el area, el sistema inmu-
noldgico es modulado por la ozonoterapia y de esa forma, re-
absorbe la porcién herniada del nucleo pulposo, restituyendo la
integridad del anillo fibroso y terminando con la inflamacién y
el dolor'>.

|
MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité de
Etica de la Institucién, cumplié con lo establecido en la Declara-
cion de Helsinki, ultima version correspondiente a la Asamblea
General de Edimburgo, Escocia, de Octubre del 2000°.

Todos los pacientes fueron evaluados clinicamente y los
diagnosticos fueron confirmados a través de estudios de Reso-
nancia Magnética Nuclear simple (MRI). Los datos personales del
paciente y del examen fisico quedaron registrados en la Historia
Clinica.

De inicio cada participante fue informado del tratamien-
to que iba a recibir, la forma de aplicacion, los beneficios que le
proporcionaria, los cuidados a tener en cuenta, las molestias que
le podia ocasionar el tratamiento, para lo cual cada uno dio su
consentimiento informado. El personal médico que participé en
el estudio tiene experiencia clinica y fue entrenado en el manejo y
evaluacion de los pacientes y la aplicacion del tratamiento.

En todos los pacientes se utilizo la siguiente técni-
ca:
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Previa desinfeccion del 4rea, se efectud una infiltracion del
compartimento del psoas o espacio de Bonitot, con 15 cc de ozo-
no a una concentracion de 20 ug/cc, a 4 cm de la apdfisis espinosa
a nivel de la linea intercrestas iliacas o linea de Tuffier que se co-
rresponde con la vértebra L4, siguiendo la técnica de Capdevilla
o Nizora modificado, definiendo el lado a infiltrar en base a la
localizacién del dolo lumbar o lumbociatico y/o parestesias en
el miembro inferior en caso de radiculopatia, Para el efecto se
utilizaron agujas muy finas No.22x7 cm ’.

En el lado contralateral, se efectud una infiltracion de 10
cc de ozono a una concentracion de 20 ug/cc, en la musculatura
paravertebral, a 2 cm de la ap6fisis espinosa, en localizaciones va-
riables dependiendo de la ubicacion del conflicto disco radicular.
Para el efecto se utilizaron agujas No. 23 x 3,8 cm.

Previa a la infiltracion se aplico en los sitios predefinidos y
premarcados, cloruro de etilo topico (anestésico frio en aerosol)
para minimizar el dolor producto de los pinchazos.

En todos los pacientes se utilizé un esquema de 10 sesio-
nes, las primeras 5 sesiones en forma semanal y las siguientes en
forma quincenal. En todos ellos a partir de la tercera sesion se
adiciono fisioterapia lumbar especializada.

Estudios de Resonancia Magnética (MRI) de la regién lum-
bo sacra se utilizaron para corroborar la evolucién de las lesiones
al concluir el tratamiento.

La mezcla de O2-03 fue obtenida a partir de oxigeno médi-
co utilizando un generador de ozono marca Bioline BL-X5. Todos
los tratamientos fueron aplicados siguiendo lo establecido en la
Declaracion de Madrid 2015 sobre Ozonoterapia®.

Caso 1

Paciente sexo femenino de 42 afos, profesion médico. Acude
por presentar dolor en zona lumbar que se incrementa al perma-
necer de pie y con la deambulacion ante el ejercicio profesional, el
dolor en las noches se torna incapacitante. Al examen fisico dolor
a la digito presion intervertebral lumbar (signo de Delitala), dolor
en articulaciones sacro iliacas. No hay signos de compresion radi-
cular. Desde la segunda sesion de ozonoterapia la sintomatologia
fue disminuyendo progresivamente, desapareciendo completa-
mente y manteniéndose en el tiempo. La imagen de MRI post tra-
tamiento demostr6 una completa reduccion de las protrusiones
discales en L4/L5 y L5/S1. (Figuras 1y 2)

Caso 2

Paciente sexo masculino, de 25 anos de edad, estudiante.
Acude presentando intenso dolor lumbar con irradiacién hacia
miembro inferior izquierdo, asociado a parestesias que llegaban
hasta dedos de pies. Al examen fisico hay dolor lumbar con los
movimientos. Lasegue izquierdo positivo, reflejo patelar dismi-
nuido, prueba Semmes Weinstein (monofilamento) positiva pie
izquierdo. La sintomatologia dolorosa fue disminuyendo a par-
tir de la cuarta sesidn, para luego desaparecer manteniéndose en
los controles posteriores, igualmente a partir de la sexta sesién
se evidencié una recuperacion de la sensibilidad tactil en su pie
izquierdo, mejorando la deambulacién. La MRI de control efec-
tuada al terminar la terapia evidencio una reduccién importante
de las hernias discales L4/L5 y L5/S1. (Figuras 3, 4)

Caso 3

Paciente sexo femenino de 49 afios de edad, ama de casa.
Con antecedentes de dolor lumbar por varios afios, diagnosticada
de hernias discales hace 3 afios. Acude a la consulta presentado
dolor lumbar intenso, que se incrementa al levantarse de la cama
por las mananas y al estar de pie o sentada por mucho tiempo.
La flexién lumbar acentua el dolor. Al examen fisico se evidencia
una paciente con facies dolorosa, quejumbrosa. Dolor a la pre-
sién en toda la region lumbar, hay Lasegue derecho. La prueba de
Monofilamento es negativa en ambos pies. La paciente fue pre-
sentando mejoria paulatina de su dolor, tornandose asintomatica

http://www.revistabionatura.com

313 ——




— 314 Danilo Ruiz Reyes, Maria Elena Romo

-

Figura 7: MRI pre tratamiento caso 4 Figura 8: MRI post tratamiento caso 4
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en los controles posteriores, los estudios de MRI post tratamiento
demostraron una mejoria significativa en sus lesiones discartré-
sicas, incluso con regeneracion del disco vertebral L4/L5, resolu-
cién de los nédulos de Schmoérl y de la protrusion discal L5/S1.
(Figuras 5,6)

Caso 4

Paciente sexo masculino, 60 afios de edad, profesion aboga-
do. Presenta dolor lumbar importante especialmente con activi-
dad deportiva (trote), que se irradia a miembro inferior izquierdo
lo cual limita sus actividades cotidianas. Al examen fisico dolor
lumbar intervertebral, Lasegue izquierdo, prueba monofilamen-
to en ambos pies negativa. Al concluir la terapia en la MRI se
hace evidente una mejoria practicamente absoluta del fenémeno
discartrdsico y el paciente permanece asintomético en el tiempo,
retornando a sus labores cotidianas. (Figuras 7,8)

|
RESULTADOS

Los resultados de la terapia se valoraron comparando la Re-
sonancia Magnética simple obtenida antes y luego de concluir el
tratamiento. No se evidencio efectos indeseables en ninguno de
los pacientes. En todos se obtuvo mejoria de su sintomatologia en
forma progresiva e individualizada, permaneciendo asintomati-
cos luego de seis meses de concluir los tratamientos.

|
DISCUSION

En los ultimos afios la ozonoterapia como método terapéuti-
co efectivo ha obtenido un gran desarrollo y difusién, siendo re-
conocida y utilizada en varios paises a nivel mundial. En la actua-
lidad existen mas de 40 asociaciones nacionales e internacionales
que agrupan a los profesionales que practican esta terapia. Uno
de los logros més recientes para unificar los criterios en cuanto a
meétodos y procedimientos a seguir, fueron recogidos en la “De-
claracién de Madrid sobre la Ozonoterapia’, firmado en Madrid,
Espaiia (junio de 2015) durante el Encuentro Internacional de Es-
cuelas de Ozonoterapia. En la actualidad es el tinico documento
global existente sobre la ozonoterapia y sus recomendaciones son
aplicadas en diferentes lugares del mundo®’.

Las hernias discales en diferentes sectores de la columna se
considera como la patologia que ocasiona el mayor indice de au-
sentismo laboral, se calcula que 8 de cada 10 personas sufrird a
lo largo de su vida algun episodio de dolor lumbar debido a esta
patologia®.

El tratamiento con Ozono, es una novedosa terapia de gran
utilidad en multiples patologias, siendo las discopatias (hernias
discales) una de la entidades en donde se ha evidenciado mayor
utilidad, especialmente a nivel de la columna lumbar, técnica que
se fundamenta en la administracion de ozono en la musculatura
paravertebral contigua al sitio de la lesion y /o en la emergencia
de las raices nerviosas de los nervios raquideos que formarén el
nervio ciético, infiltrando el compartimiento del psoas o espacio
de Bonitot, siguiendo la técnica de Capdevilla o Nizora modifi-
cado, con lo cual se logra bloquear y reducir el dolor y la sinto-
matologia propia del padecimiento, producto de la comprensién
(identacién) raquimedular o de raices nerviosas, reduciendo el
material herniado por mecanismos ya explicados anteriormente,
cesando el efecto mecdnico compresivo” 14,

Los efectos del ozono inyectado en la musculatura para-
vertebral han sido estudiados y respaldados por varios estudios
fisiolégicos efectuados en Italia por el Dr. Velio Bocci y por otros
investigadores en el area®'> 16,

La ozonoterapia como tratamiento de las hernias discales es
una técnica cuyos resultados son similares o incluso superiores
a los obtenidos mediante cirugia, con los cuales se han obtenido
resultados favorables que fluctdan entre 20 al 60 % y que muchas

Bionatura

Volumen 2/ Numero 2

Ozonoterapia en patologias de columna: Revision de casos
Ozone therapy in diseases of spine: Review of cases

veces dejan graves secuelas (fibrosis postquirtdrgica, fistulas de li-
quido cefalorraquideo, riesgo anestésico).

Un meta-analisis reciente demuestra que la ozonoterapia es
tan eficaz como la cirugia, pero con un indice mucho menor de
eventos adversos y también enormes ventajas en cuanto a cos-
tos'”.

Actualmente es una de las mejores opciones para el trata-
miento del dolor en hernias discales, tiene la ventaja de ser un tra-
tamiento ambulatorio, los beneficios son duraderos y no se han
descrito efectos adversos con la técnica empleada, siempre que se
realice correctamente y en los casos que se justifique'®?.

El ozono en hernias discales puede ser utilizado en conjun-
cién con otros medicamentos y/o tratamientos buscando mejores
beneficios para los pacientes® .

Estadisticamente, a nivel internacional, el indice de mejoria
es de un 80%, siendo unicamente un 20 % en los que no se obtie-
nen resultados positivos, en estos casos se recurre a tratamientos
complementarios que se determinaran en cada caso*%.

Igualmente se han descrito técnicas de discolisis con ozo-
no, las cuales deben ser efectuadas en quiréfano y con el apoyo
de sedacién y equipos de fluoroscopia para guiar las agujas de
puncién, esta técnica a mds de incrementar los costos, no supera
en beneficios a la técnica de infiltracion de ozono paravertebral®.

En un Meta andlisis efectuado por Steppan J. et al 2010, en
el cual realiza un estudio comparativo de varios trabajos efectua-
dos utilizando ozono en hernias discales, se concluye que la téc-
nica de ozonoterapia intradiscal o intraforaminal tiene un nivel
de Evidencia II-3 (Evidencia obtenida por estudios diagnosticos
son inciertos); mientras que la técnica de ozonoterapia paraverte-
bral a nivel lesional tiene un nivel de evidencia II-1 (Evidencia es
obtenida por estudios apropiadamente conducidos y de tamano
adecuado).

El anilisis efectuado en nuestro Centro Médico ratifica los
resultados observados por otros autores, en los cuales se han lo-
grado remisiones en el tamafio de las protrusiones discales y de
las lesiones discartrosicas vertebrales, siendo lo mas importante
la remision de la sintomatologia en todos ellos.

En conclusidn, la ozonoterapia paravertebral, constituye un
excelente procedimiento médico, para las hernias discales y la
discartrosis vertebral; proporcionado a los pacientes una mejor
calidad de vida. Se necesitan mds estudios sobre este tema para
establecer protocolos de tratamiento que puedan ser aplicados
con seguridad en otras instituciones.
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ARTICULO DE REVISION

Estrategias Naturales para Mejorar el Crecimiento y la
Salud en los Cultivos Masivas de Camaroén en Ecuador

Natural strategies to Improve Growth and Health in Massive Shrimp Cultu-
tad res in Ecuador

Luis E. Trujillo*", Leonor Rivera??, Eugenio Hardy**, Erika M. Llumiquinga?, Francisco Garrido?, Jesus A. Chavez?, Victor H.

Abrilt, José M. Pais-Chanfrau®
DOI. 10.21931/RB/2017.02.02.8

El camaron, es actualmente el segundo producto comercial no petrolero més grande de Ecuador, debe cultivar-
se preferentemente con productos organicos naturales que no sean productos quimicos sintéticos o antibioticos.
Por lo tanto, los probiéticos, los prebiéticos y los inmunoestimuladores tales como los lipopolisacaridos (LPSs) ac-
tualmente atraen gran atencién para el cultivo de camarén, la gestion de la calidad del agua y el tratamiento de
enfermedades acuaticas. De hecho, en diferentes paises, los probioticos basados en bacterias, levaduras o sus com-
ponentes se han utilizado con éxito en esta practica. También se sugiere ampliamente el uso de prebidticos como
aditivos alimentarios para camarones. Por otra parte, se conoce que los lipopolisacéridos, que son el componente
principal de la membrana externa de las bacterias gramnegativas, ejercen fuertes efectos sobre el sistema inmune
del camaron. La presente revision destaca el uso de estas importantes entidades biolégicas como potenciales can-
didatos a ser utilizados en la acuicultura ecuatoriana. A pesar de que una gran variedad de efectos positivos de los
probidticos, prebidticos y LPSs en peces y crustaceos han sido descubiertos, atin se necesita mas informacién para
aclarar y prever el impacto molecular de estas entidades biolégicas en camarones.

Palabras Claves: Prebiéticos, probidticos, fructoligosacaridos, lipopolisacéridos, camarén, levadura.

ABSTRACT

Shrimp, which is currently the second largest non-oil commercial product from Ecuador, should be preferably culti-
vated with natural organic products other than synthetic chemicals or antibiotics. Therefore, probiotics, prebiotics
and immunostimulators such as lipopolysaccharides currently attract great attention for shrimp culturing, water
quality management and treating aquatic diseases. In fact, probiotics based on either bacterium, yeasts or its com-
ponents have been used successfully in practice. Also, the use of prebiotics as food additives for shrimps is exten-
sively suggested. Lipopolysaccharides, which are the major component of the outer membrane of gram-negative
bacteria, are known to exert strong effects on the shrimp immune system. The present review highlights the use of
these important biological entities as potential candidates to be used in Ecuadorian shrimp aquaculture. Despite a
variety of positive effects of probiotic, prebiotic and LPS supplements on fish and crustaceans have been uncovered,
significantly more information is still required in order to clarify and foresee the molecular impact of these biological
entities in shrimps.

Key Words: Prebiotic, probiotic, fructoligosaccharides, lipopolysaccharide, shrimp, yeasts.

Introduccién valores previos a fines de este afio. Cabe destacar que

Ecuador sigue siendo el mayor productor latinoameri-

A finales de 1996, Ecuador se convirtié en el se-  cano y el quinto productor mundial de camarones de

gundo mayor exportador mundial de camarones'. En
laactualidad, el camarén es el segundo producto no pe-
trolero que comercialmente mas aporta a la economia
después de los bananos en Ecuador. Durante 2013, por
ejemplo, 474 236 libras de camaron fueron exportadas
fuera de Ecuador, lo que equivale a 1 620 millones de
délares. En 2014, se exportaron medio millén de libras
de camarén, generando un ingreso de 1 520 millones
de ddlares. La produccién de camarén sigue creciendo
de manera constante como se muestra en la figura 1,
por lo que se espera que sus exportaciones superen los

cultivo®. En consecuencia, la cria de camarén conduce
a un mayor intercambio de divisas y una mayor fuente
de mano de obra en este pais.

La produccién masiva de camarones no esta exen-
ta de riesgos. De hecho, la aparicion del virus de man-
cha blanca y otros brotes de enfermedades en el siglo
pasado han causado una disminucion en la produccion
de camardn, afectando asi social y econdmicamente al
pais’. Otros problemas recientes asociados con el cul-
tivo intensivo de camarén son una disminucién del
agua’ y la calidad de los alimentos, un aumento del
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Figura 1: Exportacion de camarones hasta finales de 2016 Vs Millones de délares obtenidos 2.

estrés animal y un aumento de infecciones bacterianas, virales o
parasitarias.

Los antibidticos se han utilizado tradicionalmente para tra-
tar las infecciones microbianas en la acuicultura en todo el mun-
do. Sin embargo, el uso y el abuso de antibi6ticos puede causar
efectos adversos no deseados como la acumulacién de antibioti-
cos en los tejidos de los animales, supresion inmune, desarrollo de
bacterias resistentes a los antibioticos y destruccion de la flora mi-
crobiana ambiental®®. Por otro lado, el uso de antibi6ticos para el
tratamiento de peces y camarones es costoso y, por consiguiente,
no estd disponible en muchas granjas ecuatorianas. Por lo tanto,
las investigaciones encaminadas a la sustitucion de antibidticos
por productos naturales como los probidticos, los prebidticos y
los lipopolisacaridos (LPS) han recibido recientemente una aten-
cién considerable por parte de los investigadores del camarén y
de estos productores naturales alternativos en Ecuador. Este he-
cho asegura el desarrollo de diferentes bioprocesos para obtener
estas moléculas en el pais”®.

El término probiético significa “para la vida’, y se deriva de
las palabras griegas “pro” y “bios™. La definicién mas amplia de
probidticos fue formulada por Fuller'® indicando que un probioti-
co es considerado como “un suplemento alimenticio microbiano
vivo que afecta beneficiosamente al animal huésped mejorando
su equilibrio intestinal”. Sin embargo, no sélo los microorganis-
mos vivos deben ser considerados como probiéticos, sino tam-
bién cualquier microorganismo o cualquiera de sus componentes
que puedan conferir cualquier efecto fisiolégico beneficioso al
huésped o al medio ambiente donde vive el microorganismo.

Un prebiético, a diferencia de un probidtico, no es un orga-
nismo y por lo tanto tiene menos influencia en el medio ambiente
natural. Basindose en la definicién de Gibson y Roberfroid, los
prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que afec-
tan de manera beneficiosa al huésped al estimular selectivamente
el crecimiento y / o la actividad de uno o un niimero limitado de
bacterias en el colon y asi mejorar la salud del huésped'-'2. Los
prebidticos tienen dos caracteristicas principales, la primera es
que son alimentos naturales, y la segunda es que no son organis-
mos vivos, por lo que este hecho constituye una ventaja sobre los
probioticos.

La incorporacién de prebiéticos en la dieta no necesita au-
torizacion como aditivos alimentarios ya que estan bien descritos

Bionatura

Volumen 2 / Nimero 2

en la literatura. Originalmente, los prebidticos se utilizaron para
estimular bifidobacterias y lactobacilos en la microbiota huma-
na®.

Los lipopolisacaridos inducen efectos fuertes en el sistema
inmune del camardn. Estos efectos han sido también objeto de
numerosos articulos (véase mas adelante) en los que se presentan
casos interesantes como evidencia de la posible aplicacion de LPS
como inmunoestimulante en la cria de camardn.

La presente revision destaca el uso de probidticos, prebidti-
cos y LPS, mecanismos de accién y retos futuros en el uso y pro-
duccion de estas moléculas en la acuicultura ecuatoriana a base
de experiencias nacionales e internacionales.

LOS PROBIOTICOS EN LA ACUICULTURA

Los probidticos son formulaciones microbianas cultivadas
que se mezclan con enzimas y cereales fermentados unidos a un
sustrato o formulacion de uso en acuicultura. En el campo de
los organismos acuaticos, los probidticos se han definido como
“células microbianas capaces de viajar a través del tracto gastroin-
testinal y de mantenerse vivas, con el objetivo de mejorar la sa-
lud”>!¢. Una definicién més amplia postula que “los probiéticos
se definen como entes vivos o muertos, o incluso un componente
de los microorganismos que actian bajo diferentes modos de ac-
cion al conferir efectos beneficiosos no solo al huésped sino tam-
bién a su medio ambiente”

Existe un interés creciente por los probidticos!” que ha sido
estimulado por varios factores, entre ellos: 1) resultados cientifi-
cos y clinicos interesantes utilizando organismos probiéticos bien
documentados; 2) inquietudes sobre efectos secundarios y dafios
ambientales; Para el uso de productos naturales, y (4) el desarro-
llo de interesantes antagonistas acudticos para la acuicultura eco-
légica. La Tabla 1 muestra cepas microbianas probadas con éxito
como probidticos en condiciones de campo.

Los probiéticos funcionan de acuerdo con mecanismos de
exclusion competitiva por los cuales los patgenos son reempla-
zados o excluidos por el desarrollo de una poblacién microbiana
beneficiosa en la superficie intestinal, lo que reduce las inciden-
cias de la enfermedad, mejor salud y mejor crecimiento del hués-
ped (Fig.2). Las cepas bacterianas, de levadura o sus componen-
tes son capaces de producir sustancias inhibidoras que podrian
interactuar directamente con patégenos bacterianos y virales. El
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Cepa probiotica Baelicio AModo de Reference
aplicacion
Bacillus cerens Contral de concentracion de vibnio En & agua . 1%
Bacillus . Competir con otras bactenas en la En & agua P
licheniformis acumulacién v impieza de la materia
orgamica
Bacillus subsilis Contra la mfecdén con Fibrio harveyi Adicion al L
639 agua
Saccharomyces Inmunoestimulacion v proteccion Enla dieta 31
cerevisiae contra Fiario frsvevt
Streplococcus sp. Antagoni 2a con Fibric alginelveiius En la dieta 2
Pediococcus Control de la infeccion con Fidio En la dieta
acidilactici alginolyticius

Tabla 1: Cepas microbianas autorizadas y probadas utilizadas como probidticos en condiciones de campo.

| Receptores

it

Especies de oxigeno
reactivas

Patogenos

| Hemolinfa

Factores de

‘L inmunogenicida

Transcripcion de genes relacionados con la
inmuncgenicidad

Figura 2: Como acttan los probidticos en el camardn®. La inhibicidn directa de patégenos mediante la modulacion del sistema inmune del camarén,
la produccidn de sustancias inhibidoras que podrian interactuar directamente con patégenos y también son capaces de manipular la microflora y las

condiciones fisico-quimicas del ecosistema del estanque.

crecimiento de estos patégenos se evita a través de la produccion
de metabolitos antagonistas*~ o por interferencia de adhesion®.

Algunos de los estudios previos realizados en los primeros
90 afios del siglo pasado, reportados por Nogami y Maeda®, y
Rengpipat et al.” mostraron un mejor crecimiento y superviven-
cia de crusticeos (camarones, cangrejos) con suplementos pro-
bidticos.

Algunos informes internacionales y nacionales describen
un aumento significativo en el peso de camarones tratados con
probidticos sobre el grupo no tratado a nivel de finca®* como se
muestra en la Tabla 2.

Lara-Flores et al.®! explicé que las bacterias probidticas son
buenos candidatos para aumentar la digestion de nutrientes y el
crecimiento en organismos acuéticos. Irianto y Austin® afirma-
ron que los compuestos nocivos en la dieta pueden ser destoxifi-
cados por la accion de enzimas hidroliticas tales como amilasas
y proteasas, y también que los nutrientes en los organismos po-
drian ser mejorados por vitaminas como por ejemplo, biotina y
vitamina B12. Las enzimas digestivas son necesarias para romper
los compuestos complejos en moléculas mas simples y absorbi-
bles que podrian ser utilizadas por el huésped®. Por lo tanto, la
suplementacion dietética con probidticos aumenta el crecimien-
to* a través de la contribucion enzimadtica que aumenta la diges-
tibilidad®. Los constituyentes de la digestién de proteinas gene-

Bionatura +  Volumen 2/ NGmero 2

rados por la accion de enzimas proteoliticas endoégenas también
contribuyen a aumentar la digestibilidad de los piensos asociados
con la administracién de probidticos™.

Se han propuesto probidticos para mejorar la respuesta in-
mune de los camarones. De hecho, la bacteria probiética Lacto-
bacillus plantarum mejora la expresion génica y las respuestas
inmunes en el camardén blanco Litopenaeus vannamei, cuando
se combina en su dieta. Especificamente, L. plantarum mejora
la actividad de la fenoloxidasa, la profenoloxidasa (proPO) y la
superoxido dismutasa (SOD), junto con la tasa de supervivencia
después de la estimulacién con V. alginolyticus. Estos efectos se
observan cuando las bacterias se dan en la dieta a 10" ufc/kg du-
rante 168 horas®.

L. plantarum tiene una gran efectividad contra Vibrio har-
veyi. Desafios experimentales in vivo, muestra que Litopenaeus
vannamei aumento la resistencia en comparacién con un grupo
control no expuesto a V. harveyi. Estos resultados han sugerido
que la cepa probidtica tiene un efecto inmuno-reactivo sobre el
huésped, posiblemente relacionado con compuestos extracelula-
res liberados de bacterias que pueden estimular respuestas inmu-
nes inespecificas. La actividad de L. plantarum es responsable del
aumento del recuento total de hemocitos y de la actividad PO. De
acuerdo con los resultados de esta investigacion, se sugirié que
la actividad aglutinante es la causa principal relacionada con la
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Parimetroscalculados

Tanques tratados con
Probioticos (g)

Tanques no tratados con
probicticos (g)

Peso inicial 1266 =1.1 1271
Peso final 160734 30923
Ganancia de peso 214126 18213
Promedio peso inicial 422=0.11 23=0.03
Promedio peso final 1202+ 035 10.3=0.05
Promedio de peso ganado 78g=0.09 6.07=0.02

Supervivencia

100%

100%

Tabla 2: Datos experimentales obtenidos en tanques de cultivo de camaron P. monodon tratados y no tratados con probdticos.

eliminacion mds efectiva de la hemolinfa y hepatopancreas por el
camaroén alimentado con la dieta suplementada con probidtico”.

Cuando se desafié con Vibrio nigripulchritudo, el probioti-
co Pediococcus acidilactici influy6 en las defensas antioxidantes
y el estrés oxidativo de Litopenaeus vannamei*®. Este probidtico
muestra eficacia en marcadores de defensa antioxidantes como
SOD, catalasa, glutation peroxidasa, glutatién y dano tisular. Esta
cepa fue eficiente en el mantenimiento de los niveles de defensa
antioxidante durante un periodo mads largo que el control y los
grupos de camarones no infectados®.

Entre las tres cepas, Bacillus P64 muestra un indice de inmu-
nidad significativamente mayor y una respuesta inmune similar a
la de V. alginolyticus. Ademas, el Bacillus P64 induce un aumento
en la poblacion de células hialinas**'.

Algunos otros Vibrio sp. que han sido probados por su ac-
tividad probidtica en L. vannamei son V. alginolyticus (NCIMB
1339) y V. gazogenes (NCIMB 2250). Estas cepas muestran acti-
vidad antagonista contra los patégenos del camarén. Cuando los
camarones juveniles son alimentados con quitina y V. gazogenes,
el nimero de bacterias tipo vibrio en la tripa anterior y posterior
disminuye significativamente y el nimero de hemocitos cambia
significativamente. El cambio en el numero de hemocitos pro-
bablemente refleja el estado inmunoldgico del camarén debido a
que los hemocitos estan involucrados tanto en defensas celulares
como humorales del camardén*.

Los B-glucanos de levadura también se han aplicado como
probidticos en la acuicultura para modular el sistema inmune in-
nato de los peces y para mejorar la supervivencia de los peces
frente a patégenos**. Si se administran como aditivos alimenta-
rios, los B-glucanos pueden ejercer sus efectos primarios a través
de la induccién de citoquinas, que a su vez afectan a la respuesta
inmune sistémica en los peces. Se han evaluado diferentes fuentes
de B-glucanos, aunque las fuentes mas frecuentes son la levadura
panadera, Saccharomyces cerevisiae. Algunas preparaciones co-
merciales de p-glucano que se pueden usar en acuicultura son
MacroGard®, Betagard A®, EcoActiva™, Nutriferm™, BG y Fi-
bosel®). Muchos estudios han explorado la respuesta in vitro de
los macrofagos al B-glucano® mientras que otros estudios han
abordado el efecto in vivo de B-glucanos en diferentes especies
de peces*. Los B-glucanos de varias fuentes se han administrado
a los peces por via oral o intraperitoneal con diferentes efectos
sobre la produccion de anticuerpos, la expresion de genes del
sistema inmune, la supervivencia, la resistencia a enfermedades
infecciosas y la mejora en la resistencia al estrés. Se ha informado
que algunos productos probidticos como Superbiéticos, SuperPs,
Zymetin y Mutagen desempeian un papel vital en postlarvas de
P. monodon manteniendo buenos parametros de calidad del agua
alo largo del periodo de cultivo*. Pais-Chanfrau et al. 2016* mo-
dificaron el medio de cultivo para obtener grandes cantidades de
biomasa de levadura para diferentes aplicaciones incluyendo la
produccion de B-glucanos para diferentes aplicaciones en cultivos
masivos de camardn.
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LOS PREBIOTICOS EN LA ACUICULTURA

Los prebiéticos, a diferencia de los probidticos, no son orga-
nismos vivos por lo que tienen menos influencia en el medio am-
biente. Mahious et al.*’, Fooks et al.”® y Gibson et al."? describieron
que cualquier alimento que llega al colon por ejemplo, carbohi-
dratos no digeribles, péptidos, proteinas y ciertos lipidos, puede
ser un candidato a prebidtico. Sin embargo, los carbohidratos no
digeribles como oligosacaridos, inulina, transgalactooligosacari-
do ylactulosa son considerados como el foco de la mayoria de los
oligosacaridos™. En peces, los oligosacaridos de manano (MOS))
y FOS son quizés los oligosacéridos mds bien estudiados a pesar
de la informacién sobre el uso de otros compuestos similares a
oligosacaridos en animales acuaticos que también estd disponible
en la literatura®** La estructura quimica de algunos de estos oli-
gosacaridos se presenta en la figura 2.

Bailey et al.”® y otros autores™* informaron que los prebio-
ticos pueden modificar la comunidad microbiana del tracto gas-
trointestinal para potenciar las respuestas inmunes no especificas.
La fermentacion prebidtica en el colon por las bacterias causa una
modificacion significativa de la microflora colénica. De hecho,
los oligosacaridos sirven como sustrato para el crecimiento y la
proliferacion de bacterias anaerobias, principalmente las bifido-
bacterias, que inhiben el crecimiento de bacterias putrefactivas y
patdgenas presentes en el colon®.

La produccion resultante de sustancias que estimulan el
sistema inmunoldgico aumenta la proteccion del huésped contra
las infecciones. Li et al.”” encontraron que la suplementacién con
FOS de cadena corta a concentraciones de 0,025 a 0,8% (m/m)
aumenta la capacidad respiratoria de hemocitos en el camarén
blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei cultivado en un sistema
con recirculacién. La suplementacién dietética de Grobiotic®-A
mejora la supervivencia del camarén blanco del pacifico cultiva-
do en agua de baja salinidad. Ademds, un desafio de agua dulce
también muestra una mejora similar en la supervivencia del ca-
mardn alimentado con Grobiotic®-A, aunque no se han identifi-
cado los mecanismos para mejorar la supervivencia bajo condi-
ciones de baja salinidad®®.

Los prebidticos pueden modificar la comunidad microbiana
del tracto gastrointestinal para mejorar las respuestas inmunes
no especificas™. También ayudan a reducir el pH del intestino a
través de la formacion de dcidos grasos de cadena corta, lo que fa-
vorece las bacterias beneficiosas que bloquean la adhesién de los
patogenos y los sitios de los receptores de toxinas, la competicién
de nutrientes y la estimulacién del sistema inmunolégico®>*>.

Sin embargo, los informes sobre el efecto de los prebidticos
sobre los pardmetros de crecimiento en los peces no son conclu-
yentes y algunos son contradictorios. La dieta de Beluga (Huso
huso) suplementada con 1, 2 y 3% (m/m) de inulina ha afectado
negativamente a una variedad de parametros tales como aumento
de peso, crecimiento, relacién de eficiencia proteica, proteina y
retencién de energia, eficiencia alimentaria al suplementar con
inulina. Ademas, los pardmetros de crecimiento en los peces ali-

http://www.revistabionatura.com

321 ——




—— 322

X

HQ-CH, HECRLH,

4
2=}
° |
L]
w0 M
L]
. oy
8 Y

HOLH,
2. (-] ,
\I .
O .
(=
e
LHy

oy

w5 | " |

MOUCH,
HO-CHy HOLxy o, @ o |
[ -] O 0
o l f“"
" oo ® o
Lactulosa mnuling

Fructo-oligosacarido

Luis E. Trujillo, Leonor Rivera, Eugenio Hardy, Erika M. Llumiquinga, Francisco Garrido, Jesus A. Chavez, Victor H. Abril, José M. Pais-Chanfrau

NSRS

['Manm <4Man[i1-dMan[i1 -4]-
n

Manno-ohgosacaridos

Figura 3: Estructura quimica de los fructo-oligosacéridos (FOS), la inulina, la lactulose y los manno-oligosacaridos (MOS).

mentados con inulina son inferiores a los mostrados en el grupo
de control. La reducciéon de algunos de estos parametros, espe-
cialmente el crecimiento, en los grupos tratados puede deberse
al efecto de parametros distintos de los relacionados con la inu-
lina®". En cualquier caso, la inulina no ha mostrado efectos po-
sitivos en la tasa de crecimiento de los peces jovenes Huso huso.

La dieta de salmén del Atldntico suplementada con 10 g/kg
de prebidticos como MOS, FOS y galacto-oligosacarido (GOS)
no muestrd efectos sobre el crecimiento y la digestibilidad®. La
eficacia de la alimentacion mejora significativamente cuando se
utiliza una dieta suplementada con 10-20 g/kg de Grobiotic®-AE
durante 7 semanas, pero el crecimiento no es significativo®. Ade-
mas, Refstie et al.* encontraron que el salmoén atldntico alimenta-
do durante 3 semanas con una dieta basada en harina de pescado
suplementada con 75 g/kg de inulina aumenta la masa relativa
del tracto gastrointestinal, pero la capacidad de absorcién del pez
no se ve afectada. Una dieta con 20 g/kg de oligofructosa, un FOS
producido por hidrdlisis enzimatica parcial de inulina, aumenta
el crecimiento de larvas de rodaballo, pero 20 g/kg de inulina en
si misma no tiene efecto sobre el crecimiento®. El crecimiento,
la eficiencia de la alimentacion y la supervivencia se han mejo-
rado en dos experimentos con trucha arco iris alimentada con
una dieta que contiene 2 g/kg de MOS comparado con las truchas
alimentadas con dieta basal®.

La concentracion de proteina corporal en la trucha arco iris
y la tilapia hibrida aumenta cuando el nivel de MOS aumenta en
la dieta de 1,5 a 4,5 g/kg®. Por otra parte, una dieta suplementada
con 10 g/kg de MOS o GOS, resulta en una disminucién de la
concentracion de proteina en el cuerpo del salmén, lo cual estd
en linea con los resultados de Genc et al.” que alimentaron a Pe-
naeus semisulcatus con una dieta que contenia 4,5 g/kg de MOS.
Estos autores especularon que la concentracién de proteinas en
el cuerpo inferior en camarones alimentados con la dieta MOS
puede haber sido el resultado de una menor utilizacién de ami-
nodcidos y la digestibilidad de la dieta®?. La suplementacion die-
tética con inulina no afecta la composicion corporal de la Beluga
juvenil®. A pesar de estos resultados contradictorios, la ingesta
de prebidticos depende del tipo de ingredientes utilizados en las
formulaciones de la dieta y, por lo tanto, variara entre las especies
y las dietas. El tipo de prebidtico para suplementar, caracteristicas
animales especificas (especie, edad, etapa de produccion) y tipo
de dieta se han identificado como consideraciones importantes
al suplementar prebidticos en dietas de pescado. Sin embargo,
muchos resultados experimentales no han sido concluyentes con
respecto al beneficio de algunos de estos prebiéticos. No obstan-
te, debe prestarse atencion al desarrollo de bioprocesos, formu-
laciones practicas y consideraciones econdmicas que aseguren
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la produccion rentable y la disponibilidad de FOS y GOS para
diferentes aplicaciones en el campo de los organismos acuaticos y
la alimentacién animal en general’.

LOS LIPOPOLISACARIDOS COMO INMUNOESTIMU-
LADORES

Los efectos del LPS sobre el sistema inmunolégico del cama-
rén han sido objeto de numerosos articulos. Los casos interesan-
tes que pueden aportar evidencia de la posible aplicacién de LPS
como inmunoestimulante en la cria de camaré6n se describen a
continuacién. Los porcentajes de proliferacion de hemocitos pue-
den aumentar, aproximadamente tres veces, después de la estimu-
lacién con LPS. Ademds, la captacion de *H timidina en los he-
mocitos circulantes puede ser significativamente 26 veces mayor
en camarones estimulados con LPS que en los no estimulados®.

El sistema de activacion proPO del Penaeus paulensis me-
jora en gran medida con el tratamiento con LPS, lo que sugiere
su participacion en el no auto-reconocimiento”. Ademas, la ac-
tividad PO en el suero de camar6n aumentd con el tratamiento
con LPS. La administracion oral de Pantoea agglomerans con LPS
mejora la resistencia a la enfermedad frente a la viremia aguda de
los peneidos e induce la actividad inactivadora de los virus en la
hemolinfa del camarén Kuruma, Penaeus japonicas™. La prolife-
racion de la mayoria de las células en el tejido hematopoyético del
camaron tigre negro (Penaeus monodon) puede incrementarse
significativamente después de la inyeccion de LPS”. La inyeccién
de camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei con LPS
disminuyd los niveles de ARNm de péptidos antimicrobianos,
penaeidin 2, penaeidin 3, penaeidin 4 de una manera dependien-
te de la dosis, mientras que los niveles de ARNm de serin protei-
nasa y proPO no cambian significativamente”. La estimulacion
de los hemocitos del camarén Litopenaeus vannamei con LPS
conduce a la formacion de trampas extracelulares caracteristicas
de fibras hechas a partir del ADN de la célula huésped™. Los gru-
pos de camardn tigre negro (Penaeus monodon) alimentados con
granulos recubiertos con LPS mostraron mayores tasas de super-
vivencia que los grupos de control cuando se desafiaron frente al
Vibrio harveyi”.

Ademas, los niveles de genes relacionados con la inmuni-
dad com por ejemplo, la isoforma 3 del factor anti-LPS, la lectina
de tipo Cy la peritrofina de tipo mucina, estan regulados en los
intestinos del grupo de P. monodon alimentado con dieta suple-
mentada con LPS una o dos veces al dia, a diferencia de del grupo
de control. La expresion de lectina 3 de tipo C de Litopenaeus
vannamei en branquias esta regulada positivamente después del
desafio contra LPS’. Los LPSs pueden regular la cactina de L.
vannamei en hemocitos”. La incubacién de hemocitos de cama-
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rén con LPS puede causar necrosis y liberar moléculas endogenas
como por ejemplo, L, B y P, mientras que al mismo tiempo estas
moléculas enddgenas pueden causar cambios en la viabilidad ce-
lular, desgranulacion y necrosis de hemocitos, indicativo de acti-
vacion de la inmunidad in vitro’™. La inyeccién de LPS causa una
disminucién de los recuentos totales de hemocitos semi-granu-
lares y granulares de Penaeus monodon”™. Ademas, la actividad
de esterasa no especifica, la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la produccién de 6xido nitrico se induce significativa-
mente en los hemocitos de camarén inyectado con LPS, mientras
que la relacion de células apoptdticas de hemocitos aumenta. Re-
cientemente se han informado métodos para aislar y caracterizar
los LPS con el fin de usarlos en el cultivo del camarén®.

OBSERVACIONES FINALES

Ecuador y la India son actualmente los dos paises que lide-
ran la exportaciéon de camarén (http://www.fao.org/in-action/
globefish/market-reports/resourcedetail/en/c/462149/). Los tres
princi-pales destinos de exportacién hasta 2016 de la industria
del camardn ecuatoriano fueron Estados Unidos (35 000 tone-
ladas), Union Europea (44 000 toneladas) y Vietnam (80 000 to-
neladas). Por lo tanto, el disefio de bioprocesos para obtener un
conjunto de moléculas para mejorar las técnicas biotecnoldgicas
es necesario para hacer frente al aumento de la produccion de
camaron, contribuyendo asi al éxito de esta industria.

La aplicaciéon de probidticos, prebidticos® y LPS en acui-
cultura ha mostrado resultados positivos, pero la evaluacion de
los efectos bioldgicos de estas entidades en el medio natural y
la rentabilidad de las opciones de tratamiento son insuficientes.
Ademas, la mezcla de estos reactivos bioldgicos para formar sim-
bidticos tiene un campo muy prometedor en cultivos de cama-
rén® ya que esta estrategia ha tenido cierto éxito en otras especies
marinas®.

Siguiendo las numerosas herramientas de secuenciacion del
genoma que estan actualmente en uso, la investigacion futura so-
bre probidticos, prebidticos y efectos de LPS deberia involucrar
el andlisis de transcriptome y proteoma usando ensayos de alto
rendimiento. Ademds, se debe estudiar el desarrollo de transcrip-
tomas y proteomas en la microbiota intestinal. Desde el punto de
vista bacterioldgico, es de gran importancia continuar evaluan-
do si los cambios microbianos tienen algun efecto positivo sobre
la salud de los peces y de las conchas, contribuyen a inhibir la
colonizacion de las bacterias patdgenas en el intestino y mejorar
la inmunidad innata. Por lo tanto, los estudios con todas estas
sustancias deberian tener una alta prioridad en el futuro, y los
estudios de desafios deberfan incluirse como un estandar de oro
para evaluar sus efectos sobre la salud del camarén.
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La anestesia para la tiroidectomia transoral en adultos inicia con la evaluacién preoperatoria del estado de la glan-
dula tiroidea, la repercusion local de la patologia tiroidea sobre la via aérea y los riesgos relacionados con las carac-
teristicas del paciente. La cirugia de la glandula tiroidea no se considera una urgencia quirdrgica, por lo que es nece-
sario lograr un estado eutiroideo antes de la cirugia. Para evitar la crisis tirotdxica por un lado se bloquea la sintesis
hormonal con antitiroideos de sintesis y por otro se disminuyen los efectos centrales y periféricos de las hormonas
tiroideas con betabloqueadores. La técnica de eleccion es la anestesia general balanceada o total intravenosa. La
atencidn postoperatoria se debe esforzar en investigar la posible presencia de las complicaciones hemorragicas que
pueden poner en riesgo el pronoéstico vital y las lesiones de los elementos en contacto con la glandula, como las
glandulas paratiroideas y los nervios recurrentes. Los cuidados anestésicos del paciente sometido a tiroidectomia
transoral no difieren de las otras técnicas quirirgicas minimamente invasiva del tiroides.

Palabras Claves: anestesia, anestesia general balanceda, anestesia total intravenosa, tiroidectomia transoral.

ABSTRACT

Anesthesia for transoral thyroidectomy in adults begins with preoperative evaluation of the thyroid gland status,
local repercussion of thyroid pathology on the airway, and risks related to patient characteristics. Surgery of the
thyroid gland is not considered a surgical emergency, so it is necessary to achieve a euthyroid state before surgery.
To avoid the thyrotoxic crisis, on the one hand, hormonal synthesis is blocked with synthetic antithyroid drugs and
on the other, the central and peripheral effects of thyroid hormones with beta-blockers are reduced. The technique
of choice is balanced general or intravenous total anesthesia. Postoperative care should be sought to investigate the
possible presence of hemorrhagic complications that may compromise the vital prognosis and lesions of the ele-
ments in contact with the gland, such as the parathyroid glands and recurrent nerves. Anesthesia care of the patient
undergoing transoral thyroidectomy does not differ from the other minimally invasive thyroid surgical techniques..

Key Words: anesthesia, balanced general anesthesia, total intravenous anesthesia, transoral thyroidectomy.

Introduccion espacio reducido para ambos poder realizar su trabajo.

Con el desarrollo de la medicina minimamente
invasiva se han disefiado multiples abordajes endosco-
picos en diferentes sitios del cuerpo. El drea de cabeza y
cuello no ha quedado excluida de esta tendencia mun-
dial y en 1996 Gagner describié una paratiroidectomia
subtotal endoscopica con insuflacién de diéxido de
carbono usando 4 trocares cervicales. Seguidamente,
Huscher et al. publicaron una técnica similar para la
tiroidectomia endoscdpica'.

Cada vez son mas novedosas las técnicas qui-
rurgicas para abordar el territorio de cabeza y cuello
hasta llegar al primer sistema de cirugia robdtica de
uso clinico generalizado, el da Vinci, comercializado a
finales de 19992 Sin embargo, son pocos los estudios
publicados sobre el manejo anestésico de los pacien-
tes sometidos a este tipo cirugia, donde se necesita una
gran fusion entre el cirujano y anestesista basado en el

El manejo anestésico-quirurgico para procedi-
mientos otorrinolaringolégicos y de cirugia de cabeza
y cuello, requiere del conocimiento anatémico, fisiolo-
gico y fisiopatoldgico de los estados moérbidos, en pa-
cientes con distintos rangos de edad, desde la infancia
hasta la senectud en diversos escenarios clinicos, que
ponen a prueba la creatividad y habilidades de los mé-
dicos en este campo, ya que los procedimientos diag-
ndsticos o terapéuticos se desarrollan en regiones muy
inervadas como ojos, nariz, boca, faringe, laringe, tra-
quea y pulmones; que aunado a la rica vascularidad de
la cabeza y cuello, con la probabilidad alta de sangrado,
repercuten la perfusion del cerebro’.

Esta revision muestra las principales formas de
tratamiento anestésico en pacientes sometidos a ciru-
gia minimamente invasiva de cuello haciendo énfasis
en la tiroidectomia transoral.

*Médico tratante en Anestesiologia y Reanimacion del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social. Profesor de la universidad técnica del
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Los cuidados anestésicos de la cirugia de tiroides no comien-
zan en el salon de operaciones, sino desde la eleccion del pacien-
te, lo dividiremos en tres etapas fundamentales:

Preoperatorio. Preparacion para la cirugia de la
glandula tiroides.

El manejo anestésico de la tiroidectomia estd condicionado
por la patologia tiroidea y por las posibles complicaciones deri-
vadas de la situacién anatémica de la glandula. El tratamiento
previo a la cirugia se efectia segun distintos esquemas, depen-
dientes del equipo médico-quirtrgico, del paciente y los recursos
disponibles. Sdlo en el bocio con hipertiroidismo es necesario el
tratamiento preoperatorio para conseguir el estado eutiroideo y
evitar la crisis tirotoxica postoperatoria. La finalidad de la pre-
paracién es doble, por un lado, se bloquea la sintesis hormonal
con antitiroideos de sintesis y por otro se disminuyen los efectos
centrales y periféricos de las hormonas tiroideas con betablo-
queadores, que ademds de suprimir algunos signos de tirotoxi-
cosis (hiperexcitabilidad muscular, alteraciones cardiovasculares
y de la termorregulacién), inhiben la conversion de T4 en T3,
reducen la taquicardia, las palpitaciones y el temblor. Si los beta-
bloqueantes estdn contraindicados, pueden utilizarse alternativas
como los antagonistas del calcio, que ejercen acciones similares al
propranolol pero por distintos mecanismos. El tratamiento debe
iniciarse 7- 14 dias antes de la cirugia para lograr el eutiroidis-
mo*’. Ademas de los niveles hormonales de tiroides, se dan gran
énfasis a la evaluacion de cualquier manejo de via aérea dificil®.

El estudio preanestésico previo a una tiroidectomia respon-
de a los criterios habituales de evaluacién del riesgo anestésico,
como la decisién de una premedicacion ansiolitica, de informa-
cion al paciente y de preparacion para la intervencién quirdrgica.
En el plano biolégico, la cervicotomia es una cirugia programada
con un riesgo hemorragico limitado y que sélo necesita un es-
tudio de hemostasia cuando existen signos de una coagulopatia
clinica’®. En la consulta se deberdn evaluar también las anomalias
de la funcién tiroidea y la repercusion sobre la via aérea de la
enfermedad tiroidea®.

Valoracidn de la via area

La valoracién de la via aérea se sustenta en la busqueda de
los criterios de intubacion dificil: clasificacion de Mallampati (Fi-
gura 1), movilidad de la columna cervical, implantacién de los
dientes, distancia tiromentoniana, morfologia mandibular, aber-

(Clase | Clase Il

tura bucal e indice de masa corporal®”®. También se debe evaluar
la extension y la repercusion local del bocio. La disnea, la disfagia
y la disfonia son signos clasicos de compresion. No obstante, la
presencia de un bocio, incluso voluminoso, no parece aumentar
la incidencia de las intubaciones dificiles>®.

La mayoria de los autores, entre ellos Garot® y colaboradores,
plantean que las dificultades para la intubacién (figura 2) aumen-
tan cuando el bocio es de origen neopldsico. Cuando se asocia
a disnea y a una desviacién o una compresion de la traquea, el
estrechamiento de la luz traqueal suele ser superior al 30%, lo que
en presencia de una limitacién de la abertura bucal (< 4,4 cm)
hace que la intubacién endotraqueal sea mds peligrosa.

Una disminucion aislada de mas del 30% de la luz traqueal
no suele dificultar el proceder. Un profundo conocimiento de la
anatomia quirtrgica y la via del nervio es necesario para proteger
de lesiones el paso del tubo endotraqueal. No obstante, el orificio
glotico puede estar ascendido o con una desviacion lateral’.

El analisis morfoldgico de un bocio descendido intratoracico
y de su repercusion sobre los elementos mediastinicos como la
traquea y los vasos se realiza idealmente mediante una tomogra-
fia computarizada (TC) cervicotoracica y/o resonancia magné-
tica (RM)>'*". La laringoscopia preoperatoria permite evaluar
la integridad de las cuerdas vocales. Numerosos equipos reco-
miendan este examen'?. En una serie de 761 pacientes con lesion
laringea tras tiroidectomia, el 20% presentaba una anomalia en
la movilidad de las cuerdas vocales en el preoperatorio®. Otros
equipos realizan la laringoscopia en caso de disfonia con el riesgo
de pasar por alto una lesion laringea oculta y/o de reinterven-
cion quirurgica.

La constatacion preoperatoria de la movilidad de las cuerdas
vocales, bien por fibrolaringoscopia, bien por laringoscopia indi-
recta, puede ayudar a decidir la estrategia quirtrgica’. Aunque
todos los autores reconocen su utilidad, suelen admitir que no la
realizan rutinariamente.

En nuestro criterio solo en las situaciones que menciona-
remos a continuacién es necesario realizar la laringospia: a. En
pacientes con antecedentes de cirugia tiroidea o cervical, b. Si el
paciente presenta disfonia o cambios en el tono de voz, c. Que
vaya a realizarse neuromonitorizacion intraoperatoria, d. En ca-
sos de afeccion maligna, en casos de canceres avanzados o anapla-
sicos se debe complementar con broncoscopia y esofagoscopia, e.
En enfermedad benigna, cuando se prevea un mayor riesgo recu-
rrencial, como en grandes bocios endotoracicos con compresion
o desplazamiento traqueal.

Clase 111 Clase [V

Figura 1: Test de Mallampati: Técnica: paciente en posicion sentada, con la cabeza en extension completa, efectuando fonacién y con la lengua fuera
de la boca. Indica el tamafio de la lengua y en que magnitud ésta obscurece la vision de la buco-faringe. Clase I: visibilidad del paladar blando, tvula 'y
pilares amigdalinos. Clase II: visibilidad de paladar blando y tvula. Clase lll: visibilidad del paladar blando y base de la tvula. Clase IV: imposibilidad
para ver paladar blando. Las clases Ill y IV corresponden a laringoscopia e intubacién dificil.
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Figura 2: Proceder de intubacidn en paciente sometidos a cirugia de tiroides. Anaesthesiologist performing urgent endotracheal intubation. Copyright

Andrei Malov | Dreamstime.com.

Transoperatorio. Premedicacion anestésica

La comunicacién entre cirujano y anestesiologo es crucial, y
puede repercutir en los resultados. No existe consenso sobre los
firmacos a usar en la premedicacion anestésica en la tiroidecto-
mia transoral, como medicacion pre anestésica se puede iniciar el
dia anterior, con benzodiacepinas. En bocios grandes y con posi-
ble obstruccion de la via aérea se evita la sedacion excesiva.

Aunque se han descrito varias vias de administracién de las
benzodiazepinas, la mayoria de los autores recomiendan la pre-
medicacion oral. Esta tltima es eficaz y se tolera bien con inde-
pendencia de la edad del paciente, a pesar de un lapso hasta la
aparicion del efecto clinico maximo de al menos 30 minutos. La
via oral no genera ansiedad, al contrario de la via intramuscular.
Se ha observado un efecto preventivo de las benzodiazepinas so-
bre las nduseas y vomitos postoperatorios, inicialmente en cirugia
tiroidea'®.

Garot y colaboradores®, proponen que podrian beneficiarse
ventajosamente la premedicacion de los efectos ansioliticos de la
gabapentina, administrada a dosis de 900-1.200 mg, 2 horas antes
de la intervencioén quirdrgica. A estas dosis, esta administracion
preoperatoria reduce el consumo periperatorio de opiaceos y pa-
rece prevenir la aparicion de dolores retardados a los 6 meses.

De forma general se recomienda evitar el uso de anticolinér-
gicos, por el aumento de la frecuencia cardfaca y la disminucién
en la sudoracion; si el paciente lo precisa, podria utilizase glico-
pirrolato que tiene menos efecto cronotrépico®.

No se recomienda la profilaxis antibidtica para una tiroidec-
tomia transoral. En el caso de que se decida administrar profilaxis

Bionatura +  Volumen 2/ Nutmero 2

antibidtica, el agente de eleccion en este caso seria la cefazolina®.
La cirugia de tiroides transoral es electiva al menos en nuestro
medio. Suele emplearse una anestesia general con intubacion
traqueal y relajacion muscular, aunque muchos cirujanos utili-
zan rutinariamente un TET con un dispositivo de control de la
integridad de los nervios (CIN) para realizar un control neuro-
fisiologico™®. En este caso, debe evitarse administrar bloqueantes
neuromusculares durante el periodo posterior a la intubacién>'®.

Colocacion del paciente

Tras la intubacién y la comprobacién de la correcta posicién
del tubo endotraqueal, éste se fija solidamente. Las dificultades
de accesibilidad a la cabeza del paciente hacen necesaria una
minuciosa proteccién ocular que se garantiza con una pomada
oftdlmica o un colirio y mediante la oclusiéon de los parpados,
cuya abertura se ve favorecida por la posicion de la mesa quirtr-
gica. Un fallo de la proteccion ocular puede tener consecuencias
graves, especialmente en los pacientes con enfermedad de Gra-
ves-Basedow que presentan exoftalmos. La colocacién sobre la
mesa quirdrgica debe permitir la mejor exposicion de la region
cervical y desbloquear la entrada del térax en caso de bocio en-
dotoracico. La cabeza se coloca sin hiperextensién, con una po-
sicidn estrictamente sagital, manteniéndola en ocasiones con un
rodillo de cabeza y cinta adhesiva. En los pacientes con un cuello
especialmente corto, la exposicion satisfactoria de la regién qui-
rurgica puede necesitar la elevacion temporal de la cintura esca-
pular colocando un rodillo a nivel de la punta de los omoplatos.
En los pacientes con artrosis, hay que comprobar que la cabeza no
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se despega del plano de la mesa; se han descrito casos excepcio-
nales de compresion medular. Los brazos se mantienen a lo largo
del cuerpo, mientras que la mesa se coloca en posicion inclinada
unos 25° para favorecer el drenaje venoso cervical. Debido a la
falta de acceso a la cabeza, se debe colocar un prolongador para
poder realizar las inyecciones fuera del campo quirtrgico. Se co-
loca una sonda nasogastrica en caso de bocio endotoricico y en
algunas ocasiones si se va a realizar un vaciamiento ganglionar, de
esta forma se le permite al cirujano una identificacién mas facil
del es6fago™'®"7.

La tiroidectomia transoral requiere de un espacio o cavidad
para el abordaje con insuflacion. El limite maximo de la presion
de CO, debe estar en 10 mm, ya que el objetivo es realizar una
pequena cavidad donde pueda practicarse una disecciéon minima
con los instrumentos que permita la identificacion, pinzamiento
y extraccion. Entre las complicaciones referidas con la utilizacion
de gas tenemos: hipercapnia, acidosis respiratoria y enfisema sub-
cuténeo'®.

Anestesia general

Hoy van a cirugia pacientes con patologias complejas que
requieren de equipos quirdrgicos especializados (microscopios,
equipos endoscopicos, rayo laser, etc.); cerca de 90% de pacientes
necesitan control estricto de la via aérea (intubacién traqueal),
por lo tanto, requieren de anestesia general: Anestesia General
Balanceada (AGB) o Total Intravenosa Anestesia (TIVA).

En el caso de la cirugia de tiroides transoral se recomienda
el uso de cualquiera de las dos variantes con intubacion nasotra-
queal para el confort del cirujano.

Anestesiologia y cirugfa evolucionan, para ajustarse a las ne-
cesidades individuales del paciente, con base en la investigacion
de nuevos farmacos anestésicos, con perfiles farmacolégicos que
ofrecen mayor predictibilidad y seguridad; desarrollando disposi-
tivos mas precisos para su administracién (vaporizadores y bom-
bas perfusoras TCI guiadas a modo plasma o sitio efecto, basadas
en modelos farmacocinéticos-farmacodindmicos); invencion de
dispositivos especificos para el manejo de la via aérea; favorecien-
do positivamente los resultados. Los agentes anestésicos para la
induccién y mantenimiento se eligen de forma individualizada®.

Con base en lo anterior exponemos, las recomendaciones
generales para las dosis de carga y perfusiones de los opioides
empleados comunmente en la anestesia general para cirugia de
tiroides transoral que no difiere en gran medida de las otras vias
de abordaje minimamente invasiva: quedando a cargo del aneste-
si6logo considerar la variabilidad interindividual; sus covariables,
los dispositivos de administracion, el estimulo nociceptivo y los
retos de cada tipo de cirugia, incluso la pericia, habilidad y expe-
riencia del cirujano en turno®.

La induccién de la anestesia general se recomienda por via
IV que brinda mayor biodisponibilidad de fairmacos. Se reco-
mienda utilizar ansioliticos y parasimpaticoliticos, previo a opioi-
des, para reducir la ansiedad, brindar proteccién neurovegetativa
y efecto antisialogogo. Hipnosis (propofol, tiopental, etomidato
o midazolam) y BNM (rocuronio, cisatracurio o succinilcolina)
para facilitar la ventilacion por mascarilla y la instrumentacién de
la via aérea. El mantenimiento: de AGB con oxigeno, halogenados
(isoflurano, sevoflurano o desflurano) y opioides (bolos multiples
o perfusién) o TIVA: manual (MCI) o infusién controlada por
objetivo (TCI), son opciones adecuadas'®.

Los pacientes quirdrgicos en este tipo de cirugia reciben
también infiltracién de anestésicos locales con vasopresores
(adrenalina) para disminuir sangrado; sin embargo, en combina-
cién con halogenados, aumenta la sensibilidad del miocardio a
las catecolaminas exdgenas y puede desencadenar arritmias peli-
grosas para la vida. La cantidad de adrenalina capaz de producir
arritmias es: 2.1 pug/kg halotano, 6.7 pg/kg isoflurano, desflurano
y sevoflurano, y 10.9 ug/kg enflurano™'¢.

Los opioides proporcionan excelente analgesia transopera-
toria y postoperatoria (excepto remifentanyl). En TIVA se reco-
mienda propofol que posee efectos antieméticos, se debe titular la
perfusién manual a tasas entre 90-180 pg/kg/min (Cp aprox. 3-6
ug/mL) o TCI con modelos para pacientes adultos jévenes y vie-
jos, a modo plasma o sitio efector con dianas entre 3-6 pg/mL >

En la Tabla 1 representamos los opioides mas usados en la
practica médica con sus diferentes caracteristicas farmacocinéti-
cas y farmacodindmicas.

La induccién con fentanilo se recomienda en bolo manual
en pacientes ASA Ty IT de 3-5 ug/kg de peso real; pacientes hemo-

Fentamlo Sufentanilo Alfentamlo Remifentanilo

pKa 8.4 8 6.5 7.1

% no 1omzado a pH 7.4 <17 20 90 677
Coeficiente de particion 813 1,778 145 17.9
octanol - H:0

% unidos a proteinas 84 93 92 80?7
plasmaticas

Fraccion que difunde (%) 1,5 1.6 8 (1337
t'27 (e 1-2 1-2 1-3 0,5-1,5
tin (mic) 10-30 15-20 4-17 5-8

thh 2-4 2-3 1-2 0,7-12
Vd(1Kg) 04-1 0.2 0.1-0.3 0.06-0.08
Vd=(I'Kg) 3-5 2,5-3 0.4-1 0,2-0,3
Aclaramiento (ml/min/Kg) 10-20 10-15 4-9 30-40
Razon de extraccion hepatica  0,8-1 0,7-0,9 0,3-0,5 NA

Adaptado de Bailey PL, Egan TD, Stanley TH: Intravenous opioid anesthetics. In Miller RD, editor: Anesthesia, ed 7. Philadelphia,
2010, Churchill Livingstone, p 791. NA, no aplicable; pKa, constante de disociacion i6nica; t¥sa, t¥ab, t¥2g, semividas en el modelo tri-
compartimental; Vdc, volumen de distribucion en el compartimento central; Vdee, volumen de distribucion en el estado estacionario.

Tabla 1: Datos Fisico — Quimicos y farmacocinéticos de los agonistas opiodeos que se emplean habitualmente
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dindmicamente estables ASA III, titular 3-4 pg/kg. Es recomen-
dable dar el bolo lento (mas de 90 segundos); a mayor velocidad,
mas efectos secundarios (térax lefioso y depresidn respiratoria)
principalmente pacientes en los extremos de la vida. Manteni-
miento: fentanyl manual en tasas de perfusion 0.013-0.072 pg/
kg/min (Cp aprox. 0.001-0.006 pg/mL) de acuerdo con el estimu-
lo nociceptivo de cada cirugfa, aconsejando disminuir las tasas
de perfusién en 30-60 minutos, de 0.052-0.026 pg/kg/min (Cp
aprox. 0.004-0.002 ug/mL), es decir, cerca del piso de la ventana
terapéutica para permitir la ventilacion espontanea del paciente y
la emersion anestésica entre 10-15 minutos después del cierre de
la perfusion®"’.

Si la perfusién se prolongara mas de 120 minutos, la acu-
mulacion es inevitable (50 minutos VMSC) y 180 minutos (100
minutos VMSC), prolongando el despertar. En TCI plasma o sitio
efector (dependiendo el modelo FC/FD elegido Scott, Shafer): se
sugiere «dianas» de 3-5 ng/mL en pacientes hemodindmicamente
estables; el TCI calcula la dosis de carga y la perfusion sobre el
tiempo para alcanzar y mantener las Cp y Ce predichas por el mo-
delo utilizado, asi como la eliminacién y acumulacion del farma-
co para evitar la sobredosificacion (porcentaje decremental de la
Cp 20, 50 y 80%) y de esta forma favorecer la emersion anestésica
adecuada sin depresion ventilatoria (Cp aprox. 2 ng/mL) y con
analgesia residual, principalmente cuando se acompaiia de mo-
nitoreo cerebral para los componentes del estado anestésico®s.

En la induccién el sufentanilo se recomienda con bolo de
0.3-0.5 pg/kg equivalentes (Cp aprox. 200-400 pcg/mL), sufenta-
nilo 0.3 ng/mL combinado con propofol 3.5 pg/mL fueron sufi-
cientes para bloquear la respuesta a la intubacién en 50% de los
pacientes, Cp aprox. 300 pcg/mL (bolo inicial a 12 ug IV) la cual
puede ser recomendada para intubacion en pacientes paraliza-
dos, pero puede ser insuficiente cuando no se utiliza bloqueador
muscular e hipnéticos®.

En la fase de mantenimiento la perfusion es manual con una
tasa entre 0.0002-0.0006 pg/kg/min o 0.15-0.22 mg/kg/h con una
Cp aprox. 0.200-600 pcg, respectivamente. Se debe disminuir la
Cp hasta 0.25 ng/mL para iniciar con ventilacion espontanea; ce-
rrar la infusién entre 15 a 20 minutos antes del fi n de la cirugia
para obtener un despertar con adecuada analgesia postoperato-
ria. TCI plasma o sitio efector (modelo de Geps) con dianas de
0.2-0.6 ng/mL mostrando una adecuada estabilidad transanesté-
sica con un suave y confortable despertar en corto tiempo (venti-
lacién espontdnea rango entre 0.13-0.03 ng/mL).

Utilizando la Anestesia Intravenosa Total (TIVA) o infusion
controlada por objetivo (TCI) el efecto del propofol Ce 3 pg/mL
y sufentanyl Ce 0.4 ng/mL proveen una anestesia profunda con
recuperacion de la conciencia més rédpida que con fentanyl o al-
fentanyl, debido a que es un firmaco que se acumula menos y
tiene un mejor perfil para perfusion'c.

EL remifentanilo es un opioide agonista y, que inicamente
puede ser administrado via IV (glicina, neurotdxica). Su cinéti-
ca al bolo y perfusion es independiente de la dosis total, y de la
duracién de la infusiéon (acumulacién minima en pacientes con
severa disfuncién hepdtica o renal). Al suspender la infusién, su
efecto se termina en forma rapida (4-8 minutos) requiriendo de
analgesia multimodal, desde este momento y complementar con
AINES intravenosos, y opioides débiles, para brindar analgesia
de transicion durante el postoperatorio: tramadol de 1-2 mg/kg o
morfina 100-200 pg/kg, en casos especiales buprenorfina de 2-5
mg/kg por dosis y ketamina 0.2 mg/kg I'V para evitar la hiperalge-
sia inducida por opioides potentes al suspender la perfusion. In-
duccién: bolo (no recomendado): 1 pg/kg IV alta posibilidad de
causar tdérax lefoso. Mantenimiento: A) remifentanyl perfusiéon
manual: iniciar perfusion a (Cp aprox. 0.003-0.006 pug/mL), es
decir, tasas de 0.12 a 0.24 ug/kg/min incrementando la perfusion
de forma gradual (escalonada en los primeros 3 a 5 minutos). B)
Remifentanyl TCI (modelo de Minto) a modo plasma o sitio efec-
to, con dispositivos como el Rugloop o la Orchestra Base Primea.
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Obtener dianas de 3-5 ng/mL, con propofol u halogenados; in-
cluso hastal0 ng/mL cuando se realiza TIVA con midazolam™'.

En el salon de cirugia del hospital IESS de Ibarra se utili-
za con mayor frecuencia el remifentanilo como primera linea de
opioide en la tiroidectomia transoral asociado al sevofluorano al
1%, oxigeno al 0,6% con induccién de propofol a dosis de 2mg/
kg, relajacion muscular con bromuro de rocuronio a dosis de 0,6
mg/kg y analgesia multimodal con tramadol, o bupremorfina,
complementado con por via intravenosa con AINES (ketorolaco,-
matamizol,paracetamol) con buenos resultados y como analgesia
de rescate de 50-100 mcg de fentanylo.

Periodo postoperatorio

Los cuidados postoperatorios habitualmente son simples. La
vigilancia se limita a una laringoscopia postoperatoria con fona-
cién y a un control de la calcemia y de los niveles séricos de hor-
mona paratiroidea (PTH). Los pacientes vuelven a su domicilio
dias después del postoperatorio, en funcién de los hébitos de cada
centro, del entorno del paciente y de la necesidad de suplemen-
tos célcicos en caso de hipoparatiroidismo postoperatorio. No
existe ninguna justificacion para la realizacién de una profilaxis
antitromboética, salvo en el caso de los pacientes que tengan una
afeccion que precise la reinstauracion precoz de un tratamiento
anticoagulante. El dolor postoperatorio suele ser moderado du-
rante las primeras 12 horas. El mejor tratamiento consiste en la
asociacién de una ALR (bloqueo cervical superficial) y de anal-
gésicos de nivel 2 °.

Los antiinflamatorios no esteroideos disminuyen la inten-
sidad del dolor postoperatorio sin aumentar el riesgo de hemo-
rragia y hematoma de la celda tiroidea'®". También se pueden
utilizar los antihiperalgésicos como la gabapentina. Se permite la
reanudacion de ingesta de liquidos y solidos en el periodo inme-
diatamente posterior®.

|
CONCLUSIONES

Un eslabon fundamental de la anestesia para tiroidectomia
transoral es realizar esta intervencion en condiciones eutiroidea
del paciente. La preparacién preoperatoria esta dirigida espe-
cialmente a los pacientes hipertiroideos para prevenir el acceso
tirotoxico. La técnica anestésica de eleccion se basa en el uso de
anestesia general balanceada, o anestesia total intravenosa con o
sin insuflacién de CO, y monitorizacién no invasiva. El equipo
quirurgico, debe, paralelamente a su procedimiento de exéresis,
controlar la hemostasia, la funcién de los nervios recurrentes y de
las paratiroides, asegurando una tasa de complicaciones lo mas
baja posible. De forma general los cuidados anestésicos del pa-
ciente sometido a tiroidectomia transoral no difieren de las otras
técnicas quirurgicas minimamente invasiva del tiroide.

|
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Amblyrhynchus cristatus, el Unico lagarto marino del
mundo.

Amblyrhynchus cristatus, the only sea lizard in the world.

Odalys Torres -
DOI. 10.21931/RB/2017.02.02.10

%

Amblyrhynchus cristatus perteneciente a la familia Iguanidae es cominmente conocida como iguana marina. Se
establece en la regién insular del pais dentro del Parque Nacional Galdpagos. Su peculiar capacidad de alimentarse
y llevar una buena parte de su vida bajo el agua, es lo que la convierte en una especie Unica. Los estudios realizados
demuestran que esta especie sufrié importantes adaptaciones en su cuerpo que le permiten soportar los cambios
de temperatura entre el ambiente y el medio acudtico. La Amblyrhynchus cristatus. se ve amenazada por la incorpo-
racion de especies introducidas al ecosistema de las islas, se ha propuesto varias alternativas para poder impulsar la
conservacion tanto de las especies endémicas como de su habitat.

Palabras Claves: Amblyrhynchus cristatus, iguana marina, Galapagos, temperatura, habitat, interacciones.

ABSTRACT

Amblyrhynchus cristatus belonging to the family Iguanidae is commonly known as marine iguana. It is established
in the insular region of the country within the Galapagos National Park. Her peculiar ability to feed herself and live
a good part of her life under water, is what makes her a unique species. Studies show that this species underwent
important adaptations in its body that allow it to withstand the temperature changes between the surface and
aquatic environment. The Amblyrhynchus cristatus is threatened by the incorporation of introduced species into the
ecosystem of the islands, several alternatives have been proposed to promote the conservation of endemic species

and their habitat.

Key Words: Amblyrhynchus cristatus, marine iguana, Galapagos, temperature, habitat, interactions

Introduccion

Amblyrhynchus cristatus, conocida comunmente
como iguana marina es una especie endémica de la re-
gién insular de la Republica de Ecuador, representa una
figura importante dentro del desarrollo del habitat que
existen en el Archipiélago de Galapagos (Figura 1). El
habitante mas caracteristico de las costas rocosas de las
Galapagos es indudablemente la iguana marina, Ginico
lagarto marino viviente en el mundo. Sin duda esta es-
pecie de reptiles forma parte del grupo de vertebrados
que domina la escena en las islas, cuyas caracteristicas
logradas por esta especie solamente las pudo obtener
en este ecosistema inusualmente drido para una latitud
tropical, ya que poseen un clima diferente en cada una
de las islas e islotes que lo conforman'.

Este articulo busca recopilar y presentar informa-
cion referente a la morfologia fisiologia y la correlacién
con el ecosistema en el que se desarrolla la Amblyrhy-
nchus cristatus, ademds de las amenazas que sufre esta
especie en relacion a la accion humana y especies in-
troducidas dentro de su ecosistema.

Habitat de la Amblyrhynchus cristatus:
Parque Nacional Galapagos

Actualmente las islas Galapagos constituyen una
provincia de 12.000 habitantes aproximadamente, se
convirtié en la sede de la Estacién Cientifica Charles

Darwin, el manejo de esta zona se remonta al aio 1936
con el primer Plan de Manejo del drea que comprende
un total de 7.995 km?, cabe recalcar que el 3% de este
parque esta destinado al uso y usufructo de los asenta-
mientos humanos®. Separado de las costas ecuatoria-
nas por 1000 km, este archipiélago formado por islas
oceanicas de origen volcanico presenta dos estaciones
bien marcadas: calida y lluviosa, esta ultima permite
el desarrollo de comunidades vegetales diferentes en
cada una de las islas, la presencia de precipitaciones de
300 a 1700 mm anuales®, acompanadas de un descen-
so de las temperaturas. El Parque Nacional Galapagos
estd incluido en un archipiélago de 121 islas, islotes y
rocas (Snell et al. 1995; Anexo 2), dispersos en 38.000
km? de mar interior (Plan de Manejo de la Reserva de
Recursos Marinos de Galdpagos, 1992), presentando
un elevado endemismo y otras caracteristicas biolo-
gicas y fisicas Unicas. Actualmente las Islas Galapagos
son una de las zonas de Ecuador con su flora y fauna
mejor conservada. Segin La Lista Roja la poblacién de
iguanas marinas en las islas es dificil de calcular con
certeza mas se conoce poblaciones que van desde las
4,000 hasta las 30,000 dependiendo de la isla en la que
desarrollaron su habitat. Ademas de la Amblyrhynchus
cristatus existe una gran cantidad de especies endémi-
cas del PNG (Parque Nacional Galdpagos) y la RNG
(Reserva Nacional Galdpagos), se reposta la existencia
de 2,900 especies de organismos marinos, de los cuales
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Figura 1: Proceso de termoregulacién en las costas del Amblyrhynchus cristatus.

encontramos 18,2% de endemismo, ademds de un promedio por
grupo bidtico de endemismo del 25% *. Entre las especies que
se pueden encontrar en PNG se encuentran: Grapsus grapsus,
Pelecanus occidentalis, Cheloniidae (Chelonoidis nigra), Testundi-
nidae, Phalacrocoracidae, Spheniscidae, Diamedeidae. Carcharhi-
nidae (Carcharhinus galapagensis). Dado que el Parque Nacional
Galapagos posee una gran cantidad de especies endémica ha sido
considerada como uno de los lugares con mayor importancia bio-
légica en nuestro pais.

El clima tropical de esta region insular genera un ambiente
de desarrollo de especies capaces de adaptarse a las zonas aridas
y semi-humedas generadas a partir de un fenémeno frecuente de
las zonas altas conocido como garua, este término hace alusion a
precipitaciones de baja intensidad. Al presentarse una gradien-
te de clima se puede observar zonacidn vegetal que comprende
desde manglares hasta arbustos tolerantes de condiciones salinas,
ademads de la presencia de helechos, juncias y hierbas'.

El aislamiento que se evidencia en las islas permite el de-
sarrollo de caracteristicas especiales en cada una de las especies
que forman parte del parque, han generado una gran cantidad de
adaptaciones propias del ecosistema tnico que se desarrolla en
cada isla. Después de una evaluacién de taxonomias intraespeci-
fica se pudo determinar 7 diferentes subespecies de iguanas mari-
nas dentro de las islas: Amblyrhynchus cristatus ssp. albemarlensis
> ssp. cristatus, ssp. hassi, ssp. mertensi, ssp. nanus, ssp. sielmanni,
ssp. Venustissimus. Los efectos del Fenomeno del Nifio generan
un gran declive en la poblacion de esta especie, se ha calculado
una disminucién del 85% de la poblacion cada ocasion en la que
este se ha presentado. Ademds, la poblacidn se ve afectada por la
contaminacién y especies introducidas que se han convertido en
predadores®.

Amblyrhynchus cristatus: morfologia y fisiologia

Amblyrhynchus cristatus proveniente de la familia iguani-
dae, es un reptil marino endémico de las Islas Galapagos con 10
subpoblaciones se estima que ocupan un total de 500 km?. Am-
blyrhynchus cristatus es la Unica iguana marina por lo que viven
en las zonas rocosas de Galdpagos cercanas a las costas. Son un
grupo de vertebrados amniotas provistos de escamas epidérmi-
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cas de queratina. Ademads, poseen una circulacién incompleta y
globulos rojos nucleados’. Una de sus caracteristicas mds impor-
tantes es su capacidad de permanecer bajo el mar por hasta 45
minutos. Poseen un particular hocico de punta lo cual les facilita
la extraccién de algas de las profundidades gracias a sus dientes
afilados. Su nado se basa en una ondulacién lateral de sus cuer-
pos, tienen colas aplanadas, garras largas y afiladas a diferencia de
sus primos terrestres, esta caracteristica les facilita la sujecién a
las rocas localizadas a orillas del mar (Figura 2). Suelen en ocasio-
nes tomar coloraciones rojizas y verdosas. Su piel dura impide la
desecacion y en su mayoria es impermeable al igual que la cascara
de sus huevos.

Esta especie presenta un caracteristico color negro que lo
hace muy evidente en la arena de la playa pero contribuye en su
camuflaje en las dreas rocosas ademds de permitirles una mejor
absorcion del calor proveniente del sol. (Fig.1) Una de las carac-
teristicas importantes de este reptil es su sangre fria y necesitan
mantener su calor corporal, por lo que suelen mantenerse juntas,
comportamiento que no es comun en la mayoria de reptiles’.

Las adaptaciones de estos animales les permiten diferenciar-
se de las iguanas terrestres (Conolophus subcristatus), su colora-
cion café y su comportamiento especialmente esquivo caracteriza
alos miembros de esta especie, completamente diferente a la Am-
blyrhynchus cristatus. Pueden llegar a alcanzar un peso de 0,5 a
1,5 kg, lo cual evidencia un eficiente desarrollo de su morfologia
que les ha permitido tener acceso a las zonas en las que habitan y
a los alimentos que forman parte de su dieta actual.

La Amblyrhynchus cristatus sigue el sistema regular de apa-
reamiento de los reptiles que consiste principalmente en la bus-
queda de pareja por parte de los machos, y en la disponibilidad
espacial y temporal de las hembras'. Generalmente los indivi-
duos machos tienden a aparearse con varios individuos del sexo
contrario durante la estaciéon''. La monogamia en esta especie en
poco frecuente. En consecuencia, la duracién del emparejamien-
to varfa mucho entre individuos de la misma especie el cual en la
mayoria de los casos dura muy poco. La incubacion de los huevos
va desde los 86 a 120 dias, mientras que la hembra se encarga del
nido Unicamente durante los primeros 16, estos huevos se deposi-
tan una zona especifica denominada lugar de excavacion.
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Amblyrhynchus cristatus, el Gnico lagarto marino del mundo
Amblyrhynchus cristatus, the only sea lizard in the world

Figura 2: Morfologia del Amblyrhynchus cristatus vista lateral.

Si bien es cierto no existen registros de una enfermedad
que afecte a esta especie en especifico, se han reportado casos
de muerte de iguanas por un desajuste nutricional. Sin embar-
go, al ser reptiles de la familia Iguanidae podran ser propensas
a compartir patologias tales como: osteoporosis, osteodistrofia,
infecciones respiratorias producto de la exposicién prolongadas a
temperaturas muy bajas'>.

Interaccion de la Amblyrhynchus cristatus con el
ecosistema de las islas.

Como ya se mencioné anteriormente dentro de las islas exis-
ten 7 diferentes subespecies de la Amblyrhynchus cristatus todo
esto debido a las adaptaciones que desarrolla cada subespecie en
funcién del ambiente en el que se desarrolla. Estas iguanas pue-
den llegar a vivir desde 5 a 12 afios en su medio natural y durante
ese tiempo contribuir al balance natural establecido en las islas
por las especies endémicas que se han encontrado ahi desde los
tiempos de Darwin. Estos animales duermen expuestos a las cos-
tas y en los drboles de mangle que rodean las playas. Los zo6logos
especulan que la razén de las adaptaciones de esta peculiar iguana
ala comida marina es debido a la escasez de comida en el territo-
rio insular, al ser islas de origen volcanico la vegetacion es escasa
e inclusive en algunos casos inexistente. (Figua 3)
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Figura 3: Comportamiento caracteristico de reptiles, se agrupan para conservar calor.
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Amenazas directas al ecosistema y a la especie

La introduccién de mamiferos como los perros y gatos fera-
les provoca la depredacion y disminucion de las poblaciones de
esta especie endémica tanto de jovenes como de adultos. Se han
obtenido alarmantes cifras que nos muestran que la mayoria de
individuos de la especie no logra llegar a la edad reproductiva.
En algunas islas los gatos victimaban a gran escala a las iguanas
marinas. Su investigacién era en su mayor parte en la zona coste-
ra del Archipiélago. El estado actual de las islas y la disminucion
de las poblaciones se debe ademas a la gran afectacién que tiene
la corriente del Nifno en las poblaciones de especies costeras tal
como la Amblyrhynchus cristatus"'.

Presumiblemente un programa de monitoreo de eclosién y
la reduccion del nimero de mamiferos y demas especies intro-
ducidas seria la solucion ideal al problema al que se enfrenta esta
especie. (Figura 4)

|
CONCLUSIONES

La especie Amblyrhynchus cristatus es una de las principales
criaturas que forman parte de los ecosistemas de las islas de for-
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macion volcanica conocidas como el Archipiélago de Galapagos,
estas son un icono de especies endémicas, dadas las adaptacio-
nes que las especies sufren debido a las condiciones extremas a
las que se someten, la especie estudiada logré desarrollar siete
subespecies debido a este factor especie-ecosistema propio de
cada formacion insular. Forman parte importante del ecosistema
que les rodea porque al ser un ambiente aislado se ha desarrolla-

do un ecosistema unico de especies endémicas que se busca no
perturbar en la medida de lo posible. La Amblyrhynchus cristatus
presenta boca puntiaguda, dientes y garras afilados y la capacidad
de permanecer bajo el agua durante largos periodos de tiempo,
su comportamiento pacifico y todas sus demds caracteristicas
convierten a esta especie en unica he irremplazable en las costas
insulares de La Reserva Nacional Galdpagos. Todas las especies
perecientes tanto a la reserva como al Parque Nacional Galdpagos
se han convertido en victima de las especies introducidas. La im-
plementacion de planes de control y disminucién del factor intro-
ducido solucionarian los grandes problemas de disminucién de
poblacién de la especie, ademas de mds control de las actividades
humanas en la zona, con el objetivo de concientizar a la gente y
controlar que las actividades que estos realizan para su usufructo
afecten de la menor manera a los ecosistemas propios de las islas.

|
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