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EDITORIAL

Chemicals: how good or bad are they?

Productos quimicos: ¢qué tan buenos o malos son?

Hortensia Maria Rodriguez Cabrera.

he simplest definition of chemicals establishes that

there are elements, or a combination of elements,

with a specific composition and structure. This means

that all matter is made of chemicals! However, in to-
day’s world, this term is often misunderstood and misrepre-
sented. Chemicals are considered offensive, feared, are also
treated as the source of cancer and many other illnesses
according to some anti-science movements. Because of this,
they are given a bad reputation. | think everyone, even those of
us who are irked by this popular misuse of the term “chemical”,
must be reminded that absolutely everything is a chemical: we
are chemicals, the air we breathe are chemicals, the food we
consume are chemicals, which are digested by chemicals, and
that turn them into more chemicals.

Chemistry is everywhere, so why does it scare us so much
then? Chemophobia is an irrational fear of chemicals. It inclu-
des the fear of sugar or additive in food, formaldehyde in sham-
poo or aluminium in vaccines. Fitness bloggers, quack doctors
and even small cosmetic companies take advantage of these
quirks to sell fake-natural products at elevated prices. Almost
always, the same people who spread a fear of chemicals also
have “chemical-free" products for sale. The simple word “che-
mical” is often synonymous of toxins or poison. People use
phrases like “it's full of chemicals” to say that something is
artificial and, therefore, bad. Besides, meaningless labels, such
as “without chemicals,” are seen in products sold in “health”
food stores, referring to the fact that the mentioned foods are
“free of synthetic chemicals”. Perpetrators of chemo phobia
create unnecessary guilt, stress and anxiety as consumers wo-
rry about making the right choices for their family. Consumers
are the victims in this battle as pro-natural and anti-natural
businesses spread fear about each other's products. In my
view as chemist, | do not understand the distinction. Why are
synthetic chemicals worse than natural ones? Why is the syn-
thetic E300 additive considered bad while the vitamin C found
in orange juice is good? (Even though they are the same thing).

Nowadays, society seems to demonize any type of che-
mical substance, especially as a consequence of the adverti-
sing and promotion strategies of the industry related to these
chemical-free products. What is really “natural”? What do we
mean by “artificial"? For example, food additives are subs-
tances that are intentionally added to food products to carry
out certain functions, the most common being to provide co-
lor, contribute to the flavor or help in its conservation. There
seems to be a generalized idea that additives are only used by
manufacturers to make the product more attractive or chea-
per, but in reality its use goes further. They are elements with
a technological function, which is fundamental in the food pro-
duction chain, since they help to stabilize it during its prepara-
tion, packaging and storage, thus ensuring the best conditions
for the health of the consumer. One of the problems that de-
rive from the regulations is the way in which they are labeled.
To achieve uniformity in all countries, additives are collected
under specific names that can sometimes confuse the consu-

DOI. 10.21931/RB/2018.03.02.1

mer. The problem is that these denominations are presented
to the consumer in a too “scientific” and cold way, giving the
impression that an ingredient that is recognized by a series of
numbers is “artificial”* . However, if we were to find out which
additive each E number refers to, we could take more than one
surprise. For example, E-330 corresponds to citric acid, natu-
rally present in fruit, and so it is with many other elements.

Another illustrative example relating to chemofobia, the
misinformation and general ignorance of people are the cam-
paigns appeared in newspapers and social networks some
time ago, showing how dangerous could be the dihydrogen
monoxide (DHMOQ). Authors describe the DHMO as a colorless
substance, with hardly any odor and difficult to detect be-
cause of its mild flavor, but also as responsible for the death
of thousands of people every year. Most of these deaths are
attributed to this chemical by accidental inhalation, but the
describe danger of this substance does not end here for these
false scientists. They also state that prolonged exposure to
the solid form of this substance can cause serious damage to
human tissues and that the symptoms of ingestion of DHMO
include excessive sweating and a large amount of urine and
occasionally nausea, vomiting and electrolyte imbalances. For
those patients who stop taking it, it means without exception,
death 2. All these afirmations are mainly thrue, but of course
it's about water, dihydrogen monoxide, or more briefly: H,0 *.

A few years ago the Royal Society of Chemistry promi-
sed to give a million pounds to anyone who found a substan-
ce that was 100% free of chemicals. It was a satirical way of
showing to the population that “chemistry” does not have to
mean “poison’, as it seems they want us to believe from the
food industry and its advertising. The truth is that everything
that surrounds us is made up of chemical substances (Royal
Society of Chemistry, 2010-2012)%.

Concluding, due to research and scientific advances we
now have access to a wider range of foods, cosmetics, drugs,
among others useful things, which are also safer for con-
sumption. By having to pass many controls and have certain
additives, we are guaranteed much more security. Advertising
makes us believe that everything related to chemicals is bad,
and what is supposed to be natural is good, which is not true.
Always remember that chemistry is fascinating precisely be-
cause it can be used to synthesize new things. It's like a mole-
cular Lego. The fact that everything is made of just over 100
basic components is extraordinary. Only by putting chemicals
in a pot in the correct way can the world around us be built.
Let's not be gullible and get closer to science.
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LETTER TO EDITOR / CARTA AL EDITOR

Enfermedad de Chagas en Ecuador: reflexiones al informe de la OPS 2018.
Chagas disease in Ecuador: reflections on the PAHO 2018 report.

Diego Valarezo-Sevilla* and Vanessa Sarzosa-Teran?

En mayo del 2018, se llevé a cabo en Washington DC una
reunion de expertos organizada por la OPS para tratar temas
relacionados con la actualidad, salud publica y visién a futuro
de la enfermedad de Chagas en las Américas. El documento,
tras una bien lograda introduccion, recoge los objetivos especi-
ficos, las conclusiones y recomendaciones® subdividido en seis
segmentos: Transmision vectorial de la enfermedad de Cha-
gas, Transmisién transfusional de la enfermedad de Chagas,
Atencion en la enfermedad de Chagas, Transmision congénita
de la enfermedad de Chagas, El complejo desafio de la enfer-
medad de Chagas: pacientes, comunidad, organizacién con
base civil y cooperantes internacionales, Vigilancia y acceso a
informacidn sobre la enfermedad de Chagas.

Tras analizar los objetivos especificos, conclusiones y re-
comendaciones para cada situacion en particular, nos asaltan
varios interrogantes y situaciones a considerar:

Dentro de los participantes en dicha reunién no se men-
ciona a ningun representante del Ecuador, ¢Cuales fueron los
motivos? pueden ser varios, no invitaron a asistir a ningun re-
presentante(s) ecuatoriano(s), lo invitaron, pero no acudieron,
alguien fue, pero no consta en el documento, no lo sabremos,
solo podemos especular. Se menciona en el primer segmen-
to (Transmisidn vectorial de la enfermedad de Chagas) que el
control vectorial ha sido eficaz para la eliminacién de especies
domiciliarias aldctonas en 6 paises, asi como su control en la
superficie total o parcial de otros 11 paises, lo que conlleva a la
interrupcion de la transmisidn vectorial de Trypanosoma cruzi
en 17 paises de la region. ¢, Porque no se mencionan especifica-
mente cuales son estos paises? Un documento tan importan-
te no deberia omitir informacién como esta, las experiencias
de aqguellos paises en los que se realizado este logro podrian
emularse en los otros que aun no han podido conseguirlo. Si
nos trasladamos por un momento al sitio web oficial? del Mi-
nisterio de Salud Publica del Ecuador, no se puede obtener nin-
gun tipo de informacidn al respecto; cabe anotar sin embargo
que recientemente se ha publicado informacién por parte de
otros investigadores donde se menciona que en nuestro pais la
enfermedad no se ha controlado®.

En el tercer segmento se recomienda que los medica-
mentos de tratamiento etioldgico para enfermedad de Chagas
estén disponibles con acceso universal y gratuito, en todas
sus presentaciones (para adultos y pedidtricas). En el Cuadro
Nacional de Medicamentos Bésicos de nuestro pais, vigente a
la presente fecha (novena revision), no consta el nifurtimox;
el medicamento registrado es el benznidazol de 50 y 100mg
como solido oral y se encuentra autorizado uso para cualquier
de los tres niveles de atencidn de los servicios de salud, sujeto
a la definicion de protocolos, sin embargo el acceso real al me-
dicamento es complicado por la falta de oferentes o distribui-
dores, por lo tanto que proponen los estados de los diferentes
paises o la OPS/OMS para fortalecer el acceso al tratamiento?

Se menciona también en el tercer segmento, que para el
personal de salud (médicos, enfermeras, técnicos, asistentes,
etc.), el conocimiento sobre la enfermedad de Chagas debe
ser objeto de un proceso de capacitacion y actualizacién per-
manente. ¢, Con respecto a esta recomendacidén, cuando fue la
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ultima vez que el Ministerio de Salud Publica realizé una capa-
citacion (por el método que fuere, presencial o virtual) sobre
Chagas?

En el cuarto segmento (Transmisién congénita de la en-
fermedad de Chagas), que habla sobre el “Marco para la Eli-
minacion de la Transmision Materno Infantil del VIH, sifilis, la
hepatitis B, y la enfermedad de Chagas (ETMI-Plus)”, se reco-
mienda realizar en los controles prenatales, el tamizaje uni-
versal seroldgico de toda embarazada, para establecer proce-
dimientos diagndsticos, y de tratamiento en caso de infeccién
comprobada del recién nacido. En la actualidad en nuestro pais
y por diversas situaciones (acceso a los servicios de salud, dis-
ponibilidad de recursos técnicos, etc.) lamentablemente no se
cumple.

Para finalizar, en el sexto segmento, se habla de estable-
cer una metodologia que permita medir la carga de la enfer-
medad, teniendo en cuenta la asimetria de las capacidades de
los sistemas de vigilancia en los paises. Existen varios estudios
publicados de sero-prevalencia / sero-epidemiologia para Try-
panosoma cruzi en personas de diferentes regiones del Ecua-
dor®'?, sin embargo aln no contamos con una caracterizacion
clinica de las personas que padecen la enfermedad y de sus
complicaciones, por lo tanto desconocemos el patrén evolu-
tivo de nuestros pacientes ecuatorianos con Chagas, siendo el
Gltimo reporte de hace casi 20 afios'®.

Esperamos fielmente que los avances y los esfuerzos que
realizan las diferentes entidades estatales y no estatales de
nuestro pais y del extranjero, que trabajan conjuntamente para
la lucha contra el Chagas y las otras enfermedades tropicales
desatendidas, siga adelante y se fortalezca cada vez mas por
el bien de toda nuestra comunidad.

|
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Abstract: Among the different models developed to unders-
tand the biology of inflammation in ulcerative colitis (UC), the
model of colitis induced by Dextran sulfate Sodium (DSS) is
the most used because of its simplicity, its cost effectiveness
and similarity with ulcerative colitis in humans. It’s known that
DSS can change the expression of some genes. The aim of this
work is to know the changes in the expression profile of Ulce-
rative Colitis Disease (UCD) related genes in the colon of rats
treated for 5 days with 8% DSS, in order to better characte-
rize this model. The workflow consisted in the biopsy collec-
tion from distal colon, followed by total RNA extraction and
analysis of gene expression by quantitative RT-PCR (qPCR) of
55 genes related to inflammation, epithelial integrity, oxidati-
ve stress, as well as proliferation and differentiation cellular.
Sixty percent of the analyzed genes change their expression
with statistically significance, 5 genes were upregulates and
28 genes were downregulates. The upregulates genes are re-
lated with inflammation and oxidative stress. The downregula-
tes genes are related with the integrity of the epithelial barrier
and also with cellular proliferation and differentiation, both
process involved in the intestinal epithelial renovation. These
results support the use of this animal model in the develop-
ment of new drugs against ulcerative colitis.

Key words: dextran sodium sulfate, ulcerative colitis disease,
animal model, gPCR analysis.

|
Introduction

Ulcerative Colitis (UC) is a multifactorial disease of com-
plex etiology that is not yet fully deciphered.

It is widely accepted that UC is an immune condition as a
consequence of a deregulated contact between the microbiota
and the colon, associated with chronic inflammation and oxi-
dative stress (OS)"2

The intestinal epithelium and mucopolysaccharides over-
lying form a physical barrier which limits access of intestinal
microbiota to the submucosa. At the same time, the mucus la-
yer also contains antimicrobial proteins such as IgA that form
a biological barrier, which contributes to maintaining immune
homeostasis® *°,

The intestinal epithelium is in constant renewal, from the
intestinal stem cells (ISC), residents in the crypts of the intes-
tinal epithelium®.

The Wnt / B-catenin pathway is one of the fundamental
pathways in the differentiation of intestinal cells. B-catenin ac-
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Resumen: Entre los diferentes modelos desarrollados para
comprender la biologia de la inflamacion en la colitis ulcerosa
(CU), el modelo de colitis inducido con dextran sulfato sédico
(DSS) es el mas utilizado por su simplicidad, su costo y
similitud con la colitis ulcerosa en humanos. Se sabe que DSS
puede cambiar la expresion de algunos genes. El objetivo de
este trabajo es conocer los cambios en el perfil de expresién de
los genes relacionados con la enfermedad de colitis ulcerosa
en el colon de ratas tratadas durante 5 dias con de DSS al 8%,
con el fin de caracterizar mejor este modelo. El flujo de trabajo
consistid en la recoleccion de biopsias del colon distal, seguida
de extraccion de ARN total y el andlisis de expresién génica
mediante RT-PCR cuantitativa (qPCR) de 55 genes relacionados
con inflamacién, integridad epitelial, estrés oxidativo, asf
como proliferacién y diferenciacién celular. Sesenta por
ciento de los genes analizados cambian su expresién con
significacion estadistica, 5 genes aumentaron su expresion y
28 genes estaban disminuyeron en su expresion. Los genes
con elevada expresion estan relacionados con la inflamacion
y el estrés oxidativo. Los genes con expresion disminuida se
relacionan con la integridad de la barrera epitelial y también
con la proliferacion y diferenciacion celular, ambos procesos
implicados en la renovacion del epitelio intestinal. Estos
resultados apoyan que este modelo animal pueda ser usado
en el desarrollo de nuevos farmacos contra la colitis ulcerosa.

Palabras clave: dextran sulfato sddico, enfermedad de colitis
ulcerativa, modelos animales, andlisis por RCP cuantitativo.

tivates specific transcriptional factors that control differentia-
tion in different types of intestinal epithelial cells’.

B-catenin is positively regulated by the PI3k/AKT pathway
and by the enzyme Casein kinase (CSNK)7 &9,

In the process of differentiation, ISCs generate Transit
amplifying Cells (TAC), which continue to differentiate into
adult intestinal epithelial cells. The TAC compartment also
maintains an active proliferation process, which is stimulated
through EGF*.

The model of colitis based on the use of Dextran Sulpha-
te Sodium (DSS) is the most commonly used to study several
aspects of this disease such as therapy and pathogenesis (es-
pecially the role of the permeability and destruction of epithe-
lium), it’s a simple and inexpensive model. In general, acute
colitis is induced using high concentrations of DSS for short
periods of time (4-14 days)*.

Although DSS-induced colitis is thought to be caused by
direct cytotoxicity, it is reported that colitis by DSS can change
the expression profile of certain genes'? 13,

In order to have a molecular evidence for the effectiveness
of DSS in generating an experimental model of UC in rats, we ex-
plored by gPCR the gene expression profile of 61 IBD related ge-
nes in biopsies taken from distal colon of rats treated with DSS.
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Materials and methods

Experimental Design

Ten male Wistar Rats weighing 300-400 grams were
divided randomly into two equal groups (n=5). The animals
were housed in specific pathogen-free conditions according to
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals'4. Colitis
was induced by adding 8% DSS 40KDa (Applichen, Germany)
to drinking water, ad lib., during five days. (Fig 1).

Rats from day O and 6 were sacrificed and tissues from
distal colon were collected. The tissue was longitudinally
cut and preserved in RNAlater ® Solution (Ambion, AB apply
Biosystem, USA) for RNA isolation.

Rt NS GT T ReReR Biopsy collection from
(300-400 grams) colon .
Total RNA extraction
Gl » 3
n-=5 Gl RNA Quality control
Untrated n:=h
animals Animals + 8% DSS/5d ‘
Synthesis of cDNA.
- C
1 d
L 4 1
\- S 3
gqPCR and data analysis

Figure 1. Workflow: from treatment of rats with DSS until
gPCR analysis.

Isolation of RNA

Samples were processed on a Tissue Lyser unit (Qiagen,
Hilden, Germany), extracting total RNA with RNeasy® Plus
(QIAGEN GmbH, Germany) using the Quiacube platform. RNA
purity and yield were determined using a NanoDrop Spectro-
photometer (NanoDrop Technologies, USA), and RNA integrity
number (RIN) was determined using a Bioanalyzer (Agilent,
2100, USA).

cDNA synthesis

First-strand complementary DNA (cDNA) was synthe-
sized from 1lpg total RNA using Superscript Il First-Strand
Synthesis Supermix for RT-PCR (Invitrogen Technologies, Car-
lsbad, California, USA) and oligo-dT primers following fabri-
cant’s instructions.

gPCR and Bioinformatics Tools

The primer3 web application was used to design 26 gPCR
primers with a length of 22 bases and an average GC con-
tent of 50% (table 1), Genes as: GAPDH, MAP2K5, MAPKG,
RPL13A and YWHAZ were selected and tested as reference,
due to the stability of their transcription levels across the en-
tire sample set. We employed real-time PCR to analyze gene
expression levels in colon samples of animals treated with 8%
DSS (Gll) vs. untreated (Gl). A total of five biological replicates
from each group were included, using also three technical re-
plicates per gene.

The reactions were performed in a volume of 20 ul, inclu-
ding 10 pl of PCR TM Absolute QPCR SYBR Green Mix (Ther-
mo Scientific), 6 pl of primers (70 nM) and 4 pl of cDNA diluted
by a factor of 25. The reactions were incubated in an optical
detection rotor for 36 tubes at 95°C for 15 min, followed by 40
cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 30 s and 72°C for 30 s. gPCR
data analysis was performed with CapitalBio RT-Cycler series
analysis software, Version 2.001 (CapitalBio Co., Ltd., Beijing,

China). Relative quantification of gene expression was perfor-
med using the software REST 2009 v2.0.13 (Qiagen GmbH,
Germany). The LingReg software (version 11.3, 2009, Amster-
dam, Netherlands) was used to estimate the efficiency of PCR
and, the geNorm software was used for the selection of more
stable reference genes in a given cDNA sample panel'®.

Evaluation of gene expression of the EGF / PDGF
pathways

The gPCR was performed in Light Cycler 480 (Roche, Ger-
many), following the protocol: Real time PCR for RT2 profiler
PCR array format C, in 96 well plates of EGF / Pdgf signaling
pathway (cat: PARNO40Z, Quiagen, Germany). The standardi-
zation experiments of the gPCR, the evaluation of reference
genes as well as the differential expression of the interest ge-
nes was performed simultaneously using bioinformatic packa-
ge RT2 profiler PCR Array Data Analysis version 3.5 (Qiagen
GmbH, Germany).

In all cases, Changes in expression were considered sta-
tistically significant when the P value is less than 0.05.

|
Results

Eight of the ten genes related to inflammation and oxida-
tive stress increased their expression, five of them did so with
statistical significance (IL-6, TIMP1, NFKB, INOs and NOXO1)
(figure 2A.). The five genes involved with the integrity of the
epithelial barrier decreased their expression, two of them sig-
nificantly (TFF3 and PIGR) (figure 2B).

With respect to the genes related to the cell differen-
tiation process, a significant decrease in the ELF3 and KLF4
transcription factors of the Wnt / catenin Xl pathway was ob-
served (figure 2C). In relation to the genes that regulate the
activation of catenin [, a statistically significant decrease was
observed in five genes of the PI3K-AKT pathway and the CNS-
K2B gene of casein kinase (figure 2D).

On the other hand, there was a general decrease in the ex-
pression of the genes of the growth factor pathway, being sta-
tistically significant in eleven of them (EGF, Pdgfa, Pdgfb, Gabl,
Bcar, Nck2, RAP1A, RAFal, MAPKL, MAPK3 and MAPK9) (fi-
gure 2E).

|
Discussion

The increased expression of genes related to inflam-
mation and oxidative stress, suggest the existence of these
processes in the colon of the animal model (figure 2A).

The intestinal epithelium constitutes a physical barrier
that protects the submucosa from the intestinal microbiota.
Mucin2 and trefoil factor form a layer that covers and protects
the intestinal epithelium. In addition, the trefoil factor, through
its anti-anoikis function, enables the intestinal cells to migrate
and cover the ulcer areas, allowing the restoration of the epi-
thelium?® 4,

IgA antibodies in mucosal secretion contribute to immune
homeostasis by limiting the access of environmental antigens
and microbiota to the submucosa. The PIGR gene codes for the
Fc receptor that facilitates the secretion of IgA. 5 It is reported
that the decrease in the expression of the PIGR gene in the
colonic mucosa is correlated with the severity of the inflam-
matory bowel desease!.

Therefore, decreased expression of the TFF3 and PIGR ge-
nes (figure 2B) could compromise the integrity of the epithelial
barrier, a key factor in the development of ulcerative colitis.
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Table 1. Primer sequences used for g PCR analysis, of genes related with inflammation, oxidative stress, Epithelial Integrity,
transcription factors involved in differentiation of intestinal epithelial cells (IEC) and reference genes.

Accession Sense Primer 5°-3° Antisense Primer 5°-3° Biological function
No.
IL6 | NM_000600. | GATACCACCCACA | CAGTGCATCATCGCTG Inflammation
4 ACAGACCAG TTCATA
TIMP1 | NM _003254. | CTCAGCAAAAGGC | AGCCCATGAGGATCTG Inflammation
2 CTTCGTAAA ATCTGT
NFKB1 | NM 001165 | GATGGGACGACAC | CCAAGAGTCGTCCAGG Inflammation
412.1 CTCTACACA TCATAG
MMP2 | NM_001127 | AGCGAGCAGAGAC | GTTGATGCGGATACAG Inflammation
891.2 TCAAGGTTT CGATAG
PTGS2 | NM _000963. | ACAGATTGCTGGCC | TGGAGGCCTTTGCCAC Inflammation
3 GGGTTGCT TGCTTGT
INOS | NM_000625. | GGAAGAAATGCAG | TITCTGCAGGATGTCT Oxidative stress
4 GAGATGGTC TGAACG
NOXO | NM 001267 | GCAGTCGCCCTGAT | TGTCTGGCCATTATAC Oxidative stress
1 721.1 GAGCTA CTGCAC
GPX2 | NM _002083. | GGAACAACTACCC | GGCTGTTCAGGATCTC Oxidative stress
3 GGGACTACA CTCATT
SOD2 | NM_000636. | GGAGCAAGGTCGC | ATAGTAAGCGTGCTCC Oxidative stress
3 TTACAGATT CACACA
CAT | NM 001752, | AAGCGCTTCAACA | AGCTGAGCATCTTICA Oxidative stress
3 GTGCTAATG GGTGGT
MUC2 | NM_002457. | CAATCAAGCTGCCA | GTCTCCGACCTCTTCA Epithelial integrity
3 TGACAAA GTAGGG
TFF3 | NM _003226. | GTGGTTGCTGTTTT | GGCCACTACCATCAGC Epithelial integrity
3 GACTCCAG AAGAGT
CDH1 | NM 001317 | GTCCAGCCAATCCT | TCAGAACCACTCCCCT Epithelial integrity
184.1 GATGAAAT CATAGTC
PTGE | NM_000958. | ACCTCTCTGGTGGT | ATGGGGTTCACAGAAG | Epithelial integrity
R4 2 GCTCATCT CAATTC
KGF | NM _002009. | AATCAAAGGGGTG | TGATGCAGAGGTGTTG Epithelial integrity
3 GAAAGTGAA TAATGG
MATH | NM 005172, | TGGATGCAGTCGTG | AGCAGCCCAGCCAGTC | Transcription Factor
-1 1 GACCTGCA CGATTT
KLF4  NM 001314 = AAAAGAACAGCCA TCCCAGTCACAGTGGT | Transeription Factor
052.1 CCCACACTT AAGGTT
ELF3 | NM 001114 | CCCGAAAGCTGAG | ATTTCATGAGGCCTTC | Transcription Factor
309.1 CAAAGAATA GTTGAG
GFI1 | NM 001127 = GTGAGCCTGGAGC | CGGGTATCCGAGTGAA | Transcription Factor
215.1 AACACAAG TGAGTA
SOX9 | NM 000346, | CTCAGCAAGACTCT | GGTACTTGTAATCGGG | Transcription Factor
3 GGGCAAG GTGGTC
GLP2R | NM 004246. | TTCGACTCTTCATC | AGTGGCGGGCTAATAA | Transcription Factor
2 CAGCTGAC GAAGC
GAPD | NM 001256 | CAAGTTCAACGGC | ACCAGCATCATCACCC Reference gene
H 799.2 ACAGTCAAGG CATTTGATCTITG
MAP2 | NM_001206 | TTGTAAACACAAGC | CTTTCGGGTGCCATAT Reference gene
K5 804.1 GGACAGGT AAGCAT
MAPK | NM 002748, | TTAGTCGGGAAGC | CCGTTGGGAAAGAGTA Reference gene
6 3 ACTGGATTT GATGCT
RPL13 | NM 001270 | TCCGAGCCCCAAGC | AGCAGGGACCACCATC Reference gene
A 491.1 CGCATTTT CGCTIT
YWHA | NM 001135 | TTGGTGTGTGCTGG | TGTGCACGCAGACACA Reference gene
Z 699.1 CGGGGAAT CGGTCT

The intestinal epithelium is in constant renewal, from the
intestinal stem cells (ISC), residents in the crypts of the intes-
tinal epithelium®. The Wnt / p-catenin pathway is one of the
fundamental pathways in the differentiation of intestinal cells.

The PI3k / AKT pathway phosphorylates and inactivates
the enzyme glycogen synthase kinase 3p (GSK3p), which is an
inhibitor of B-catenin”®. On the other hand, the CSNK enzyme
phosphorylates a-Catenin, forcing it to release g-Catenin®. In
both cases, B-Catenin accumulates in the cytoplasm and en-
ters the nucleus, activating the Wnt pathway.

Five of the genes analyzed from the PI3K pathway and

the CSNK2B gene showed a statistically significant decrease
in expression (Figure 2D), which could imply a decrease in the
activation of g-catenin. All this is in correspondence with the
statistically significant decrease in the expression of trans-
cription factors of the Wnt pathway, KLF4 and ELF3 (Figure
2C), involved in the differentiation of goblets cells and there-
fore could explain the decrease in expression of the MUC2 and
TFF3 genes, both expressed by goblets cells.

In the process of differentiation, ISCs generate Transit
amplifying Cells (TAC), which continue to differentiate into
adult intestinal epithelial cells. The TAC compartment also
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Figure 2. Level of gene expression in colon biopsies of DSS-induced colitis evaluated by gPCR Data is represented as Log? ex-
pression ratio of Gl (DSS treated) vs Gl (control rats). The genes evaluated are related to: A) Inflammation and oxidative stress
B) Epithelial barrier formation C) Transcriptional factors of the Wnt / Catenin B pathway D) Regulator of Catenin g activation E)
Pathway of growth factors. Asterisks denote statistically significant changes in expression.
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maintains an active proliferation process, which is stimulated
through EGF'°.

In general it could be said that the pathway of growth fac-
tors is downregulated (Figure 2E), due primarily to the decrea-
sed expression of the EGF, PDGFA and PDGFB genes, together
with a statistically significant decrease of 6 genes that encode
proteins that participate in signal transduction, such as: GAB,
BCAR1, EPS8, NCK2 HRAS and KRAS™ 2, |t was also observed
a decrease in the expression of most of the analyzed genes
of the MAPK family, two of them with statistical significance
(MAPKS, MAPKQ9).

As a whole, all these changes in the expression profile
could affect the restitution of the intestinal epithelium and
thus favor the development of colitis.

|
Conclusion

This animal model reproduces colitis at the molecular
level, and could be a useful tool in the validation of new thera-
pies against it.
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Abstract: The presence of soot in the environment has been considerably increasing lately according to the World Health
Organization. One of the causes of this issue is due to the diesel engines. The study focuses on evaluating the presence of soot
on an engine by using fuels such as Ricinus communis biodiesel and fossil diesel. The experiment was carried out using a diesel
engine test bench Mazda BT50 with CRDi system. In order to run the tests, a BrainBee opacimeter was used. The opacimeter
was connected into a probe, which is placed at the end of the car exhaust pipe. The experiment consists of testing the engine for
several accelerations such as 1200, 1500, 2000, 2500, 3000 revolutions per minute (RPM) using Ricinus communis biodiésel
and fossil diesel. Once all the accelerations are completed, the opacity difference was obtained to make a comparative analysis
from the highest to the lowest opacity, resulting as the average percentage of opacity, which is the result that should be followed
according to the established norms. It was observed 80% of reduction in diesel engine opacity with the use of Ricinus communis
biodiésel comparing to fossil diesel.

Keywords: Biodiesel, Mazda BT 50 CRDi, Opacimeter, Soot, RPM.

Resumen: La presencia de el hollin en el ambiente ha aumentado considerablemente segun la Organizacién Mundial de la
Salud. Uno de los causantes de esta problematica son los motores diésel. El objetivo del presente estudio es evaluar el hollin
que se emite de un motor diésel utilizando biodiésel de Ricino y diésel. Las pruebas se realizaron en un banco de motores diésel
Mazda BT50-CRDi. Para realizar las mediciones se utilizéd un opacimetro de marca BrainBee. El opacimetro esté conectado a
una sonda que se coloca en el tubo de escape, la cual transporta los gases al equipo. La prueba consiste en someter al motor a
varias aceleraciones como son 1200, 1500, 2000, 2500, 3000 revoluciones por minuto (RPM) con el biodiésel y con el diésel fosil.
Una vez completado todas las aceleraciones, se obtiene la diferencia de opacidad, basicamente sirve para realizar un analisis
comparativo de la opacidad mayor con la menor, resultando un promedio porcentual de opacidad, que es el que se debe regular
segun las normas establecidas. Se noté una reduccion del 80% de opacidad en motores diésel con el uso de biodiésel a partir de
aceite de Ricino en comparacion al diésel fésil.

Palabras clave: Biodiésel, Mazda BT50 CRDi, Opacimetro, Hollin, RPM.

|
Introduccion

Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) (NOx,
CO,, CO, HC) son los causantes de provocar el calentamiento
global, el deterioro del ambiente y la salud de los seres humanos'.
Se puede notar que con el pasar del tiempo existe una mayor
concentracion en la atmosfera terrestre por la globalizacion
y las actividades antrdpicas®. Segun la Organizacion (2014)
Meteoroldgica Mundial, la concentracion del CO, se ha elevado
en un 41% en los ultimos 10 afos.

EL motor diésel juega un papel importante en la produccién
industrial moderna y ofrece el funcionamiento eficiente,
econdmico y fiable que se han reconocido en el transcurso de los
anos. Recientemente, China uno de los paises mds contaminados
del mundo ha planteado una exigencia de emisiones mas severa
para el motor diésel, y esta alinedndose con el estandar Euro 1V,
PMy NOx en las emisiones generadas por el motor diésel®.

Es asi como el ambiente se ha visto afectado por estas
emisiones que son producto principalmente de la combustién de
combustibles fdsiles en motores a gasolina y diésel® Se conoce
que el pargue automotor de vehiculos con motor a gasolina y
diésel va en aumento, siendo estos ultimos los responsables de

la emision de particulas de hollin al ambiente®. Por otro lado,
a parte de los gases de efecto invernadero (GEI) existen otras
afectaciones ambientales producto de la combustion interna de
motores que causan en la salud de los seres vivos problemas
respiratorios y de piel.

El hollin, la ceniza y el polvo son particulas relativamente
pesadas que se depositan en el suelo, y el aire las limpia
rapidamente®, Sin embargo, cerca de su fuente de origen
constituyen con frecuencia un peligro para la salud, ya que
pueden causar enfermedades respiratorias crénicas tales como
el enfisema y el céncer’. Las emisiones de los motores de
combustién afectan seriamente al medio ambiente y la salud
humana. El calentamiento global estd aumentando debido a los
gases de efecto invernadero, provocado por los mismos.

Existen combustibles alternativos como el biodiésel de
carbon neutro, que se debe tomar en cuenta como mecanismo
para reducir las emisiones de gases contaminantes que se
producen en la combustion®. Aln existe debate sobre el uso de
biodiésel que provocan dificultades al momento de su uso por
las mezclas que se utilizan, y dependiendo de dichas mezclas
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las respectivas modificaciones del motor®, siendo el objetivo
de este estudio, es evaluar la presencia de hollin en un motor a
diésel utilizando biodiésel de Ricino y diésel fésil bajo diferentes
regimenes del motor.

Enlaactualidadexistenvarios procesosde transesterificacion
para la produccion de biodiésel. Los aceites vegetales tienen
propiedades que permiten poder manipular su densidad y
viscosidad, siendo adecuados para la produccién de biodiésel™.
La transesterificacidn es el proceso quimico de aceites vegetales
que se utiliza alcohol con la combinacion de un catalizador que
puede ser hidrédxido de potasio o hidrdxido de sodio, para romper
las moléculas del aceite vegetal en ésteres de etilo o metilo,
obteniendo glicerina como subproducto y asi poder separar el
aceite y la glicérica™™. En la produccién de biodiésel, se realiza
el proceso de evaporacion del agua, donde se somete el
combustible a una temperatura de 100 °C para evaporar el agua
utilizada en el lavado y poder obtener el Biodiésel que cumplan
con las normas ASTM D 746722 Luego se mezcla el biodiésel
preparado con diésel fésil en la concentracion de (B10) para la
fabricacion de mezclas de biodiésel a ser utilizado en el motor
diésel CRDi para la realizacién de pruebas de motores.

Al utilizar biodiésel se logra disminuir las emisiones de CO
y CO2 presentes en la combustién debido a que una molécula
de biodiésel contiene entre 12 y 18 carbones, y una molécula
de diésel puede contener hasta 20 carbones'* '>. En el motor
diésel la combustidn se origina al comprimir el aire a presiones y
temperaturas elevadas. Cuando el inyector entrega el diésel a la
camara, este ocasiona una auto ignicién instantanea, al no poder
oxidar toda la mezcla, el motor emite al ambiente hollin'é, en
altas cantidades este gas puede ser nocivo para los humanos.

En el Ecuador el parametro de medicion se detalla en el
Instituto Ecuatoriano de Normalizacién en la norma técnica NTE
INEN 2 202:2000, donde manifiesta que “Los limites maximos
de opacidad de emisiones para fuentes mdviles con motor de
diésel es: a partir del afio 2000 en adelante, el 50% de opacidad
y los modelos posteriores al afio 2000 es el 60% de opacidad®.

A nivel internacional la normativa de opacidad para
vehiculos con motores diésel indica que no debe superar el
40% del coeficiente de absorcién de luz (4 m™)'°. EL sistema
de inyeccién de combustible en un motor diésel de inyeccion
directa es alcanzar un alto grado de atomizacién para mejorar
la penetracion de combustible con la intencién de utilizar la
maéxima cantidad de aire y para fomentar la evaporacién en un
corto tiempo y alcanzar una mayor eficiencia de combustion®.

|
Materiales y métodos

Para analizar la opacidad de los gases de escape se utilizo
un banco de pruebas experimentales de motores diésel marca
Mazda BT50 afio 2013, el cual tiene una potencia de 157,30 HP
a 3500 RPM y un torque de 363 Nm a 1800 RPM, 4 cilindros
con un sistema de inyeccion directa electrénica CRDi (Com-
mon Rail Diésel Injection), cabe recalcar que para la experi-
mentacién no se hizo modificaciones al motor.

Para el estudio de opacidad de gases de escape en el mo-
tor mencionado se utilizd un opacimetro marca Brain Bee, mo-
delo Opa 100, que permite la medicidn en base al principio de
reduccion de la intensidad de la luz que se utiliza para deter-
minar el porcentaje de opacidad, que es la unidad de medicién
que determina el grado de opacidad de las emisiones de esca-
pe de una fuente mavil a diésel?.

Los combustibles que se utilizaron son el biodiésel proce-
dente del aceite de ricino conocido como aceite de higuerilla 'y

el diésel fosil del mercado. Para el caso del biodiésel se realizd
una mezcla de B10 (10% biodiésel y 90% diésel fésil).

Las pruebas con los combustibles se desarrollaron en
el mismo motor, tomando precauciones como la limpieza del
sistema de inyeccion al momento de realizar cada una de las
pruebas, con el fin de tener condiciones 6ptimas para la expe-
rimentacion.

Las mediciones se realizaron cuando el motor llego a
una temperatura de 80°C, dicha temperatura se mide al acei-
te del motor, por medio de un termémetro que se conecta al
opacimetro. Cuando se cumple esta condicion, se procede a
preparar el opacimetro con una funcién automatica. Luego,
se realiza una prueba para comprobar que la sonda no tenga
fugas, estado que se denomina auto cero. Concluyendo con es-
tos procedimientos se introduce la sonda al tubo de escape y
se realiza las pruebas en diferentes revoluciones del motor?.

El opacimetro cuenta con valores de medicion que van
desde 0 a 99,9% de opacidad, que consiste en evaluar la canti-
dad de hollin que pasa por un rayo de luz, y asi conocer el por-
centaje de opacidad que emite el motor diésel, de igual manera
se puede testar con el coeficiente de absorcion luminosa por
metro (Ka m™). Para tener una correcta medicidn, es necesario
que los gases de escape cuenten con una temperatura minima
de 20 °C y una méaxima de 400 °C.

Para realizar la prueba de opacidad con los diferentes
combustibles, se realizan 7 repeticiones a diferentes revolucio-
nes como son 1200 RPM, 1500 RPM, 2000 RPM, 2500 RPM y
3000 RPM, esto para simular el comportamiento de diferentes
estados del motor. Una vez que se obtiene los datos de opa-
cidad en cada aceleracion, se tiene la diferencia de opacidad
que es la comparacion de la unidad mayor con la menor, y para
obtener el porcentaje de opacidad se calcula la media de todos
los datos obtenidos.

|
Resultados

Como se observa en la figura 1, el porcentaje de opacidad
aumenta cuando las RPM del motor se incrementan. Esto se
debe a que a mayores revoluciones existe un mayor consumo
de combustible y por ende una mayor cantidad de combus-
tible no quemado, ocasionando asi mayor cantidad de hollin.
La norma NTE INEN 2 202:2000, exhibe que para este tipo de
vehiculo el limite de opacidad es de 50%.

La conduccion eficiente pasa siempre por mantener una
marcha lo mas regular posible aprovechando la inercia que
el vehiculo ha adquirido?. Una velocidad de crucero muy re-
comendable a este respecto se mantiene normalmente alre-
dedor de los 2000 RPM teniendo engranada, por supuesto, la
ultima velocidad hacia adelante. En este punto se suele dar el
hecho de mantener el par maximo en el minimo ndmero de
revoluciones, zona en la que se encuentra el menor consumo
de combustible posible?.

Analizando la linea de tendencia se obtienen las ecuacio-
nes para calcular la opacidad de motores a diésel y biodiésel
segun las RPM del moator, donde la opacidad a bajas revolu-
ciones del motor (ralenti) serfa de 0,5% y a altas revoluciones
(corte de inyeccién) 2,8%.

1
Discusion
En la figura 1 se observa los resultados de opacidad uti-

lizando los combustibles diésel fésil y biodiésel. Se tomaron
en cuenta los mismos parametros para ambos combustibles,
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Figure 1. Comparacion del porcentaje de opacidad diésel y B10
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evidenciando que para el diésel fosil el porcentaje de opacidad
aumenta en rangos considerables en un 11,1% (Media) a dife-
rencia del B10 en un 1,34% (Media). Tomando en cuenta que el
banco de pruebas es electrdnico, este motor esta por debajo
de los limites de opacidad exigidos por las normas nacionales.

Analizando los resultados se tiene que a 1200 RPM se
obtiene 9,5% de opacidad y a 3000 RPM 12,8% de opacidad.
Considerando todos los datos se calcula un promedio del por-
centaje de opacidad de 11,1% para diésel fosil. En lo que res-
pecta a la linea de tendencia para el combustible diésel fosil,
se demuestra como lineal por lo que la opacidad es proporcio-
nal a las RPM del motor, como se observa la ecuacién 1 para
diésel fosil y la ecuacion 2 para B10.

Comparando las lineas tendenciales entre los combusti-
bles B10 y diésel fosil una determinada diferencia en el por-
centaje de opacidad, que emiten los vehiculos con motores
diésel. Analizando el incremento de opacidad en cada RPM
es mayor en comparacion con B10 de la misma manera al au-
mentar las RPM se eleva el porcentaje de opacidad, pero se

puede observar la diferencia en la linea de tendencia donde
en las mismas RPM el aumento de opacidad es menor. Se ob-
serva que al aumentar 500 RPM el motor con el uso de diésel
fésil aumenta 9 puntos de opacidad en cada prueba, y con el
uso de B10 aumenta 3 puntos de opacidad disminuyendo un
80% las emisiones de hollin en el motor. Analizando la opaci-
dad a mayores revoluciones donde su presencia es mayor se
puede concluir que con el uso de B10 se disminuye un 85% de
opacidad a 3000 RPM. Estos datos se evidencian en base a la
tendencia que se genera.

Analizando los resultados obtenidos se puede concluir
que con el uso de biodiésel de aceite de higuerilla (Ricino com-
munis), disminuye considerablemente la presencia de particu-
las de hollin en gases de escape de los motores diésel.

Tomando en cuenta los parametros cuando el motor es
mas eficiente a 2500 RPM, se determind que la opacidad con
B10 es 1,6%, resaltando asi que la emision de hollin es baja
comparada con el diésel fosil, de esta manera se puede decir
que la mezcla B10 disminuye considerablemente en 80 veces
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la contaminacién de hollin en un motor a diésel con esas ca-
racteristicas.

|
Conclusiones

Analizando los datos obtenidos en las pruebas con uso
de B10 y diésel fésil se llegd a la conclusion que con el B10
se puede lograr una disminucion del 80% de opacidad en los
motores a diésel con esas caracteristicas, esto se debe a la
disminucion de particulas de carbon en el biodiésel y esto con-
tribuye a que se oxide mejor la mezcla combustible aire.

A mayores revoluciones del motor mayor consumo de
combustible y por ende acrecienta la formacion de hollin, to-
mando en cuenta las condiciones dptimas de funcionamiento
del motor que estd en el rango de 2500 RPM, se concluye que
con el uso de B10 se disminuye 10 veces la presencia de hollin.

Aplicando las ecuaciones obtenidas en el estudio tanto
para B10 como diésel fésil se puede obtener la opacidad segun
las revoluciones a las que trabaje el mator.

Como se puedo apreciar los motores diésel electrénicos
CRDi cumplen con la normativa establecida en el Ecuador,
ya que no superan los limites de opacidad con ninguno de los
combustibles utilizados, pero la presencia de menos cantidad
de hollin en el ambiente contribuye a la conservacion del mis-
mo.

Segun la Organizaciéon Mundial de Salud el hollin emitido
por los vehiculos diésel son los una de las causas de enferme-
dades cancerigenas en los pulmones de los humanos, donde
las particulas mas pequefias de hollin son las mas criticas,
pero con la utilizacion de biodiésel se podria mitigar este pro-
blema.

|
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Resumen: En las décadas recientes, los problemas relacionados con la actividad antropogénica han generado preocupacion
debido a la acumulacién de contaminantes en el aire, dando como resultado cambios en las concentraciones de gases de
efecto invernadero y el material particulado. En Ecuador y el resto del mundo, la contaminacién atmosférica representa un
riego y una amenaza para la salud y el medio ambiente. Para realizar un andlisis sobre esta temética es necesario realizar un
proceso dindmico, seguido de un esfuerzo permanente que permita para mejorar la calidad de la informacién. Los estudios
realizados en Ecuador sobre emisiones de contaminantes se realizan desde 2010; sin embargo, no se ejecutan comparaciones
sobre de este tema en el contexto mundial, lo que conduce a que no se pueda realizar una apreciacién real de la situacién de
la calidad del aire en el pais, asi como las consecuencias que pueden conducir no hacerlo. De esta manera, surge el principal
objetivo de este proyecto que es analizar los niveles de concentracion de NO, y O, en Ecuador y realizar una comparacion directa
con distintas ciudades alrededor del mundo. Dando como resultado que la concentracion de los gases de estudio varia con el
nuimero de la poblacidn de un sector ademas de la contaminacion que esta produce. Para desarrollar la presente investigacion
se ha recolectado informacion que proviene de la Organizacion Mundial de Meteorologia, pertenecientes a WHO WDCGG DATA
SUMMARY (World Meterological Organization World Data Centre for Greenhouse Gases) del afio 2015, mientras que los datos
de las ciudades de estudio de Ecuador (lbarra y Quito) fueron proporcionados por el municipio de Ibarra y por el Municipio del
Distrito Metropolitano de Quito.

Palabras clave: Contaminacion antropogénica, didxido de nitrdgeno, ozono troposférico, concentracion de gases atmosféricos.

Abstract: In recent decades, problems related to anthropogenic activity have generated concern due to the accumulation of
pollutants in the air, resulting in changes in the concentrations of greenhouse gases and particulate matter. In Ecuador and
the rest of the world, air pollution represents a risk and a threat to health and the environment. To carry out an analysis on
this subject, it is necessary to develop a dynamic process, followed by a permanent effort that allows improving the quality
of the information. The studies developed in Ecuador on pollutant emissions are carried out since 2010; however, there are
no comparisons made on this issue in the global context, which leads to the inability to make a real assessment of the air
quality situation in the country, as well as the consequences that may result from not doing it. Thus, the main objective of
this project is to analyze the concentration levels of NO, and O, tropospheric in Ecuador and make a direct comparison with
different cities around the world. Resulting that concentration of study gases varies with the number of the population of a
sector in addition to the pollution that it produces. In order to develop this research, the information collected comes from the
World Meteorological Organization, belonging to WHO WDCGG DATA SUMMARY (World Meteorological Organization World Data
Center for Greenhouse Gases) of the year 2015, while the data of the study cities of Ecuador (Ibarra and Quito) were provided by
the municipality of Ibarra and by the Municipality of the Metropolitan District of Quito respectively.

Keywords: Anthropogenic pollution, nitrogen dioxide, tropospheric ozone, concentration of atmospheric gases.
|
Introduccidn

En las ultimas décadas, los problemas de contaminacién
debido al desarrollo de actividades humanas han conllevado
a un incremento en la concentracion de gases de efecto
invernadero en la atmdsfera del planeta. La contaminacion
atmosférica implica cambios en las caracteristicas fisicas,
quimicas y bioldgicas de los componentes atmosféricos lo cual
puede perjudicar la salud y supervivencia de los seres vivos'.

La superficie de la Tierra ha tenido grandes cambios
naturales de temperatura durante los Ultimos 10000 afos, los
cuales inclusive superan los valores actuales. Sin embargo,
desde la Revolucion Industrial (1750) se ha dado un incremento
continuo y descontrolado del calentamiento de la superficie
de la Tierra debido al alza de la concentracién de gases de
efecto de invernadero como resultado de la contaminacion
antropogénica?.

El sol es la mayor fuente de radiacién que recibe la Tierra,
esta es transmitida por ondas electromagnéticas. Cuando la
radiacion solar entra en contacto con la atmosfera terrestre,
parte de esta radicacion es absorbida por la superficie terrestre
y posteriormente es reemitida como radiacién infrarroja
(IR). Una fraccién de la radiacion solar y de la radiacion IR es
absorbida por los componentes atmosféricos lo que resulta en
un incremento de la temperatura del planeta. De igual manera,
parte de la radiacién solar es reflejada de regreso al espacio por
las nubes, particulas de aerosol, la atmdsfera y por la misma
superficie terrestre lo que resulta en un enfriamiento de la
superficie terrestre®, Con el fin de mantener una temperatura
y clima estable, la Tierra debe tener un equilibrio energético
entre la radiacién gue recibe desde el Sol y la radiacion IR que
emite hacia el espacio. A este equilibrio se lo conoce como

*Escuela de Ciencias Quimicas e Ingenierfa, Universidad de Investigacion de Tecnologia Experimental YachayTech, Urcuqui, Ecuador
2Centro de Ciencias de la Atmdsfera, Universidad Nacional Auténoma de México, México City, México

Correspondencia: luis.ladino@atmosfera.unam.mx



Comparacién de los Niveles de Concentracion de Ozono Troposférico y Diéxido de Nitrégeno en Ecuador y Otras Latitudes.
Comparison of tropospheric ozone and nitrogen dioxide concentration levels in Ecuador and other latitudes.

temperatura efectiva®. Cuando la radiacion IR emitida por la
Tierra es atrapada (absorbida) por gases de efecto invernadero
es irradiada de vuelta a la superficie terrestre, resultando en el
calentamiento de esta. Este fendmeno es conocido como efecto
invernadero”. La captura de radiacion terrestre por gases de
efecto invernadero es esencial para mantener una temperatura
de la superficie terrestre sustentable para la vida, ya que de
no ser asi la temperatura de la Tierra se encontraria cerca del
punto de congelamiento -18° C* El problema surge debido a la
contaminacién antropogénica ya que la emisién descontrolada
de gases de efectoinvernadero puede inducir a un calentamiento
mas rapido de la superficie de la Tierra y actualmente, los
esfuerzos por reducir su velocidad o su magnitud han dado
resultados moderados pero no han conseguido revertir los
cambios ambientales adversos®.

Los gases de efecto invernadero mas comunes son:
Didxido de carbono (CO,), Ozono troposférico (O,), Vapor de
agua, y Metano (CH,). Debido a las actividades humanas, sus
concentraciones se han visto incrementadas®. El ejemplo mas
tangible lo reporta el CO2 como se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Incremento de la concentracion de CO, con el tiempo 7.

Diéxido de Nitrégeno (NO,)

El didxido de nitrégeno es un gas téxico, no inflamable de
color rojizo. Es un compuesto quimico constituido por dos &to-
mos de oxigeno y un dtomo de nitrégeno. EL didxido de nitro-
geno no es un gas de efecto invernadero, pero en la atmdsfera
contribuye a la formacién fotoquimica del ozono troposférico,
ademas de ser uno de los mayores enemigos de las ciudades
ya que envenena a sus habitantes como se explica a continua-
cién®. Los 6xidos de nitrégeno (NO, y NO) son creados a partir
de rayos, la actividad microbiana del suelo, quema de biomasa
(tanto naturales como incendios antropogénicos) al igual que
la combustion de derivados de petroleo®.

EL NO, se genera principalmente en el aire quemando
combustible a partir de emisiones de automaviles, camiones,
autobuses, plantas de energia, entre otros. Junto con otros
NO,, el gas NO, reacciona con otros productos quimicos en el
aire para formar tanto O, troposférico y material particulado
(PM)o,

Debido a la contaminacién humana mencionada anterior-
mente, se ha producido un incremento de las concentraciones
de NQ,, principalmente en los sectores urbanos e industria-
les™. El ciclo diario del NO, empieza en las primeras horas del
dia donde la méxima concentracion se observa entre las 8y 9
de la mafhana. Seguidamente, como este gas es un precursor
del ozono troposférico, reacciona quimicamente en presencia

de radiacion solar (290 nm <\ < 400 nm) con otros gases, con-
tribuyendo a la formacion de O, troposférico, reduciendo su
concentracion en la atmosfera. Segun vaya disminuyendo la
intensidad de la radiacion solar, la concentracion de O, tropos-
férico disminuird y la concentracion de NO, volveréa a aumentar
(8-9 pm), pero este pico de concentracion no es tan elevado
como el maximo en las primeras horas de la mafiana*.

El dioxido de nitrégeno produce un gran riesgo en el medio
ambiente, ya que se oxida facilmente en el vapor de agua de
las nubes formando &cido nitrico (HNO,), uno de los principa-
les constituyentes de la lluvia dcida'. Las gotas de lluvia que
contienen estos &cidos, al precipitarse reaccionan facilmente
con substancias argdnicas e inorganicas y las modifican, perju-
dicando o destruyendo el suelo, agua, plantas, animales y edifi-
cios'®. La precipitacion de lluvia &cida logra sustraer nutrientes
esenciales del suelo y liberar aluminio, lo que dificulta la ab-
sorcién de agua por parte de los arboles. Asimismo, también
dafan las agujas de las coniferas y las hojas de los arboles*.

Los efectos perjudiciales del NO, en la salud humana se
centran en el aparato respiratorio. Segun la Consejeria de Sa-
nidad de la Regién de Murcia, se ha comprobado que el NO,
provoca dafos al parénquima pulmonar. Ademas, determina
la inhibicién de la depuracién mucociliar, la fagocitosis y la
respuesta inmunoldgica en el pulmdn, produciendo una dis-
minucion de la resistencia del pulmon ante las infecciones.
Igualmente, incrementa la sensibilidad pulmonar a los bron-
coconstrictores, afectando, por lo tanto, especialmente a las
personas asmaticas'®.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estableci6 el
valor guia de 20 ppb (40 pgm®) perteneciente a la media anual
de NO,, todo esto para proteger a la poblacion de los efectos
negativos de este gas en la salud (Valor gufa: valor numérico
relacionado con la concentracion de particulas presentes en el
aire que indica que, si este es sobrepasado, existe la posibili-
dad de poseer efectos adversos en la salud). El fundamento de
esto es debido a que la mayoria de los métodos de reduccién
de la concentracion son especificos para los NO, (NGO, y NO) y
no estan concebidos para controlar otros contaminantes que
los acompafian aumentando sus emisiones'®.

0Ozono Troposférico (0,)

El ozono es un gas incoloro, cuya férmula molecular es O,
se encuentra en dos capas de la atmdsfera: en la estratdsfera
y en la tropdsfera. EL 0zono en la estratdsfera actlia como una
capa protectora contra los efectos negativos en la salud y el
medio ambiente, ya que es capaz de absorber la radiacién ul-
travioleta emanada del Sol evitando asi que llegue a la super-
ficie terrestre!’. De la concentracion total de ozono presente
en la atmdsfera, en la tropdsfera se encuentra menos del 10%.
Sin embargo, el ozono troposférico juega un rol importante en
el ambiente debido a su participacion en diferentes procesos
quimicos. Entre el espacio geografico comprendido por el Tré-
pico de Cancer (20° N) y el Circulo Polar Artico (0° N), el ozo-
no troposférico fue el mayor contribuyente del calentamiento
global durante el siglo XX

El ozono troposférico es un contaminante secundario,
esto significa que no se emite directamente a la atmdsfera,
sino que es el resultado de reacciones quimicas, en condicio-
nes adecuadas de radiacion solar acompafada de otros con-
taminantes primarios como: compuestos orgdnicos volatiles
(COV), mondxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogeno (NO ),
y en menor medida de metano (CH,). Uno de los mecanismos
de formacion es a través de la interaccion entre la radiacién
solar A < 400 y NO2 producen. Esta interaccién produce O, el
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mismo que actla como intermedio en la reaccion. Esta espe-
cie quimica reacciona con O, y produce O, troposférico. De
igual manera es su destruccion, el O, troposférico reacciona
con NO formando O, y NGO, bajando la concentracion de O, en
la atmdsferal®.

NO, + hv (A < 400 nm) > O+ NO
0+0,-0,
NO+0, - 0, +NQ,

El ciclo diario de este contaminante comienza durante las
primeras horas de la mafana, en las que comienzan las acti-
vidades antropogénicas, emitiendo principalmente: NO,, CH, y
CO,. Seguidamente, mientras el planeta recibe radiacion solar,
la concentracién de ozono va aumentando segun la presencia
de los compuestos que lo forman. Ya en horas de la tarde, la
radiacion solar no es tan intensa provocando que la concen-
tracién de ozono troposférico disminuya hasta regresar a su
concentracion base'.

El ozono troposférico se origina principalmente en las
areas urbanas por varias fuentes de emision (automdviles y la
industria). Las concentraciones elevadas de ozono troposféri-
co provocan que este gas reaccione rapidamente destruyen-
do o alterando otras moléculas y posteriormente actia como
un contaminante toxico, causando muchos problemas para la
salud humana (dafos respiratorios y pulmonares, dolores de
pecho, etc.)

La exposicion al ozono se ha relacionado con la mortali-
dad prematura y una gama de cuestiones de morhbilidad y sin-
tomas de asma®. La OMS establecid el valor guia de niveles de
concentracion de ozono en 100 pgm para un promedio diario
de ocho horas; sin embargo, los datos recolectados no son su-
ficientes para recomendar un valor guia anual. La unidad de
medida que se utiliza en este trabajo de investigacion es ppb
(partes por hillén), el valor gufa presentado equivaldria a 50

ppblB.

Recopilacion de datos

La Global Atmosphere Watch (GAW) es un programa de
la Organizacion Meteorolégica Mundial (WMO) que posee un
centro de datos que archiva y proporciona observaciones de la
composicion quimica de la atmdsfera, su cambio natural y an-
tropogénico gracias a las mas de 400 estaciones de monitoreo
alrededor de todo el mundo?.

Ibarra es la capital de la provincia de Imbabura. Estd ubi-
cada al norte de Ecuador, especificamente a 115 km al noroes-
te de Quito, a 125 km al sur de la ciudad de Tulcan, con una
altitud de 2225 m.s.n.m. Seguin el censo nacional de poblacién
realizado en el 2010, Ibarra posee una poblacién aproximada
de 181175 habitantes. Posee una variedad de climas con un
promedio de temperatura de 18° C, estos van desde el frio de
las elevaciones andinas, pasando por el calido humedo de la
zona de Lita y la Carolina, hasta el tropical seco del valle del
Chota?,

La ciudad de Ibarra se encuentra dentro de dos subcuen-
cas hidrograficas: Rio Chorlavi y Rio Tahuando. La topografia
de su suelo corresponde a pendientes que oscilan entre el 5y
el 15% en las estribaciones del cerro Imbabura?. La actividad
industrial de la ciudad de Ibarra esta conformado por: la indus-
tria manufacturera, la construccidn, la minera, y la energética.
Esta ultima se centra en la produccién de electricidad, de gas
y de agua®. En relacion a la actividad vehicular, cada afo se da

un incremento de el 8% hasta 11% de el nimero de vehiculos
de circulan la ciudad?.

Quito es la capital politica de la Republica de Ecuador,
actualmente cuenta con 2644145 habitantes, se encuentra a
2700 m.s.n.m. La ciudad se encuentra ubicada principalmente
sobre el valle de Quito, formando parte de la Hoya de Guaylla-
bamba. Su clima corresponde al clima subtropical de tierras
altas, van desde climas éridos y templados hasta hdmedos y
frios. Quito se divide en 3 zonas: sur, centro, y norte; donde el
sur es el lugar mas frio de la ciudad ya que es la zona mas alta,
el centro es caliente; donde se dan siempre las temperaturas
mas altas, y el norte es templado. Quito, siendo la capital de la
Republica del Ecuador, alberga la mayor cantidad de industrias
del pafs, constituyéndose en una de las principales fuentes de
desarrollo del pais. Esto ha provocado serios impactos am-
bientales en la ciudad y consecuentemente problemas en la
salud de sus habitantes®. En el afio 2014, el parque automotor
de la ciudad de Quito fue de 468777 vehiculos. Los niveles de
ocupacion de los vehiculos han disminuido de 1.7 personas en
el 2013 a 1.2 personas en el afio 2014, lo que representa un
incremento en la congestion vehicular de la ciudad®. En este
momento, existen 10450 empresas instaladas en la capital
ecuatoriana, de las cuales 372 son industrias y se encuentran
ubicadas en zonas urbanas. Debido a este problema, se esta
realizando reordenamiento de parques y zonas industriales,
con el objetivo de que las empresas se ubiquen en un sector
especifico, mediante la creacion de tres parques industriales.
Las industrias en la ciudad de Quito se relacionan con produc-
tos estructurales, maquinaria pesada para el sector eléctrico,
el sector agricola, la construccion, los textiles, industrias me-
talmecénicas, etc?’.

|
Materiales y métodos

La WHO WDCGG (World Metereological Organization
World Data Centre for Greenhouse Gases) DATA SUMMARY
del afio 2015 pertenecientes a la Organizacion Mundial de Me-
teorologia (WMQ), proporciond los datos de las concentracio-
nes de NQ, y O, de las diferentes estaciones que posee, con
el fin de ayudar al desarrollo de este trabajo de investigacién.
Ademas, el Municipio de la ciudad de Ibarra y la Secretaria de
Ambiente del Municipio del Distrito Metropolitano de Quito fa-
cilitaron los datos de sus respectivas ciudades.

La seleccién de las estaciones de la GAW se realizd con
la finalidad de poder elaborar una comparacion directa de la
concentracion de NO, y O, de las estaciones ecuatorianas con
distintas ciudades de alrededor del mundo cubriendo diferen-
tes latitudes y longitudes.

Se realizd una seleccidn del tiempo de estudio median-
te una revisién de los datos proporcionados por las diferentes
instituciones, verificando que en el tiempo seleccionado exis-
tan datos de Ecuador, de las ciudades de estudio (no todas las
estaciones pertenecientes a la (WMO) poseen datos recientes
de concentraciones de gases de efecto invernadero) y que po-
sea el mayor tiempo de duracién posible. Lo anterior dio como
resultado que el tiempo de estudio sea desde enero del 2013
hasta diciembre del mismo afio para el NO,, mientras que para
O, troposférico el periodo de estudio fue entre abril del 2013
y septiembre del 2014. Una vez obtenidas las ciudades de es-
tudio y los datos de concentraciones de gases de interés, se
procedio a recopilar informacién acerca de su poblacién con la
finalidad de poseer una vision mas general de la capacidad de
emision de contaminantes atmosféricos. Mediante la formu-
lacion de hipdtesis, finalmente se realizd la comparacion de
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Figura 2. Mapa de las estaciones de O, troposférico en Ibarra.
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la concentracion de los gases de estudio y la poblacion de las
ciudades de estudio, obteniendo asi los siguientes resultados.
La Figura 2 muestra la ubicacién de las estaciones en la
ciudad de Ibarra, ellas estan ubicadas en las afueras y en el
centro de la ciudad. La distancia mas corta entre estaciones
es de aproximadamente 2 km, mientras que la distancia mas
lejana es de 4 km aproximadamente. Lamentablemente los
datos proporcionados por el Municipio de Ibarra no detallan los
equipos utilizados para la toma de datos de O, troposférico.

|
Resultados

Didxido de Nitrégeno

0N =

La concentracion de didxido de nitrégeno es propor-
cional al aumento de la poblacién de una ciudad/region.

Como se puede apreciar en la Figura 3, Entre estas es-
taciones escogidas, se encuentran las de ciudades de los si-
guientes paises: Latvia, Suiza, Polonia, Hungria, Republica
Checa, Eslovenia, Malta y Ecuador.

Tal como se puede apreciar en la Figura 4, la ciudad de
Quito posee la densidad de paoblacion mas elevada de las
ciudades de estudio, en concordancia con los niveles de NO,,
los cuales son los mas altos (Figura 5y Tabla 1). Uno de los
principales motivos de este nivel de concentracion es debido
a la densidad poblacional que existe en esta ciudad y por la
contaminacion que produce (contaminacién vehicular e indus-
trial principalmente), como también se lo puede apreciar en
las diferentes ciudades en donde la densidad poblacional es
alta (ciudad de Guayaquil, en 2017 estimd una poblacién de
2644891 habitantes)?. Esto indica que la densidad poblacional
es directamente proporcional al nivel de concentracion de NO,.

Otro factor que influye en la concentracién de este gas
son las corrientes de viento. Las corrientes de aire influyen en
la dispersion de los contaminantes, especificamente la direc-
cién y velocidad del viento. La concentracion de contaminan-
tes es inversamente proporcional a la velocidad del viento. La
dispersion de contaminantes en la atmosfera esta influenciada
por la direccidn del viento. Si la direccion del viento es constan-
te, la misma area estara continuamente expuesta a niveles re-
lativamente altos de contaminacion. Si la direccion del viento
varia, las concentraciones resultaran relativamente menores
debido a que los contaminantes seran dispersados sobre un
area mayor®, Debido a estos motivos, las concentraciones de
un contaminante pueden variar por: densidad poblacional, co-
rrientes de aire, topografia, altitud, radiacion solar, altura de la
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Figura 3. Estaciones de NO, seleccionadas®

La Figura 3 muestra las estaciones seleccionadas para el
diéxido de nitrégeno. Las marcas en rojo representan todas las
estaciones disponibles de NO, de la WDCGG (World Data Cen-
tre for Greenhouse Gases). De estas estaciones se selecciona-
ron las estaciones para el estudio de este gas (marcas en azul).
Con la excepcidn de que la estacidn de Ecuador (Quito e Ibarra)
que no es parte de la WDCGG. Las hipdtesis planteadas fueron:

Las corrientes de aire influencian la concentracion de
diéxido de nitrégeno de una ciudad/region.

capa de la mezcla®.

La Figura 6 muestra que, durante el tiempo de estudio, los
niveles de diéxido de nitrégeno para la ciudad de Quito fueron
superiores durante la mayoria de meses frente a las diferentes
ciudades de estudio, quedando en evidencia que, la poblacién
de dicha ciudad produce una excesiva emision de este gas lo
cual es muy preocupante. De igual manera, la Figura 6 mues-
tra la linea de tendencia de cada ciudad de estudio, presentan-
do los valores mensuales de concentracion de NO.. Si la linea
de tendencia a lo largo del tiempo de estudio es alta, la ciudad
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ciones seleccionadas.

Estaciones Promedio de Concentracion Desviacion Estindar

de NO: (ppb)

Rucava 1.45212766 0.7366
Payeme 3958156028 1.7789

Leba 2.061170213 06061
K-puszta 1.404833333 05284
Kosetice 5.141843972 1.7148
Iskrba 0.556028369 02653
Giordan Lighthouse 0.785505319 0.7855
Quito 7.935436126 1.0798

Tabla 1. Desviacion estandar de la concentracion de NO, y O, en cada estacion de estudio.
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Comparacién de los Niveles de Concentracion de Ozono Troposférico y Diéxido de Nitrégeno en Ecuador y Otras Latitudes.
Comparison of tropospheric ozone and nitrogen dioxide concentration levels in Ecuador and other latitudes.

de estudio produce una considerable emision de NO, indepen-
dientemente del nimero de habitantes que esta posee, como
por ejemplo la ciudad de Kosetice (Republica Checa) que tiene
poca densidad de poblacién (Figura 4) pero produce una alta
cantidad de NO, que emana a la atmdsfera. La linea de tenden-
cia de la ciudad de Quito muestra valores mas bajos a mitad
de afio y los valores mas altos al final e inicio de afio. Esto es
debido a que a mitad de afo existe mas radiacién en Ecuador
por lo que, el NO, con la radiacion solar forman O, troposféri-
co, bajando la concentracion de NO, presente en la ciudad de
Quito. Por lo contrario, a final e inicio de afo, la radiacion solar
no es tan intensa en comparacion a los meses de mitad de
afo, lo que permite que no se produzca tanto O, troposférico,
subiendo la concentracion de NO,,

Segun la OMS, los niveles permitidos de concentracion de
diéxido de nitrégeno corresponden a 40 pgm (21.27 ppb), por
lo que la concentracién de diéxido de nitrégeno en la ciudad
de Quito esta por debajo del valor limite segun los estandares
de la OMS. Sin embargo, segun los datas obtenidos, la con-
centracion de este gas en la ciudad de Quito es la mas alta de
todas, por lo que se recomienda reducir la quema de biomasa
(tanto naturales como incendios antropogénicos) al igual que
la guema de combustibles ya que estas actividades son muy
probablemente las principales responsables del nivel de con-
centracion de este gas.

Ozono troposférico

Al igual que durante el analisis de la concentracion de
NO,, primeramente, se presentaréd las estaciones selecciona-
das para el analisis de este gas de efecto invernadero.

A diferencia del didxido de nitrégeno, para el analisis del

Se puede observar en la Figura 8 que la poblacién de El
Cairo supera por mucho a las demds ciudades. La Figura 9y
Tabla 2 muestra que las concentraciones de ozono troposféri-
co de El Cairo son mucho menores a lo esperado, tomando en
cuenta su poblacién (muy alta) y su posicion geogréfica (pro-
pensa a una alta radiacion solar). La concentracion de este gas
en Ecuador es la méas baja de todas las ciudades de estudio
a pesar de que, sumando la poblacién de las dos estaciones
ecuatorianas, son la segunda mas alta poblacion entre las ciu-
dades de estudio (Figura 8).

La Figura 10 muestra las mediciones mensuales de este
gas de efecto invernadero de las estaciones escogidas duran-
te el tiempo de estudio. Sin embargo, algunas estaciones no
cuentan con datos a partir del mes de febrero debido a que
en esa fecha suspendieron sus actividades. Las tendencias de
concentracion de O, troposférico de las estaciones ecuatoria-
nas muestran los valores mas bajos de las diferentes ciuda-
des analizadas. Esto es algo sorpresivo dada la su ubicacién
geografica. Ecuador recibe altos niveles de radiacion solar con
muy pocas fluctuaciones a los largo del afio debido a su Lati-
tud. Sin embargo, la radiacién solar no es el Unico componente
necesario para la formacion de O, troposférico. De estos da-
tos se puede concluir que la concentracion de precursores de
0O, (COVs, NOx, y aerosoles orgénicos secundarios o SOA) es
muy baja o que es mucho menor que en las otras ciudades
estudiantes. Respecto a las diferentes estaciones estudiadas,
no existe una clara tendencia anual del O,. Esto debido a que
las ciudades de estudio se encuentran ubicadas a diferentes
Latitudes, donde dependiendo de la época del afio reciben mas
0 menos radiacién. En el caso de Ecuador se observa una con-
centracion cuasi constante de 10 ppb.

Figura 7. Estaciones de O, troposférico seleccionadas.
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de ozono troposférico se contd con una estacién adicional en
Ecuador, la estacion de Ibarra.

Igual que en la Figura 3, en la Figura 7 las marcas en azul
son las estaciones que se utilizaron para el andlisis de ozono
troposférico. Las hipdtesis planteadas para este gas son las
siguientes:

Mientras la poblacién de una ciudad/regién aumente,
incrementara la concentracion de Ozono Troposférico.

LLa concentracién de Ozono Troposférico sera mas
alta en una ciudad/regioén si esta recibe una mayor radiacion
solar.

* Estaciones de Ibarra y Quito (Ecuador)

@) Estaciones seleccionadas

Tendencias de O, en lbarra

La Figura 11 representa a la concentracion de O, tro-
posférico de la ciudad de Ibarra donde cada linea representa
una estacion de dicha ciudad. La tendencia de todas lineas de
concentracion de O, troposférico estan muy relacionadas en-
tre si, aunque se puede notar algunas diferencias entre ellas,
las cuales pueden ser debido a un incremento en la actividad
antropogénica en el sector donde se encuentra la estacion de
estudio. En el mes de agosto de 2013 y en el mes de agosto del
2014 se encuentra un incremento en la concentracion del gas
de estudio probablemente debido a un aumento en la radiacion
solar en la ciudad de Ibarra, lo que explica que las lineas de
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Figura 8. Coblaciones en las diferentes ciudades de estudio”.

Promedio
concentracion O3

Estacion Desviacion estindar

troposférico (ppb)

Ibarra 8.50 54037
Quito 11.72 27678
Syowa Station 2534 75212
Moody 31.85 35982
Tsukuba 3047 84660
Barrow 28.48 5.8622
Trinidad Head 2357 39847
El Cairo 1737 96961
Minamitorishina 2717 13.5452
Ushuaia 20.54 49282
Ragged Point 2341 5.0043
Lauder 17.71 3.8685
Tutulia 14.36 41540

Tabla 2. Desviacion estandar de la concentracion de O, troposfé-
rico en cada estacion de estudio.

tendencia de todas las estaciones poseen un ascenso en su
valor durante los meses mencionados.

Debido a que las estaciones de la ciudad de Ibarra no se
realizan la medicién de radiacion solar, se usaron los datos de
radiacién solar de la ciudad de Quito asumiendo que este va-
lor no varia mucho entre ambas ciudades. Sin embargo, cabe
notar que las dos ciudades se encuentran separadas por una
distancia de 116 km y que la altura de Ibarra y Quito son 2215
y 2700 m.s.n.m., respectivamente. EL r? (0.0032) encontrado
en este andlisis indica que la radiacién solar no es el factor de-
terminante en la formacién de O, troposférico en Ibarra. Esto
debido a que sus valores son relativamente constantes a lo
largo del afio, dia tras dia. Es muy probable que quienes con-

35

Promedio concentracidn de O; troposférico (ppb)

N
Ciudades de Estudio

Figura 9. Promedio de Concentracion O, de troposférico en las
ciudades de estudio.

trolen la formacion y concentracion de O, son sus precursores.
Desafortunadamente, el Unico precursor que se mide en Ibarra
es el NO, el cual tampoco muestra una buena correlacion con
03 troposférico (r* = 0.0136).

La Oscilacion Madden-Jdulian (MJO, por sus siglas en in-
glés) consiste en patrones a gran escala acoplados en la circu-
lacion atmosférica y la conveccion profunda. Estas se propa-
gan lentamente hacia el este (-5 m s?) a través de la porcién
de los océanos indico y Pacifico donde la superficie del mar es
célida. La MJO interactta constantemente con el océano sub-
yacente e influye en muchos sistemas meteoroldgicos y clima-
ticos®. Las concentraciones de ozono troposférico se pueden
ver disminuidas o aumentadas por la MJO; sin embargo, dada
la falta de estudios en esta direccion en Ecuador, no se puede
afirmar que la MJO tiene un efecto directo en los niveles de
0O, enIbarra.

Tendencias de O, en Quito

Como se menciond anteriormente, la cantidad de radia-
cién solar puede afectar la concentracion de ozono tropos-
férico, por lo que las siguientes ilustraciones se basaran en
la relacién de estos dos factores. Para el caso de Quito el r?
(0.4793) encontrado muestra que la radiacion solar posee re-
lacién en la formacion de O, troposférico en esta ciudad. La
cantidad de radiacién solar se adapta de una manera adecuada
con la concentracion de O, troposférico, generando una posible
tendencia. Al igual que en Ibarra se encontré que el didéxido de
nitrégeno a pesar de ser un precursor de ozono troposférico no
es un factor que influye de gran medida ya que su r? (0.0045)
es muy bajo.

Segun la OMS, existe un valor fijo en las directrices de
ozono troposférico de 100 pgm/m? de media en 8h equivalente
a 50 ppb, lamentablemente no existe un valor anual reportado
por la OMS para este gas®. A pesar de la ausencia de este
dato, varias instituciones otorgan valores aproximados en el
cual 60 ppb de valor objetivo afio no debe ser superado para la
proteccién de la salud humana®,

Siguiendo este dato y la Figura 9, la concentracién de
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Figura 11. Mediciones de O, troposférico en la ciudad de Ibarra

ozono troposférico de las dos estaciones en Ecuador (Quito e
Ibarra) se encuentra bajo el valor permitido. Sin embargo, se
recomienda que, no solo las autoridades ayuden a reducir la
concentracién de este gas, sino a la comunidad en general de-
bido a que, por mas que se encuentre bajo el valor autorizado,
puede ser perjudicial para la salud humana.

|
Conclusiones y recomendaciones

Con estas consideraciones se concluye en el presente
trabajo de investigacion que quienes controlan la formacion y
concentracion de O, son sus precursores. Desafortunadamen-
te, el Unico precursor que se mide en Ibarra y Quito es el NO, el
cual no muestra una buena correlacion con O, troposférico. La
cantidad de radiacién solar también es un factor que influye en

la concentracién de ozono troposférico; sin embargo, aunque
se encontré una buena correlacion con los niveles de O, en
Quito, este no parece ser quien controle los niveles de O,. Es
necesario poder medir los demas precursores del O, para po-
der entender sus fuentes y la influencia de estos en la calidad
del aire local.

Los niveles de concentracién de diéxido de nitrégeno y
ozono troposférico en las dos estaciones de Ecuador (Quito —
Ibarra) poseen valores por debajo a los permitidos segun la Or-
ganizacion Mundial de la Salud y la Direccion General de Sos-
tenibilidad y Control Ambiental respectivamente, por lo que, la
calidad de aire de Ecuador cuenta con valores adecuados en
concentracion de NO, y ozono troposférico en comparacion de
las diferentes ciudades tomadas en cuenta para este estudio.

Segun los resultados obtenidos en la presente investiga-
cion, para la concentracion de NO, sf existe una influencia del
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nimero de habitantes de la ciudad/region ya que una pobla- 19. Consejeria de Sanidad y Consumo de la Regién de Murcia. El ozo-
cién mayor producird un aumento de contaminacion. Tomando no troposférico y sus efectos sobre la salud. Cons Sanid y Con-
el mismo factor (ndmero de habitantes), la concentracion de sum la Regién Murcia; : 26.

20.Secretariado de la Comisién para la Cooperacion Ambiental. Ozo-
no troposférico. EL mosaico América del Norte Panor los Probl
Ambient mas Relev.

21.0rganizacion Mundial de Meteorologia. GAW stations network

0, troposférico no se ve influenciada por la poblacion de un
sector, ya que el principal factor de influencia en la concentra-
cion de este gas es la cantidad de radiacion solar reportada.

Por ultimo, las concentraciones de ambos gases se pueden ver and other measurements. Glob. Atmos. Watch. .
alteradas por densidad poblacional, corrientes de aire, topo- 22.Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal San Miguel de
graffa, altitud, radiacion solar, altura de la capa de la mezcla®. Ibarra. Ibarra, ciudad a la que siempre se vuelve. .

A pesar de que, como ya se menciond, las concentracio- 23.Gobierno Auténomo Descentralizado de San Miguel de Ibarra.
nes de NO, y ozono troposférico se encuentran por debajo de PLAN DE DESARROLLO Y ORDENAMIENTO TERRITORIAL DEL
los permitidos segun la ONU, se recomienda que las indus- CANTON IBARRA. .

trias y la sociedad en general tomen conciencia sobre la gran 24.Bolafios C. Cada afio aumenta un 8 % el parque automotor en
problematica de la contaminacion atmosférica ya que esta en Ibarra. 2016 . . .
nuestras manos que las siguientes generaciones puedan go- 25. Rosero M. Actividades profesionales y comercios hacen que Qui-

d ire Limoi lidad de vid to sea la capital econémica. EL Comer. 2014.
zar de un aire limpio y consecuentemente una calidad de vida 26. Pacheco M. 50 000 automotores nuevos circulan en las vias de

digna como todos nos merecemos. De igual manera, se reco- Quito. EL Comer. 2014.

mienda que los municipios y los gobiernos propongan mejoren 27. Redaccion Quito. La nueva zona industrial de Quito empieza a ed-

el monitoreo tanto de gases como de particulas atmosféricas ificarse. Rev. Lideres. 2013.

para tener una mejor incertidumbre sobre la calidad del aire 28.Population.City. Poblaciénes de paises y ciudades en todo el mun-

que respiramos y de esta manera generar leyes que permitan do. Population.City. .

reducir la emisidon de estos contaminantes. 29.Instituto Nacional de Estadistica y Censos. Guayaquil en cifras. .
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Analisis de comunidades bacterianas asociadas a la rizdsfera de especies
vegetales Miconia zamorensis y Erato polymnoides en suelos contamina-

dos por metales pesados.
Bacterial community analysis associated to rhizosphere plant species of Miconia zamoren-
sis and Erato polymnoides in heavy metals polluted soils.

Manuel Alexander Rojas!, Oscar Amable Vivanco Galvan®. DOI. 10.21931/RB/2018.03.02.6
Resumen: En ciertos ecosistemas contaminados, varios microorganismos como las bacterias pueden mejorar la produccion de
biomasay la tolerancia de las plantas frente a metales pesados como condiciones de estrés. En este contexto el presente estudio
busca la identificacion y comparacion de las comunidades bacterianas que se encuentran asociadas a especies vegetales (i.e.
Miconia zamorensis y Erato polymnoides) mediante el empleo de las técnicas moleculares: PCR y secuenciacién de Sanger. Las
bacterias se obtuvieron a partir de aislamientos a partir de muestras de suelo de la rizésfera contaminados por metales pesados.
El analisis molecular se basé en la amplificacién de una regidn parcial del ARNr 16S. EL andlisis filogenético evidencidé que los
microorganismos aislados pertenecen a tres géneros: Bacillus, Lysinibacillus y Serratia los cuales son géneros de bacterianas
con capacidad PGPR (plant growth promoting rhizobacteria). Con esta informacion se contribuye al conocimiento de la diversidad
cultivable de microorganismos, asi mismo a futuro puede ser usada en proyectos para biorremediar suelos contaminados.

Palabras Claves: Herramientas moleculares, 16S ARN ribosomal, rizobacterias PGPR.

Abstract: Polluted ecosystems has several microorganisms such as bacteria can improve biomass production and tolerance
to heavy metals and stress condition . In this context, the present study is focus in the identification and comparison of the
bacterial communities associated to vegetal species (i.e. Miconia zamorensis and Erato polymnoides). The bacterial isolates were
obtained from rhizosphere of polluted heavy metal soils. Molecular analysis was based on the amplification of a partial region
of 16S rRNA. The phylogenetic analysis reveal that the isolated microorganisms belong to three genera: Bacillus, Lysinibacillus
and Serratia, members of PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) bacteria. This information contribute to the knowledge

bacterial fraction cultivable, in the future the information can be used in bioremediation projects.

KeyWords: Molecular characterization, 16S rRNA, bioremediation, rhizobacteria, PGPR.
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Introduccion

En Ecuador la actividad minera artesanal de pequefia escala
genera un alto grado de contaminacion ambiental, sobre todo
aqguella relacionada con la extraccion de oro, ya que la extraccion
de este mineral requiere del uso de metales pesados como
mercurio, plomo y sustancias quimicas como cianuro, acido
sulfurico, entre otros!, los mismos que causan contaminacion
de todos los ecosistemas contiguos?.

Ademas, como consecuencia de la actividad humana,
se generan concentraciones elevadas de metales pesados
residuales en el suelo®, los cuales son dificilmente biodegradados
y por lo tanto se acumulan en el medio ambiente’, causando
cambios en la composicién, biomasa y actividad de las
comunidades microbianas, lo que resulta en efectos adversos
sobre la salud de las plantas, limitando el crecimiento vegetal, la
cobertura vegetal, y la calidad de los cultivos®. También ejercen
un efecto perjudicial en la cadena alimenticia de varias especies
y causan la muerte de muchos animales que consumen plantas
con un alto contenido de metales pesados®. Adicionalmente,
la contaminacion de las cadenas alimenticias y las fuentes de
agua, tiene efectos adversos sobre la salud humana, ya que
muchos de estos metales pesados y metaloides son téxicos
y pueden causar efectos no deseables y problemas severos,
incluso a bajas concentraciones*.

Los desechos de la mineria se han convertido en una grave

problema en todo el mundo que incrementa cada vez mas
con la industrializacién y que requiere atencion inmediata“.
Actualmente las nuevas tecnologias como la biorremediacion,
apuntan al uso de especies vegetales y microorganismos
rizosféricos para remover, contener o retener contaminantes,
convirtiéndose en una alternativa de bajo costo y con enormes
ventajas ambientales, haciéndola de gran interés en todo
el mundo para recuperar suelos contaminados por metales
pesados* 6.

La fitorremediacion es una nueva tecnologia promisoria que
implica el uso de plantas que tienen la capacidad para mejorar
el suelo y/o la calidad del agua mediante la inactivacién o la
translocacion de los contaminantes en los diferentes érganos
de la planta sin efectos negativos en la actividad bioldgica,
estructura y fertilidad del suelo’. Sin embargo, el éxito de
la fitorremediacién también depende de las asociaciones
beneficiosas entre los microorganismos del suelo (como las
bacterias de la rizésfera) y las plantas, en donde la planta
proporciona una fuente de carbono para las bacterias, y a su
vez, las bacterias son capaces de producir ciertas substancias
o0 metabolitos, que promueven el crecimiento de la planta,
la cual ayuda a disminuir el impacto negativo de la toxicidad
por metales pesados’. Las bacterias también pueden actuar
sobre estos contaminantes, a través de la bioacumulacion,

*Ecologia y Evolucidn de Sistemas Microbianos. Departamento Ciencias Bioldgicas. Universidad Técnica Particular de Loja. Ecuador
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inmovilizacién o removiéndolos mas facilmente del ambiente a
través de la quelacion de metales y la subsecuente eliminacion
mediante la secrecidn de exopolisacaridos®°.

En base a toda esta problemadtica, el presente proyecto
busca la identificacién y comparacion de las comunidades
bacterianas asociadas a la rizésfera de especies vegetales
Miconia zamorensis y Erato polymnoides.

Con esta informacion, a futuro, se podré trabajar en
aplicaciones biotecnoldgicas que incluyan el uso de consorcios
microbianos con capacidad de biorremediar zonas contaminadas.

|
Methods

Obtencion de aislados bacterianos.

Para el desarrollo del presente proyecto de investigacion,
la coleccion de bacterias de la Universidad Técnica Particular
de Loja (UTPL) proporciond aislados bacterianos para la
identificacion molecular correspondientes a dos édreas de
muestreo: zona uno corresponde al vertedero de desechos
mineros (contaminado) se eligieron cepas obtenidas de la
rizosfera de Miconia y Erato (24 cepas por especie vegetal); la
zona dos (control) es un sitio ubicado a 50 metros, de donde
se emplearon cepas bacterianas de Miconia y Erato (24 cepas
por especie vegetal);. El estudio contempla el analisis de 96
cepas en total.

Reactivacion en medio de cultivo liquido.

Las cepas bacterianas proporpocionadas por la coleccion
UTPL fueron reactivadas después de un periodo de tiempo en
congelacion de 8 semanas, para lo cual, se procedid a inocular
300 pL de cada cultivo bacteriano en un tubo con 10 ml del
medio liquido, BBL™ Trypticase™ Soy Broth (TSB), los tubos
fueron sellados independientemente con parafilm y cubiertos
con papel aluminio para incubarse a 27°C en agitacién continua
(75 rpm - 24 horas). Esto con el objetivo de incrementar la
biomasa bacteriana para la extraccion de ADN.

Caracterizacion molecular de bacterianas.

Se procedid a realizar la extraccion de ADN de las 96 cepas
bacterianas reactivadas en el medio de cultivo liquido por 24
horas, para ello se empled el kit de extraccién UltraClean
Microbial DNA lIsolation kit (MoBio) siguiendo el protocolo del
fabricante.

Para la identificacion de las cepas bacterianas, la region
parcial V3 del ARNr 16S fue amplificada mediante PCR
aplicando los primers Eub338 5 -ACT CCT ACG GGA GGC
AGC AG- 3' (forward) y Eub518 5" -ATT ACC GCG GCT GCT
GG- 3' (reverse)'' y con la ayuda de un termociclador (Applied
Biosystem). Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion
inicial de 9 min a 94°C seguido de 30 ciclos de 45 segundos
a 94°C, 45 segundos de alineamiento a 55°C, y una extensién
de 45 segundos a 72°C, y una etapa de polimerizacion final
de 72°C durante 7 min. Cada reaccién (25 pL) contenia: 5 U
de GoTag DNA polimerasa (PROMEGA), 5 uL de buffer de
reaccion 5X, MgCl2 1 mM, 1 yL de ADN molde, 0,2 mM de
dNTPs (PROMEGA) y 0,25 plL de cada primer.

Los amplicones de la PCR fueron separados mediante
una corrida electroforética a 128 voltios y 300 mA durante
25 minutos en gel de agarosa al 1%, preparado con buffer
SB1Xy SYBR®Safe para la visualizacién del ADN en el gel. Las
muestras se prepararon tomando 2 pL del producto de la PCR
mezclado con 1 L de buffer (5X Green GoTaq®Flexi Buffer) y
se cargaron en cada pocillo del gel junto con 2 pL del marcador

de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen) en el ultimo
pocillo.

Una vez terminada la comprobacion de todos los productos
de la PCR mediante electroforesis, se procedié a realizar la
purificacién de ADN, para lo cual, se utilizé el kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System, siguiendo el protocolo del
fabricante.

Los productos de PCR purificados, fueron colocados en una
placa de 96 pocillos con un volumen de 15 pL por muestra, se
sellaron y se enviaron a la compafiia Macrogen, Korea (http:/
www.macrogen.com/kor/) para la obtencién de las secuencias.

Andlisis Bioinformatico y filogenético.

El analisis fue realizado a partir de las 96 secuencias
obtenidas, correspondientes a Erato control*, Miconia
control?*, Erato contaminado?*, Miconia contaminado?.

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa
BioEdit (Versién 7.2.5) y luego comparadas con secuencias en
la base de datos del GenBank utilizando la opcién Blast del
sitio web NCBI (http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
encontrar secuencias estrechamente relacionadas e identificar
las cepas bacterianas.

Sobre la base de méaxima identidad, fueron seleccionadas
las primeras diez secuencias y utilizando la herramienta
MAFFT (Versién 7, estrategia G-INS-i), fueron alineadas junto
con las secuencias obtenidas de los aislados bacterianos.

El andlisis filogenético, se realizd utilizando el software
MEGAT. ELl arbol filogenético fue inferido usando el método
de Méxima Verosimilitud. Las divergencias de las secuencias
se cuantificaron utilizando el maodelo de distancia “Kimura-2-
Parameter”. Para el tratamiento de los gaps, se eligid la opcién
“Use all sites". Se calcularon un total de 1000 repeticiones de
bootstrap.

|
Resultados y discusion

Viabilidad de cepas.

Se determind una viabilidad del 100 % de las cepas usadas
luego de ser reactivadas en medios especificos, previo a la
extraccion de ADN.

Verificacion de los amplicones a través de electroforesis.

Un total de 96 muestras fueron analizadas mediante
electroforesis y se confirmé que todos los fragmentos
de ADN amplificados tienen los tamafios esperados de
aproximadamente 200 pares de bases en relacion al marcador
de peso molecular. La figura 1 muestra los resultados de los
productos amplificados por PCR de un grupo de muestras con
los primers Eub338 y Eub518.

Para el desarrollo del presente estudio, se realizd
la amplificacion de una regién parcial del ARNr 16S
correspondiente a la regién hipervariable V3 del gen, cuyo
tamafio aproximado es de 200 pb. Dicha regién ha demostrado
ser la mas destacada para estudios de diversidad bacteriana
debido a su mayor variabilidad y secuencia hipervariable mas
larga'?.

Analisis de secuencias y comparacion en base de datos.

Luego de realizar el andlisis de cada cromatograma, se
determind que 61 secuencias presentan cromatogramas de
buena calidad para el andlisis bioinformatico. Las 35 secuencias
faltantes no se utilizaron para la identificacién molecular, ya
que estas secuencias presentaban cromatogramas fallidos o
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Figura 1. Amplificacién por PCR de un fragmento corto de la
regién 16S en bacterias: 1-2: Muestras de Miconia zamorensis
contaminado (MP); 3-5: Muestras de Miconia zamorensis control
(MC); 6-8: Muestras de Erato polymnoides contaminado (EP);
9-11: Muestras de Erato polymnoides control (EC); P control posi-
tivo; N control negativo; MPM marcador de peso molecular.

irregulares.

Las 61 secuencias de las cepas bacterianas fueron
analizadas a través de BLAST, mostrando una similitud del
99 - 100% con las secuencias homologas cercanas a la base
de datos del GenBank. La identificacién filogenética de los
aislados bacterianos, basada en la secuenciacion de la regién
parcial V3 del gen 16S ARNr se muestra en la Tabla 1.

Andlisis filogenético de Bacterias.

El andlisis filogenético basado en la secuenciacion del
gen ARNr 168, reveld la similitud de los aislados bacterianos
a los géneros Bacillus y Lysinibacillus pertenecientes al
filo Firmicutes y Proteobacteria (género Serratia). EL arbol
construido por el método de Maxima Verosimilitud confirmé la
posicion filogenética de las cepas bacterianas (Figura 2).

En el presente estudio, se ha podido conocer la presencia
de los géneros bacterianos Bacillus, lysinibacillus y Serratia, de
mas frecuente a menos frecuente respectivamente, tanto en
la zona contaminada como en la zona control no contaminada
(Figura 3 y Figura 4). Estos resultados son comparables con
estudios realizados por donde mencionan que la abundancia
del phylum Firmicutes (géneros Bacillus y Lysinibacillus)*3'4,
se debe a que en el suelo existen condiciones que pueden
favarecer el crecimiento de estos microorganismos, tales
como, unamayor disponibilidad de nutrientes (carbono organico
y porcentaje de nitrégeno y fosforo), altos niveles de humedad
y salinidad extrema. Ademas, especies del género Bacillus, son
cosmopolitas y se caracterizan por la formacién de endosporas
que les permite sobrevivir a diversas condiciones inhdspitas
por largos periodos de tiempo, razon por la cual pueden ser
hallados en la mayor parte de las muestras de suelo y agua
en todo el planeta, ademaés de poder prevalecer en el aire y en
diversos huéspedes como las plantas'®, en las que también es
comun encontrar una abundancia de este género en especies
vegetales de la division Magnoliopsida*® Y.

La exposicion a concentraciones elevadas de metales
pesados, puede ser un factor adicional que puede llevar a
la seleccion de estos microrganismos y favorecer a los mas
tolerantes o resistentes en los suelos de la rizésfera, debido
a la rdpida adaptacién de estos microorganismos a los
cambios ambientales!® *°, Varios estudios han reportado que
muchas de las especies bacterianas aisladas en este estudio,
pertenecientes a los géneros Bacillus, Lysinibacillus y Serratia,
estan relacionadas con cepas degradantes y resistentes a
diferentes metales pesados, entre los cuales se mencionan,
Pb, Cu, Ni, Cr, Zn, Cd, Co y As, por lo que tienen un enorme
potencial en la biorremediacion de la acumulacion de metales
pesados en el suelo y agua? 22172326 Bajo estas condiciones, se
ha propuesto que la dominancia de algunos grupos bacterianos

se debe a interacciones competitivas en las que algunas
especies bacterianas son eliminadas por exclusidn competitiva
y las especies mejor adaptadas son las que dominan®®,

Como se muestra en las figuras 3y 4 (ver en la version
online - http://revistabionatura.com/2018.03.02.6.html), no
se evidencia una mayor diferencia en la distribucién de los
microrganismos identificados entre ambas areas de estudio
de donde se obtuvieron las cepas bacterianas. Esto puede
deberse a que, segin menciona'?, tanto el drea contaminada
como el area control, se encuentran en una zona con alto
grado de contaminacién ambiental. En el drea de muestreo
contaminada por metales pesados, se registra una intensa
actividad minera relacionada a la extraccién de oro a pequefa
escala; mientras que el area utilizada como control, pertenece
a una zona minera abandonada, en la que las actividades
mineras se detuvieron cinco afos atras del presente estudio,
es decir que existieron condiciones similares de contaminacién
ya que segun®, los compuestos inorgdnicos, como es el caso de
los metales pesados, pueden permanecer por largo tiempo en
el suelo debido a que son dificilmente degradables.

Por otra parte, basédndonos en la revision bibliogréafica,
es interesante mencionar que los géneros Bacillus y Serratia
estdn relacionadas con especies o grupos de bacterias
PGPR (por sus siglas en inglés, plant growth promoting
rhizobacteria) que tienen la capacidad de producir ciertas
sustancias o metabolitos que promueven el crecimiento de las
plantas, tales como, el 4cido indol acético (IAA), siderdforos y
la enzima acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), que
mejoran el crecimiento, disminuyen el impacto negativo de las
concentraciones de metales pesados tdxicos y por lo tanto,
aumentan la eficacia de la fitorremediacign?6 17:19.22.25.27.28,

En la actualidad, hay una gran atencién enfocada en el
tratamiento microbiano de los sitios contaminados por metales
pesados y existe la necesidad de un mayor conocimiento de
cepas bacterianas resistentes a estos metales’, ya que, las
rizobacterias se utilizan en todo el mundo como bioinoculantes
para promover el crecimiento y el desarrollo de las plantas
bajo diverso estrés como los metales pesados?.

|
Conclusiones

El presente estudio permiti¢ identificar una amplia variedad
de comunidades bacterianas en el suelo de la rizésfera de las
especies vegetales Miconia zamorensis y Erato polymnoides.
Esta contrbucién puede motivar a los investigadores a unir
esfuerzos para usar microorganismos como potenciales
elementos en proyectos de biorremediacion para descontaminar
suelos con metales pesados.

Este reporte sobre la identificacion de especies bacterianas
ha contribuido con informacién relevante de las especies
dominantes en suelos contaminados, dando el inicio para en
una siguiente fase realizar ensayos in vitro con el objetivo de
determinar la capacidad PGPR y de resistencia a metales
pesados de estos componentes bacterianas y posteriormente
su aplicacion en proyectos biotecnoldgicos para biorremediar
suelos contaminados.
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Tabla 1. Comparacion de secuencias de aislados bacterianos con BLAST.

Fuente deaislamiento Identificacion
filogenética basada en la
Especie vegetal Zona de muestreo base de datos del
GenBank*
EC1 Erato Polvmnoides Control Serratia sp,
| EC2 Erato Polymnoides Control Lysinibacillus sp.
EC3 Eraio Polymnoides Control Bacillus sp.
| EC4 Erato Polymnoides Control Lysinibacillus sp
EC5 Erato Polymnoides Control Lysinibacillus sp
~ EC6 Erato Polymnoides Conrol Uncultured Bacillus sp.
ECT Erato Polymnoides Control Barillus cereus
| EC8 Erato Polym noides Control Bacillus cereus
EC9 Erato Polym noides Control Bacillus sp.
' ECI0  Erato Polymnoides Control Bacillus cereus
ECI1 Eraio Polymnoides Control Bacillus cereus
| EC12  Erato Polymnoides Control Bacillus sp.
ECI3 Erato Polymnoides Control Bacillus cereus
' EC14  Eraio Polymnoides Conrol Bacillus cereus
ECI5 Erato Polym noides Control Bacillus anthracis
. EP1 Erato Polymnoides Contaminada Sarratia sp.
EP2 Erato Polymnoides Contaminada Lysinibacillus sp.
~ EP3 Erato Polymnoides Contaminada Lysinibacillus fusiformis
EP4 Erato Polyvmnoides Contaminada Bacillus cereus
. EPs Erato Polymnoides Contaminada Bacillus cereus
EPd Erato Polymnoides Contaminada Bacillus cereus
. EP7 Erato Polymnoides Contaminada Bacillus cereus
EPS Erato Polvm noides Contaminada Bacillus sp.
| EPO Erato Polym noides Contaminada Streptomyces sp.
EP10 Erato Polymnoides Contaminada Bacillus thiringiensis
. EP11 Erato Polymnoides Contaminada Bacillus cereus
EP12 Erato Polvmnoides Contaminada Bacillus cereus
. EP13 Erato Polymnoides Contaminada Bacillus cereus
EP14 Eraio Polymnoides Contaminada Bacillus cereus
| EP15  Erato Polymnoides Contaminada Bacillus thuringiensis
EP16 Erato Polym noides Contaminada Bacillus cereus
| EP17  Erato Polymnoides Contaminada Bacillus thuringiensis
EP18 Erato Polym noides Contaminada Bacillus thiringiensis
- MC1 Miconia zamorensis | Control Serratia marcescens
MC2 Miconia zamorersis Control Lysinibacillus sp.
- MC3 Miconia zamorensis | Control Lysinibacillus sp.
MC4 Miconia zamarensis Control Bacillus thuringiensis
- MC5 Miconia zamorensis | Control Bacillus amyloliquefaciens
MC6 Miconia zamarensis Control Bacillus thuringiensis
- MCT Miconia zamorensis | Control Bacillus cereus
MC8 Miconia zamorensis Control Bacillus cereus
| MC9 Miconia zamarensis | Control Bacillus thiringiensis
MC10 Miconia zamorersis Control Bacillus sp.
- MCl1 Miconia zamorensis | Control Barcillus thiringiensis

AMC12 Miconia zamorensis Control Bacillus cereus
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Figura 2. Relaciones filogenéticas basadas en la secuenciacion del gen ARNr 16S entre las cepas aisladas y las secuencias de varias
especies de referencia recuperadas de la base de datos GenBank del NCBI. EL &rbol fue generado mediante el método de Maxima
Verosimilitud con 1000 réplicas de bootstrap. Solo se muestran los valores de bootstrap > 70%. Los niimeros de acceso al GenBank
para las secuencias de referencia se dan después del nombre de la cepa. La especie Alicyclobacillus aeris se utilizd como grupo externo.
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Resumen: Actualmente las enfermedades y la falta de material certificado para la siembra estan originando una serie de
inconvenientes al cultivo de banano, siendo amenazas constantes los diferentes agentes bidticos (bacterias, hongos o virus).
En el cultivo de banano, el virus del mosaico de pepino CMV (cucumber mosaic virus) tiene una distribucion mundial con
caracteristicas en su sintomatologia que lo hacen muchas veces pasar inadvertido por el agricultor, teniendo como consecuencia
perdidas que podrian llegar entre 40 al 60%. El presente trabajo tuvo como objetivo el empleo de la electroterapia para el
saneamiento de plantas infectadas por CMV en banano, cv. ‘Williams'. Los colinos infectados fueron micropropagados y las
plantas regeneradas fueron verificadas para la presencia del virus por la técnica de RT-PCR y ELISA. Posteriormente fueron
aclimatadas en umbraculos y cumpliendo la altura correspondiente fueron procesadas y sometidas a la corriente electrica. Los
tratamientos evaluados consistieron en la exposicion de los explantes a variables de voltaje por tiempo, en series de 10V/25 min,
15V/20 min, 20V/15 miny 20V/20 min. Los resultados para la erradicacién del virus CMV (cucumber mosaic virus) fueron de 8%
(explantes saneados) del total de explantes, después de la electroterapia. Aunque el método solo elimino el 8% de las plantas
infectadas, sin embargo, se observé un notable incremento en la altura de los explantes (3 a 4 cm) con respecto al control
(sin electroterapia) pudiendo significar de gran utilidad para empresas que se dedican a la multiplicacién masiva de plantas ya
que las vigoriza e incrementan su vitalidad para los procesos in vitro. El estudio realizado serfa el primer reporte del uso de la
electroterapia para el saneamiento de plantas de banano en el Ecuador. Aungue se conoce su uso en otros paises con excelentes
resultados en cultivos de interés agricola como: cafia de azlcar, malanga, y platano.

Palabras clave: Virus del mosaico del pepino, electroterapia, colinos.

Abstract: Currently, the diseases and the lack of certified material for the company are causing a series of inconveniences to the
banana crop, being constant the different biotic agents (bacteria, fungi or virus). In the cultivation of banana, the cucumber mosaic
virus CMV (cucumber mosaic virus) has a worldwide distribution with characteristics in its symptoms that often goes unnoticed
by the farmer, resulting in losses that are received between 40 60% The objective of this work was the use of electrotherapy for
the sanitation of plants infected with CMV in banana, cv. ‘Williams'. The infected banana trees were micropropagated and the
regenerated plants were verified by the presence of the virus by the technique of RT-PCR and ELISA. Later they were acclimated
in umbraculos and fulfilling the height that were processed and happened to the electrical current. The treatments evaluated
consisted of exposing the explants to the voltage variables by time, in series of 10V / 25 min, 15V / 20 min, 20 V / 15 min and
20V /20 min. The results for the eradication of the CMV virus (cucumber mosaic virus) were 8% (sanitized explants) of the total
explants, after the electrotherapy. Although the method only eliminated 8% of the infected plants, however, there was a notable
increase in the height of the explants (3 to 4 cm) with respect to the control (without electrotherapy), which could be very useful
for companies that devote to the massive multiplication of plants that are already in force and increase their vitality for in vitro
processes. The study made the first report of the use of electrotherapy for the sanitation of banana plants in Ecuador. Although
it is known as use in other countries with good results in crops of agricultural interest such as: sugar cane, taro, and banana.

Key words: Cucumber mosaic virus, electrotherapy, banana trees.

|
Introduccion

Dentro de las musaceas, el banano es un cultivo de impor-
tancia econdmica y social, pues en el @mbito comercial, agro-
némico y nutricional representan una parte significativa en el
desarrollo de las distintas comunidades de América Latina.
Particularmente para Ecuador, el cultivo tiene una mayor rele-
vancia, ya que en promedio representa un 26% del PIB agricola
del pais y aporta en un 2% al PIB total, constituyéndose en un
producto tradicional dentro de las exportaciones. Estos porcen-
tajes evidencian la importancia de la industria del banano en la
economia del Ecuador?. Las enfermedades virales son uno de

los factores responsables de las pérdidas en produccidn de ba-
nano en el mundo, ya que limitan la multiplicacion e intercambio
de germoplasma?, lo que conlleva finalmente al deterioro de la
calidad del cultivo en las zonas productoras®“Y®,

Para el caso del mosaico del banano ocasionado por CMV
(cucumber mosaic virus), este patdgeno afecta el cultivo oca-
sionando la reduccién del nimero de manos, deformacion de
frutos y en casos severos hasta la muerte de la planta®. En
la actualidad existen escasos reportes sobre la eliminacién
de este virus, por ejemplo, el tratamiento térmico combinado
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con micropropagacion, logré una alta efectividad para la eli-
minacion de CMV’. Buenos resultados también se obtuvieron
al aplicar corriente eléctrica a estacas de almendra que pre-
sentaban la sintomatologfa del virus del mosaico, obteniendo
hasta un 90% de plantas sanas®. Las técnicas de saneamiento
vegetal generalmente, consideran el patdégeno y su transmi-
sion en el tejido de las plantas para atenuar o eliminar virus y
bacterias en el material vegetal. Algunas de estas técnicas son
el cultivo de meristemos, termoterapia, quimioterapia, criote-
rapia y electroterapia® !> 12, En su mayorfa logran resultados
eficientes (100% material saneado) pero asi mismo estas téc-
nicas no logran adecuarse al proceso productivo. Algunos de
los aspectos que contribuyen a la baja eficiencia son: la gran
cantidad de material inicial destruido y los largos periodos de
tiempo requeridos para obtener resultados'!. Actualmente en
Ecuador, el movimiento por todo el pais de materiales de pro-
pagacion de banano no certificado esta ocasionando la dise-
minacion de estas enfermedades virales y demds problemas
fitosanitarios. Esto exige cambios estratégicos con lo que se
pueda suplir la gran demanda de material sano para la micro-
propagacion. Estos aspectos han contribuido a la aplicacién de
técnicas de saneamiento para la desinfeccion de semillas, una
de estas es la electroterapia. Por ejemplo, aplicando electri-
cidad en ajo, cafia de azlcar, patatas y araceae, se ha logrado
eliminar potyvirus, luteovirus y carlavirus, respectivamente'.
Ademas, la eficiencia de la electroterapia ha sido previamen-
te investigada en plantas infectadas con BSV (Banana Streak
Virus) obteniendo 40-80% de plantas saneadas'®. También el
tratamiento térmico (termoterapia) combinado con el cultivo
de meristemos ha tenido éxito en la erradicaciéon del CMV’.

El objetivo de este trabajo fue aplicar la electroterapia en
apices meristematicos de plantas de banano, como alternativa
en la desinfeccion del virus (CMV).

|
Materiales y métodos

Para obtener la fuente viral inicial de Banana Mosaic Vi-
rus (CMV), se procedié a identificar en campo plantas con la
sintomatologia correspondiente y detectar la presencia viral
mediante RT-PCR y ELISAY. Las plantas infectadas, fueron

llevadas al invernadero y mantenidas en una zona aislada li-
bre de afidos. Del material infectado, se extrajeron explantes
(meristemos apicales) donantes para el establecimiento de la
micropropagaciénde acuerdo a los protocolos estandarizados
del CIBE en banano. Los brotes in vitro se colocaron en medio
Murashige y Skoog (MS) que estuvo compuesto por las sales
minerales'® para la fase de proliferacion, que se suplemento
con vitaminas, sacarosa y con reguladores como citocininas
KIN (1.25 mg/l), auxinas AIA (0.52 mg/l) y 6 — BAP (4 mg/l), y
solidificado con phytagel (2g/l). EL material fue subcultivado
cada treinta dias, obteniendo el volumen suficiente de propa-
gulos para su posterior enraizamiento y transferencia al area
de invernaderos (Fig. 1a).

|
Resultados y discusion

Deteccion de virus

Las plantas propagadas fueron monitoreadas continua-
mente para observar la presencia de sintomas. Se tomaron
muestras de hojas para el respectivo diagnostico de CMV
mediante RT-PCR y ELISA, estos diagndsticos se realizaron
inicialmente en la fase in vitro y posteriormente en la fase de
aclimatacion (invernadero). Una vez que las plantas fueron ve-
rificadas que estaban infectadas con el virus, estas se entre-
garon al laboratorio de cultivos de tejidos para los ensayos de
desinfeccion propuestos (electroterapia) (Fig. 1).

Evaluacion del limite de corriente.

Para determinar el limite de sobrevivencia del tejido, los
explantes fueron sometidos a distintos voltajes en diferentes
rangos de tiempo. Como paso inicial los cormos obtenidos del
campo fueron limpiados, y cortados para luego ser lavados con
detergente e hipoclorito de sodio al 3%, a continuacion, se di-
seccionaron a un tamafio homogéneo de 1,5 cm de base por
2,5 cm de alto y posteriormente fueron colocados en el equipo
de electroterapia donde se evaluaron los siguientes voltajes: 5,
10, 15, 20, 25y 30 V durante rangos de tiempo de 5, 10, 15, 20
y 25 minutos. En cada combinacién (tratamiento) se utilizaron
cinco explantes (fig. le), los cuales luego del tratamiento de

Figura 1. a) Plantas de banano infectadas (material bioldgico), b) Seleccion de plantas de banano para entrega al laboratorio, c)
Limpieza de plantas seleccionadas, d) Preparacidn de muestras (desinfeccion y diseccidn), e) Muestras dispuestas en el equipo para
aplicacidn de electroterapia, f) Explantes introducidos in vitro después de la electroterapia.
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Figura 2. Electroterapia: a) Distribucién de explantes para ser sometidos a tratamientos dptimos resultado de las pruebas de sensibi-
lidad, b) Aplicacidn de corriente eléctrica, ¢) Desinfeccion en hipoclorito de sodio previo a la introduccidn al flujo laminar, d) Diseccién de
las muestras previo a la introduccidn in vitro, e) Siembra en tubos de ensayo, f) Evaluacion del comportamiento in vitro de las muestras

electrocutadas.

electroterapia fueron introducidos in vitro. Los explantes elec-
trocutados fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 2%
y posteriormente sembrados en tubos de ensayo con medio de
establecimiento Murashige y Skoog (MS) (fig. 1f).

Diagndstico de virus.

La efectividad de la desinfeccion en cada tratamiento se
evalué mediante RT — PCR y ELISA' En la deteccién por RT
- PCR fueron usados iniciadores para la amplificacion del gen
CP (260bp) del CMV (cucumber mosaic virus), para el ensayo
de ELISA se utilizaron kits comerciales siguiendo las recomen-
daciones del fabricante AC-Diagnostics (www.acdiainc.com/
cmv.htm). Se considerd dos veces el valor promedio de los
negativos (muestra sin virus) como linea de corte. La tasa de
erradicacion (TE) observada para cada tratamiento se calculd
de la siguiente manera:

#MUESTRA NEGATIVA
# MUESTRATOTAL DIAGNOSTICADA

TE = ( )X100

Evaluacion del limite de corriente.

Los tratamientos con 25v resultaron desfavorables para
las vitro plantas de banano. Esto se establecid después de la
evaluacion de la sensibilidad del tejido de banano valorando
su sobrevivencia y crecimiento. Los mejores tratamientos, en
cuanto a los voltajes y tiempos de aplicacién de corriente eléc-
trica, fueron de las series de 10V/25min, 15V/20 min, 20V/15
min y 20V/20 min. Ha sido reportado por Hernandez'* dosis
maéaximas de 30v para los cultivos de ajo y cafia de azucar lo
gue no coincide con los resultados obtenidos en nuestra inves-
tigacion, pero cabe sefalar la falta de homogeneidad en las
pruebas debido a los diversos tipos de explantes usados de las
diferentes especies (cafia, banano, malanga etc.), lo que con-
duce a diferencias de la potencia eléctrica que circula a través
de cada uno de ellos (Fig. 2b). Referente al crecimiento in vitro
de los explantes, se observé un incremento significativo (3-4
cm) de la altura de las plantas con respecto al control (Fig.
2f). Esto coincide con estudios que sefialan que la corriente
eléctrica estimula el crecimiento de las células'’. Las figuras
3y 4 muestran los promedios de crecimiento y sobrevivencia
para cada tratamiento.

Figura 3. Promedios de crecimiento para cada tratamiento (tiempo/voltaje)
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Figura 4. Promedios de sobrevivencia para cada tratamiento (tiempo/voltaje).

Diagnostico de virus.

Se hizo la evaluacion de 100 muestras de hoja de diferen-
tes plantas de banano en etapa de invernadero provenientes
de colinos infectadas que fueron micropropagados, el por-
centaje de plantulas sanas in vivo fue 0% (O plantulas de 100
probadas). Cada muestra fue analizada por triplicado deter-
minandose que todas las muestras resultaron positivas para
el Virus del mosaico del pepino (CMV). La eficacia de la elec-
troterapia fue reportada por Hernéndez!'* para la eliminacion
del potyvirus, luteovirus y carlavirus en ajo, cafa de azucar,
patatas respectivamente ademas de una eliminacién de BSV
(banana Streak Virus) en 40 — 80 % de plantas regeneradas!®.
En base de estas experiencias fueron evaluadas mediante RT-
PCR y ELISA, cincuenta muestras correspondientes a cuatro
tratamientos de electroterapia junto con un control (10V / 25
min, 15V / 20 min, 20V / 15 min, 20V / 20 min, OV / 0 min),
el porcentaje preliminar de plantas sanas regeneradas a par-
tir de los explantes sometidos a electroterapia alcanzaron un
8% equivalente a 3 plantas de 40 evaluadas (Fig. 5). Lo que se
ajusta a los resultados obtenidos por Helliot'® quien reporto 11

% de saneamiento para muestras de banano con CMV, atribu-
yéndose posiblemente estos resultados a la distribucion de las
particulas virales dentro del meristemo?’,

Tabla 1. Resultados por tratamiento del diagndstico en vitroplan-
tas de banano variedad Williams tratadas con electroterapia.

Tratamientos Material Desinfeccion
diagnosticado (%)
(%)

10 (100) 1(10)
10 V /25 min

10(100) 1(10)
15V /20 min

10(100) 1(10)
20V /15 min

10(100) 0(0)
20V /20 min

bI] 13 16 17T 25 28 2T
260 -
- - -

Figura 5. Gel de electroforesis de deteccién RT-PCR para el virus del mosaico del pepino en banano (CMV). Con la flecha se indica el

tamafio del producto amplificado. Muestras negativas (5,15,26)
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|
Conclusiones

De los resultados obtenidos podemos concluir que la me-
todologia de saneamiento utilizada (electroterapia), resulta
insuficiente para la eliminacion del virus en estudio. EL por-
centaje de plantulas saneadas fue del 8% después de la elec-
troterapia, considerédndose relevante ya que este material se
puede micropropagar y asi recuperar las cantidades deseadas
del cultivar.

Otro aspecto a destacar es que el uso de la corriente eléc-
trica influyo sobre el vigor y crecimiento de los tejidos, ofre-
ciendo una importante informacion para las empresas que se
dedican a la propagacion masiva de plantas, pudiéndose in-
sertar un paso previo a sus procesos, que permita mejorar su
sanidad y vigorizacion.
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Resumen: La enfermedad provocada por el hongo fitopatdégeno Alternaria spp. es una de las principales causas de dafios en
cultivos de brdcoli en Ecuador, llegando a ocasionar hasta el 30% en pérdidas. Este trabajo se realizo con el fin de determinar la
capacidad antagdnica de cepas autéctonas de Bacillus subtilis frente a Alternaria spp., mediante pruebas in vitro. En el estudio se
utilizaron cepas de B. subtilis aisladas de las principales zonas productoras de brécoli en el Ecuador. Tanto las cepas patdgenas
como las antagonistas fueron aisladas e identificadas a partir de muestras en campo tomadas aleatoriamente de cultivos de
brocoli en las provincias de Cotopaxi, Imbabura y Tungurahua. La capacidad antagoénica se midié utilizando la escala de Bell.
Los resultados obtenidos indican que la cepa ATCC 6633y la cepa AB-4 identificadas y caracterizadas bioguimicamente como
Bacillus subtilis subsp. licheniformis, presentaron una actividad antagdnica con un valor promedio de 45.21 cm clase 2 segun la
escala de Bell, determinado asi el potencial de Bacillus subtilis como controlador biolégico contra Alternaria spp.

Palabras Claves: Biocontrol, brdcoli, capacidad antagdnica, Escala de Bell.

Abstract: The disease caused by the phytopathogenic fungus Alternaria spp., is one of the main causes of damages in broccoli
crops in Ecuador, inducing losses of up to 30%. This research was carried out in order to determine the antagonistic capacity
of native strains of Bacillus subtilis against Alternaria spp. by the means of in vitrotechniques. In the study, we used strains of
Bacillus subtilis isolated, belonging to the main broccoli producing areas in Ecuador. Both pathogenic strains and antagonists
were isolated and identified from soil samples randomly taken from broccoli crops in the provinces of Cotopaxi, Imbabura and
Tungurahua. The antagonistic capacity was measured using the Bell's Scale. The results obtained indicate that the strain ATCC
6633 and strain AB-4 identified and characterized biochemically as Bacillus subtilis subsp. licheniformis, exhibit antagonistic
activity with an average value of 45.21 cm Class 2 according to the Bell's Scale. These observationsestablish that Bacillus
subtilis has a potential to act as a biological control against Alternaria spp.

KeyWords: Biocontrol, broccoli, antagonistic capacity, Bell's Scale.
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Introduccién

Uno los factores que afectan la produccion del cultivo de
brécoli en el Ecuador son las enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos, Alternaria spp. es uno de los principales causantes
de enfermedades que afectan al brdcoli (Brassica oleracea var.
italica), este se caracteriza por producir un atizonamiento y dafo
en la inflorescencia que se inicia como una decoloracién café y
puede involucrar un florete o varios a la vez, se pude apreciar
en el envés de las hojas manchas de color oscuro a manera de
una mancha de aceite; cuando esto ocurre es casi seguro que
la pella, en cualquier estado de formacion, presentara una o
varias inflorescencias con pudriciones, por ello la presencia de
la enfermedad en el cultivo de brdcoli impide que estas puedan
ser comercializadas. Se ha estimado que esta enfermedad puede
ocasionar hasta un 30% de pérdidas de pellas?.

B. subtilis provee un control efectivo de enfermedades
causadas por hongos y bacterias. El potencial de esta bacteria
se basa en su capacidad para producir una amplia gama de
moléculas bioactivas, que muestran propiedades antiflingicas,
junto con una baja toxicidad y alta biodegradabilidad,
adicionalmente, la capacidad de formar endosporas, le
proporcionan un alto nivel de resistencia a condiciones
ambientales extremas?®.

Este trabajo se realiz6 con el fin de determinar la capacidad
antagonica de cepas autdctonas de B. subtilis aisladas y

purificadas de las principales zonas productoras de brécoli en el
Ecuador frente a Alternaria spp. en pruebas in vitro; para obtener
un potencial biocontrolador natural que no afecte a la calidad
del brécoli generando una en el uso de pesticidas que puedan
causar dafio al consumidor.

|
Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Las diferentes cepas de B. subtilis fueron aisladas de
muestras de suelo provenientes de fincas productoras de bro-
coli ubicadas en las provincias de Cotopaxi, Imbabura y Tungu-
rahua. Las muestras de Alternaria spp. se obtuvieron de hojas
provenientes de las mismas zonas en las que se tomaron las
muestras de suelo. La recoleccion y procesamiento de mues-
tras se hizo entre los meses de abril y julio de 2015.

Obtencion de Bacillus subtilis

Se pesd 10 g de cada muestra de suelo y se realizaron dilu-
ciones en suero fisioldgico estéril hasta obtener la dilucion 103,
Posteriormente con un asa microbioldgica se sembrdé en cajas
Petri con medio Plate Count agar (PCA) + purpura de bromocre-
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sol y se incubd a 37°C por 48 h, se seleccionaron las cajas con
UFC con caracteristicas macroscopicas de Bacillus sp.

Las cajas con consideradas como posibles contenedoras
de B. subtilis fueron resembradas, en agar nutritivo y se incubo
a 37°C por 48 h. Una vez identificadas macroscopicamente, se
procedio a identificar microscépicamente mediante tincién con
azul de metileno para identificar la morfologia de un bacilo y
tincidn con verde brillante para la distincion de esporas centra-
les tipicas de B. subtilis.

La identificacion bioquimica se realizd mediante el kit Mi-
crogen BACILLUS-ID MID-66 siguiendo las indicaciones de fa-
brica. Las cepas caracterizadas fueron almacenas empleando
el sistema de conservacion de cepas CRYOBANK a -20 °C.

Obtencion Alternaria spp.

De la muestra vegetal infectadas con Alternaria spp.
se procedid a recortar en la zona en la cual se desarrollé el
micelio del hongo, se sembrd en medio Agar Papa Dextrosa
(PDA) y se incubd a 272 C con exposicién a la luz alrededor de 4
dias. Se seleccionaron los hongos que presentaron coloracion
verde obscuro, borde irregular, superficie plana polvosa algo-
donosa, caracteristicas macroscépicas del género Alternaria®.

Para la caracterizacién morfolégica microscdpica se rea-
lizé una impronta con azul de lactofenol y se observé en el
microscopio, se utilizé la clave de identificacién de hongos y
fitopatdégenos comunes®.

Pruebas de Antagonismo

Las pruebas de antagonismo se realizaron utilizando la
técnica de cultivos duales’. En cajas Petri con medio PDA se
procedid a sembrar discos de Alternaria spp. de 5mm de dié-
metro de manera equidistante con ayuda de una plantilla, se
inoculd B. subtilis en la caja con Alternaria spp. hundiendo el
porta objetos en medio de la caja petri y se incubd a 24°C.

Se utilizé un control positivo (cepa ATCC 6633 B. subtillis
subsp. spezizenii) y un testigo solo con Alternaria spp. En las
pruebas duales se evalud el crecimiento de B. subtilis a los sie-
te dias en cajas de Petri, asi como el crecimiento de Alternaria

spp.8.

Escala de Bell Competencia por sustrato

Para la evaluacidn de la capacidad antagdnica se midid el
tiempo que tardd en tener contacto el antagonista y el patége-
no; durante 7 dias cada 24 h se midi6 el crecimiento radial del
antagonista y el patégeno; como referencia se utilizo la escala
de Bell indicada en la tabla 1.

Se evalud a los siete dias utilizando la férmula propuesta
por Skidmore & Dickinson’.

(C1-C2)
prc=L o1 1. 100

C1= Crecimiento radial del testigo
C2= crecimiento radial del fitopatégeno en los tratamien-
tos de cultivo dual.

Analisis estadistico

Se evalud las cepas encontradas con 14 repeticiones en
un DCA, la evaluacidn se realizo a través de un ADEVA de una
via y pruebas Post Hoc de Tukey 5%, en el programa Infostat
version 2013.

|
Resultados

Obtencion Alternaria spp.

El hongo perteneciente a la provincia de Imbabura presen-
ta caracteristicas macroscopicas similares a las descritas por
Arias y Ramirez* para el género Alternaria spp. Se determind
el resultado en la clave de la siguiente manera Clave IV: CC-
Q-RR-UUU que corresponde Alternaria spp., confirmandose la
identidad del hongo como Alternaria spp.

Obtencion de Bacillus subtilis

Se obtuvieron un total de 28 cepas aisladas candidatas de
B. subtilis, la caracterizacién microscdpica de los 28 microor-
ganismos asilados se basé en las siguientes caracteristicas:
Bacilos Gram positivos de aproximadamente 0,8 mm de dia-
metro por 2 a 3 mm de largo con bordes redondeados, B. sub-
tilis presentan esporas esféricas y centrales que no deforman
el bacilo, de esta manera se obtuvo 14 microorganismas ais-
lados, cuyas caracteristicas que coincidieron con las definidas
por Realpe et al ®

Pruebas bioquimicas API para Bacillus subtilis

La tabla 2 muestra la confirmacién de la identidad me-
diante pruebas macroscdpicas, microscopicas y bioguimicas,
esta Ultima mediante la prueba Microgen Bacillus-ID, encon-
trandose 7 cepas de B. subtilis con ayuda del software Micro-
gen Identification System.

Tabla 1. Escala de Bell para evaluar la competencia por sustrato in vitro*. Porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC)

Descripcion Calificacion
1 El antagonista ocupa completamente la Muy bueno =60 mm
superficie del medio de cultive cubriendo
totalmente al patégeno
2 El antagonistallega a sobrepasar las dos terceras Bueno =60 mm v
partes delasuperficie del medio de cultivo =4(mm
3 El antagonista v el patdégeno colonizan cada uno Deficiente <40 mm v
aproximadamente la mitad dela superficie del =30mm
medio v ninguno parece dominar al otro
4 El patégeno sobrepasa al crecimiento del Malo =< 30 mm v
antagonista colomzando tres cuartas partes de la =0
caja Petri
5 El agente fitopatdgeno llega a cubrir totalmente Muy malo =0
caja de Petri.
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Codigos Provincia Identificacion

IB-6 Imbabura B. subtilis subsp_ licheniformis
AB-3 Tungurzhua B. subtilis subsp . licheniformis
AB-4 Tungurzhua B. subrilis subsp. licheniformis
AB-10 Tungurahua B. subtilis subsp. licheniformis
CT-5 Cotopaxi B. subtilis subsp . licheniformis
CT-8 Cotopaxi B. subtilis subsp. pumilis
CT-11 Cotopaxi B. subtilis subsp_ subtilis

Tabla 2. Cepas pertenecientes al género Bacillus subtilis aisladas de tres provincias productoras de brécoli en Ecuador.

Pruebas de Antagonismo

Analisis Estadistico

En el ADEVA existio diferencia en al menos uno de los tra-
tamientos en el crecimiento de B. subtilis con un (p< 0,001). Se
diferenciaron cinco rangos de significacion para el crecimiento
de B. subtilis frente a Alternaria spp. como se indica en la Figu-
ra 1. En el rango E se ubica la cepa ATCC 6633 con un creci-
miento promedio de 17,60 mm; seguido de la cepa AB-4 en el
rango DE con un crecimiento promedio de 13,78 mm; valores
de crecimiento altos en comparacion con el resto de cepas,
indicando que AB-4 y ATCC 6633 pueden desarrollarse en pre-
sencia de Alternaria spp.

De igual forma se establecieron diferencias significativas
en el crecimiento de Alternaria spp. con un (p<0,001), se dife-
renciaron seis rangos de significacion mostrados en la Figura 2.

En el rango A se ubicaron los tratamientos que contenian
las cepas AB-4 y ATCC 6633 con valores promedio de cre-
cimiento de Alternaria spp bajos en comparacion al resto de
tratamientos, indicandonos que existio actividad antagdnica de
B. subtilis.

19,599

z
$
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Crecimiento (mm)
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TESTGO T8 CT.8 CT-1

Escala de Bell competencia por sustrato

En la tabla 3 se muestra los valores obtenidos para la Es-
cala de Bell.

Segun la escala de Bell la cepa AB-4 con un valor pro-
medio de 45,21 y la cepa ATCC 6633 con un valor promedio
de 58,64, se ubicaron en la clase 2 considerada como buena
dentro de la escala para antagonismo.

Porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC)

La cepa AB-4 presentd el valor méas alto de inhibicién
de crecimiento con un PIC de 58%, seguido por la cepa ATCC
6633 que presentd un PIC de 52%, valores superiores al resto
de cepas como se aprecia en la Tabla 4, también se observan
diferencias significativas entre las diferentes cepas.

1
Discusion
Se demuestra asi que la cepa B. subtilis presentan actividad

antagodnica por competencia, puesto que este género de bacterias
al ser también promotoras de crecimiento vegetal compite por la

AB.2
Cepa

AB-10 86 AB-4 ATCC

Figura 1. Prueba Tukey 5% para el crecimiento en milimetros de las diferentes cepas de B. subtilis en pruebas duales con Alternaria

Spp.

§1,821

42,064

Crecimiento (mm)

32,301

v

ALT-AB-4 ALT-ATCC ALT-B-6 ALT-AB-3 ALT-AB-10 ALT-CT-11 ALT.CT-§ ALT-CT-8 TESTIGO
Alternaria

Figura 2. Prueba Tukey 5% para el crecimiento en milimetros de Alternaria spp. en pruebas duales con B. subtilis
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Tabla 2. Valores crecimiento (mm) al séptimo dia de Bacillus subtilis y evaluacion en la Escala de Bell.

IB6 ATCC CT-11

Repeticion

CT-8

AB3 AB4 AB-10

10 31 74 23 - 33 47 27 17
11 31 73 32 18 - 46 - -
12 24 45 30 - - 54 13 -
13 21 39 20 - - 47 - 23
14 37 57 57 17 20 51 - 17
Promedio 32,14 58.04 31.11 20,43 32.67 45,21 26.91 21.00
Clasge 3 2 3 4 3 2 4 4

Tabla 2. Valores porcentuales de inhibicidn del crecimiento de Alternaria spp. por cepas de Bacillus subtilis.

Porcentaje de
inhibicion

de crecimiento

AB-4 58
ATCC 6633 52
IB-6 20
AB-3 15
AB-10 15
CT-11 10
CT-§ 8
CT-8 6

adquisicion de nutrientes, siendo el mecanismo mediante el cual
actla B. subtilis, es competir por uno de los nutrientes esenciales
en desarrollo de cualquier organismo como lo es el hierro (Fe®").
Tejera et al®

Estudios de esta bacteria plantean que los siderdforos
producidos por B. subtilis tienen mayor afinidad por los
compuestos de hierro®. Por lo tanto, el agente patégeno que
compite con B. subtilis por el hierro de manera ineficiente, es un
patégeno cuyo desarrollo se ve afectado pudiendo ser en este
caso el de Alternaria spp., ademas de que la deficiencia de este
elemento afecta a su sistema enzimatico* impidiéndole sintetizar
micotoxinas necesaria para ejercer su accion patogénica.

La capacidad antagonica de B. subtilis radica principalmente
en su capacidad de producir distintos metabolitos con capacidad
antifungica y antibacteriana, dentro del grupo de metabolitos
antifingicos se encuentran las surfactinas, fengicinas e iturinas;
ademés de una gran variedad de enzimas liticas entre las cuales
se destacan lipasas, proteasas y g glucanasas® 2%,

Sin embargo, el mecanismo de antibiosis utilizado por
B. subtilis involucra la interaccion de mas de uno de estos
metabolitos para ejecer su actividad fungicida biocontroladora,

ademas de la especificidad que poseea contra el patdgeno.
La familia de las surfactinas no son substancias con actividad
fungicida, estas muestran actividad antifingica en sinergismo
con iturina A; a diferencia de las iturinas, ya que estas muestran
actividad antifdngica e inhibitoria contra una gran variedad de
patdgenos, las fengicinas presentan actividad fungitdxica fuerte,
especialmente contra hongos filamentosos®*®, Hecho que
explica el bajo valor de PIC que obtuvieron el resto de cepas, es
por ello que resulta razonable pensar que la cepa AB-4 y ATCC
6633 presentaron mayor concentracién, mejor interaccion y
especificidad de los metabolitos secretados contra el patégeno
a diferencia del resto de cepas que a pesar de haber secretado
estos metabolitos no mostraron interaccién entre estos o no
tuvieron afinidad contra el patdgeno.

La variabilidad de la accién antagonista entre las diferentes
cepas se debe a que esta actividad es muy cambiante entre
microorganismaos, ya que estos se expresan dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se encuentre, entre otros
factores*.

|
Conclusiones

Las cepas aisladas de B. subtilis mostraron capacidad an-
tagodnica en las pruebas in vitro realizadas contra el hongo fito-
patégeno Alternaria spp., ya que el crecimiento del patégeno
Alternaria spp. se vio afectado significativamente con un PIC
de 58% y 52%, demostrando que la B. subtilis posee potencial
como controlador bioldgico contra el hongo fitopatégeno Al-
ternaria spp.

Se determind que el tratamiento AB-4 (cepa nativa) es la
mejor cepa con capacidad antagdnica ya que obtuvo los mejo-
res resultados, ubicandose en Clase 2 segun la escala de Bell
y enelrango A de la prueba de Tukey al 5%, incluso llegando a
superar al control positivo que fue la cepa ATCC 6633.
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Resumen: La prueba de Semmes Weinstein o de monofilamento utilizada para la valoracién de los pacientes con neuropatia
diabética periférica, puede ser replicada para la evaluacién diagndstica en pacientes con hernias discales con compromiso
neuropatico periférico (radiculopatia) debido a hernias discales a nivel lumbar. Se evidencio que la prueba fue positiva para
radiculopatia en 26 pacientes (87 %), en 4 pacientes (13 %) la prueba fue negativa a pesar de que los pacientes tenian signos
radiculopaticos ratificados por MRI.

Palabras clave: monofilamento, hernias discales, Semmes Weinstein.

Abstract: Semmes Weinstein or monofilament test, used to evaluate patients with diabetic peripheral neuropathies, can be
applied on the diagnostic evaluation and monitoring of patients with lumbosacral disc herniation and peripheral neuropathy
(radiculopathy). In conclusion, this simple, low cost and high sensitive test allows a diagnosis (86,7% of cases) of peripheral

neuropathy due to root compression by herniated discs.

Key words: monofilament, disc herniation, Semmes Weinstein.

|
Introduccion

La prueba de Semmes Weinstein o de monofilamento uti-
lizada en la valoracién de la neuropatia diabética periférica en
la cual tiene una sensibilidad del 97% y una especificidad del
83 %, puede ser replicada para la evaluacidn diagndstica en los
pacientes con hernias discales lumbaosacras con compromiso
neuropatico periférico (radiculopatia).

En el examen fisico especifico de los pacientes con hernia
de disco a nivel lumbar se deben practicar diversos procedi-
mientos semioldgicos (que se estan descuidando en la actuali-
dad), uno de ellos es la prueba de monofilamento o de Semmes
Weinstein (sensibilidad tactil cutanea) la que debe efectuarse
en la valoracion inicial de todo paciente con radiculopatia, aun-
gue lamentablemente en nuestro medio poco se la utiliza.

En la misma, se recurre a un estesidometro especial de
nylon denominado monofilamento que al doblarse, ejerce una
presion constante de 10 gramos, independiente de la fuerza
con la que se lo use, se aplica en once sitios especificos pre-
establecidos en los pies, valorando la presencia o ausencia de
esta sensibilidad expresada verbalmente por los pacientes y
logrando con ello corroborar la ubicacién de la discopatia. La
prueba permite valorar la sensibilidad tactil en dermatomas
especificos inervados por las raices nerviosas lumbares L4, L5
y S1610,

Un paciente se considerara sin afeccion neuropética cuan-
do la puntuacién obtenida sea de 11/11, lo cual evidencia que
la sensibilidad tactil esta mantenida y con ello se descartaria
la afeccidn neuropética. (Fig. 1,2)12,

|
Materiales y métodos

En el analisis se incluyeron 30 pacientes (15 hombres y

15 mujeres), atendidos en el Centro Médico Ozonocenter de
Quito, Ecuador; en el transcurso tres meses (enero a marzo
2017), diagnosticados con hernias discales a nivel L5-S1; con
signos clinicos especificos de radiculopatia (dolor lumbociati-
co, parestesias de miembros inferiores) y confirmado por Re-
sonancia Magnética simple de columna lumbo sacra.

|
Resultados y discusion

Los resultados indican que la muestra corresponde a 30
personas, de 20 a 60 afios, promedio de edad 43,8; sin diferen-
cia estadistica entre el grupo de hombres y mujeres. (Tabla 1)

Solamente 4 personas (13,3%) tuvieron una prueba ne-
gativa (sensibilidad tactil indemne) y 26 pacientes (86,7 %)
tuvieron una prueba positiva, confirmatoria de radiculopatia
(neuropatia).

No se encontrd diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo de hombres' y mujeres?, que presentaron prue-
ba negativa, tampoco hubo diferencia significativa entre el gru-
po de personas menores a 44 afos?, y mayores de 44 afios?,
que presentaron prueba negativa (p mayor a 0.05).

|
Conclusiones

Se puede concluir que esta prueba permite realizar un
diagndstico precoz (86,7 % de los casos) de neuropatia perifé-
rica debido a compresidn radicular por hernias discales, cons-
tituyéndose en una prueba simple, de minimo costo y de gran
sensibilidad, siendo de gran utilidad especialmente en locali-
dades donde no se dispone de medios diagndsticos que impli-
can el uso de alta tecnologia para esta frecuente patologia.

! Director Médico Ozonocenter, Quito, Ecuador; Docente Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica, Quito, Ecuador.
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Prueba Prueba Positiva
Positiva
HOMBERES 15 1 6.7 14 933
MUIJERES 15 3 20.0 12 80.0
TOTAL 30 4 13,3 26 86,7

Tabla 1. Distribucion por género y resultados de la muestra Prueba de Semmes Weinstein
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Necrotizing enterocolitis. presentation of two clinical cases.
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Resumen: La enterocolitis necrotizante (ECN) es la emergencia gastrointestinal mas frecuente y grave del recién nacido,
afectando especialmente a los preterminos y los de muy bajo peso al nacer (< 1500 gr). Se reporta que afectadel 1 a 5 % de
todos los recién nacidos ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales con una tasa de mortalidad del 10 al 50%.
Presentamos dos casos de ECN tratados en la unidad de cuidados intensivos de neonatologia del Hospital IESS Ibarra, cuyos
factores de riesgo principales fueron la prematurez y el bajo peso y se les inicio un tratamiento agresivo de sostén que evitd
mayores complicaciones.

Palabras clave: Enterocolitis Necrotizante, Prematuro, Bajo peso al nacer, Tratamiento.

Abstract: Necrotizing enterocolitis (ECN) is the most frequent and severe gastrointestinal emergency in newborns, especially
affecting newborns preterm and very low weight at birth (<1500 g). It is reported that affects 1-5% of all newborns admitted to
the Neonatal Intensive Care Unit with a mortality rate of 10 to 50%. We present two cases of NEC treated in the intensive care
neonatology of Hospital IESS Ibarra, whose main risk factors were prematurity and low birth weight at birth and were initiated

an aggressive supportive treatment that avoided more complications.

Key words: Necrotizing enterocolitis, Prematurity, Low weight at birth, Treatment.

|
Introduccion

La ECN en Ecuador en el afio 2013 segun el Instituto Na-
cional de Estadistica y Censos (INEC) se encontré entre las
principales causas de mortalidad infantil con 34 casos corres-
pondiendo al 1,16%".

La ECN, es una enfermedad de etiologia multifactorial,
caracterizada por edema, ulceracion y necrosis de la mucosa
intestinal y sobreinfeccion bacteriana de la pared ulcerada. Es-
tos factores terminan activando una cascada inflamatoria que
lleva a una necrosis de la pared intestinal, con o sin perforacién
intestinal? La etiopatogenia de la enfermedad aun se desco-
noce, y se citan en su génesis la prematuridad, alimentacién
enteral, infeccidn bacteriana, inmadurez del intestino, cuadros
hipoxico - isquémicos, la isquemia gastrointestinal perinatal
asociada a asfixia perinatal, la colonizacién bacteriana del in-
testino y la alimentacion enteral precoz a base de férmulas
lacteas artificiales®.

La ECN esta afectando a alrededor del 5% de todos los
recién nacidos muy prematuros o de muy bajo peso al naci-
miento (<1.500 g) y alrededor del 10% de todos los prematu-
ros extremos o de peso extremadamente bajo al nacimiento
(<1.000 g)? La prematurez es un factor de riesgo firmemente
correlacionado. La edad de aparicién de la ECN varia en re-
lacion inversa con la edad gestacional y al peso al nacer, asf
su incidencia viene a ser de aproximadamente un 10% entre
los recién nacidos de 25 semanas de edad gestacional y de un
0,03% entre los recién nacidos a término®.

Existen diversas clasificaciones para el ECN, la mas acep-
tada mundialmente y que se utiliza es la clasificacion de Bell®.

El cuadro clinico presenta signos gastrointestinales como
distension abdominal (70 — 98%), intolerancia a los alimentos
con aumento del residuo gastrico (>70%), vémitos (>70%), he-
morragia rectal (25-63%), sangre oculta en heces (22 - 59%),

diarrea (4-26%) y cambios sistémicos como inestabilidad de
termorregulacion, apnea, bradicardia® ’. ELl signo radioldgico
patognomanico es el gas intramural (neumatosis intestinal),
que puede ser submucoso o subseroso, la region ileocecal es
la porcién mas precoz y cominmente afectada®. EL neumope-
ritoneo es la Unica indicacion absoluta de cirugia. EL tratamien-
to médico consiste en medidas de soporte, reposo intestinal,
suspender la alimentacién enteral, descompresién gdstrica,
antibidticos sistémicos, asistencia respiratoria, nutricién pa-
renteral y correccion de las alteraciones hematoldgicas y/o
electroliticas que pudieran estar presentes®.

|
Presentacion de casos

Casol

Paciente recién nacida de sexo femenino. Madre de 29
afios de edad, multigesta, tipo sanguineo O Rh positivo, con
diagndstico de Preclamsia. Se realizé cesarea a las 32,6 sema-
nas (prematuro moderado). Se realizé maduracion pulmonar
con corticoides antes del nacimiento. APGAR al nacimiento
fue de 8 al minuto y de 9 a los 5 minutos de vida. Se realizd una
reanimacion superficial. Pesd al nacimiento 1350 g (peso muy
bajo < 1500 g). En la primera hora de vida presento dificul-
tad respiratoria e hipoglicemia, por lo que se inicia asistencia
respiratoria con CPAP de burbuja, se coloca via umbilical, se
inicia liquidos intravenosos. A las 24 horas de vida se colo-
ca oxigeno por canula nasal, se canaliza via central y se inicia
alimentacién por sonda oro gastrica con calostro 5 cc cada 6
horas. El grupo sanguineo del recién nacido es B Rh positivo.
El cuarto dia se inicia nutricién parenteral total (NPT) y se au-

Servicio de Neonatologia. Hospital del IEES Ibarra. Ecuador.
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menta la dosis de alimentacion oral a 7 ml. Neonato presenta
ictericia zona de Kramer 2 se coloca a fototerapia con lo que
las bilirrubinas alcanzan valores normales.

El sexto dia el paciente presenta distencion abdominal,
dibuja asas intestinales por lo que se decide suspender la ali-
mentacion enteral por 24 horas, deposicién y diuresis norma-
les. Se reinicia alimentacion normal, el décimo dia se llega a
10 ml de leche materna por sonda orogastrica, pero al duo-
décimo dia el recién nacido presenta nuevamente distencién
abdominal, deposicién abundante y deja residuo gastrico de 10
ml por dos ocasiones en la sonda orogastrica, se decide sus-
pender la alimentacidn, se realizan exdamenes, con resultados
de: Leucocitos 9.24/ml, Hemoglobina 16,6g/dl, Hematocrito
491%, Plaguetas 193/mm? PCR de 4,69, sangre oculta en
heces positivo, coproldgico flora bacteriana aumentada, con-
sistencia liquida. Se decide iniciar antibidtico inmediatamente
vancomicina intravenosa 10mg/kg/dosis por 7 dias y se realizd
una radiografia de abdomen la que muestra edema interasas y
aumento del gas intestinal, lo que confirma el diagnostico de
enterocolitis necrotizante (Figura 1).

Paciente evoluciond de forma favorable, no volvié a pre-
sentar distencion abdominal, exdmenes posteriores normales,
se reinicia alimentacion enteral por la sonda oro gastrica, el
dia 20 de hospitalizacién se descontinuo NPT y se continua con
alimentacion enteral por via oral por succién, con buena ga-
nancia de peso, ademas se inicia plan canguro. A los 30 dias de
vida se le da el alta a paciente en condiciones estables y con un
peso de 1575 gramos, con una ganancia de 200 gramos desde
el nacimiento. Los diagndsticos de egreso de la hospitalizacién
fueron: recién nacido pretermino moderado, peso muy bajo al
nacimiento, dificultad respiratoria, enterocolitis necrotizante
no perforada e incompatibilidad ABO.
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Figura 1. Caso 1 Radiografia de abdomen simple anteroposte-
rior, se observa dilatacion de asas intestinales, edema de pared
intestinal.

Caso 2

Paciente que nace 4 dias después del primer caso, recién
nacida de sexo femenino. Madre de 34 afios de edad, multiges-
ta, tipo sanguineo A Rh positivo, el embarazo curso de manera
normal, ruptura prematura de membranas 15 horas antes del
parto. Se realizé maduracion pulmonar con corticoides y se dio
antibioticoterapia a la madre. Se realizé parto cefalovaginal
a las 30 semanas de edad gestacional (prematuro extremo).
APGAR de 8 al minuto y de 9 a los 5 minutos de vida. Pesé
al nacimiento 1740 g (peso bajo < 2000 g). En la primera hora
presentd signos de dificultad respiratoria, por lo que se inicia
asistencia respiratoria con CPAP de burbuja, liquidos intrave-
nosos y antibidtico terapia (ampicilina 100mg/kg/dosis y ami-
kacina 15 mg /kg/dia). El grupo sanguineo del recién nacido es
O Rh positiva. Se coloca via umbilical y a las 24 horas de vida
se inicia alimentacién enteral por sonda orogastrica, pero a
las 41 horas de vida paciente presenta distensién abdominal
y dibuja asa intestinal por lo que se suspende alimentacidn. EL
sexto dia se llega a dar 10 ml de leche materna por sonda oro-
gastrica cada 3 tomas y el séptimo dia paciente presenta ap-
nea por una ocasion, deja residuo de 3 ml por sonda orogastri-
cay hace deposiciones liguidas abundantes de mal olor, por lo
que se decide suspender la alimentacion y realizar exdmenes:
leucocitos 10,2/ml, hemoglobina 15,2g/dl, hematocrito 41,7%,
plaguetas 151 /mm?, sangre oculta en heces positivo, coprolo-
gico heces color negruzca, aspecto mucoide, flora bacteriana
disminuida, consistencia liquida, Polomorfonucleares 25%. Se
decide iniciar antibidtico terapia con vancomicina 10mg/kg/do-
sis y se pide una placa de abdomen la cual indica edema inte-
rasas con signos de gas intramural (Figura 2), lo que confirma
el diagnostico de ECN.

Figura 2. Caso 2 Radiografia de abdomen simple anteroposte-
rior, se observa dilatacion de asas intestinales, edema de pared
intestinal.



Paciente evoluciona favorablemente ya no deja residuo
gdstrico, no presento distencion abdominal, deposicién y diu-
resis normales, se inicia con alimentacion por succion ademas
se inicia plan canguro. A los 27 dias de vida se decide el alta
paciente en condiciones estables, con un peso de 1740 gra-
mos, el mismo peso al nacimiento. Los diagndsticos al egreso
hospitalarios son: recién nacido prematuro extremo, peso bajo
al nacimiento, dificultad respiratoria y enterocolitis necrotizan-
te no perforante.

1
Discusion

En la ECN varios grupos han sugerido que para los recién
nacidos, la prematuridad es el Unico factor perinatal que se
relaciona con un mayor riesgo de ECN“ También se conoce
que mientras menor es el peso al nacimiento y la edad ges-
tacional, mayor es la incidencia y la gravedad de esta enfer-
medad. En los recién nacidos preterminos < 33 semanas de
edad gestacional, la ECN aparece en un promedio de 7 dias
(inicio temprano) en recién nacidos mas maduros y se retrasa
32 dias (inicio tardio) en recién nacidos prematuros con edad
gestacional mas inferior y con peso extremadamente bajo al
nacimiento (< 1000 gr), lo que indica que la etiopatogenia es
distinta en ambos grupos y se necesitan mas estudios para
comprender la etiologia de esta enfermedad* '°. En el primer
caso el recién nacido pretermino de 32 semanas con peso de
1350 g los sintomas aparecen al décimo dia y en el segundo
caso el recién nacido pretermino de 30 semanas con peso de
1740 g semanas los sintomas vy el diagnostico se realizaron al
séptimo dia de vida, concordando con la bibliografia.

Otro punto a tratar es la alimentacién tréfica o alimen-
tacién enteral minima que se ha visto como un factor de
prevencion de la ECN. Un meta analisis sobre el efecto de la
alimentacién enteral minima en la incidencia de enterocolitis
necrosante no mostro diferencia significativa con los nifios que
no la recibieron. Estudios que comparan el inicio temprano de
la via enteral entre (2 y 4 dias) con el inicio tardio (entre 5y
10 dias) no encontraron diferencias en cuanto a la aparicion
de enterocolitis necrosaste'' y la administracién de pequefas
cantidades (de 5 a 20 ml/kg/dia) desde el primer dia ha de-
mostrado que no incrementa el riesgo de enterocolitis'? 2, En
los casos expuestos se inicid alimentacion enteral a las 24 ho-
ras de vida con leche materna, en pequefias cantidades 4 mly
aungue los estudios demuestran que el aumento progresivo de
cantidad de leche materna es seguro, en los dos casos clinicos
la enterocolitis necrotizante se inicid justo después de aumen-
tar la dosis de leche materna.

Cabe recalcar que en el primer caso la madre del recién
nacido tuvo diagndstico de preclamsia y en el segundo caso un
diagndstico de ruptura prematura de membranas. En dos es-
tudios de cohorte, encontraron a la preclamsia como un factor
de riesgo y estadisticamente significativo para ECN* y en una
revision sistematica se mostré a la enfermedad hipertensiva
del embarazo como un factor de riesgo para ECN2,

En la presentacion clinica de los casos, se detectaron
sintomas como distensién abdominal, residuo gastrico, san-
gre oculta en heces, apneas y los hallazgos radioldgicos en
abdomen fueron neumatosis intestinal. La descripcién clinica
y radioldgica de los dos casos clinicos expuestos clasifica la
Enterocolitis Necrotizante en estadio Il A (ECN Leve)®.

El prondstico ha mejorado significativamente gracias al
tratamiento agresivo inicial y a la mejor eleccién del momen-
to de la intervencidn quirdrgica. En alrededor del 70% de los
casos, el tratamiento no es quirdrgico. EL curso inicial del tra-

Enterocolitis necrotizante. presentacién de dos casos clinicos.
Necrotizing enterocolitis. presentation of two clinical cases.

tamiento en estadio de ECN |, Il 0 ante la sospecha de ECN hay
que interrumpir inmediatamente la alimentacion y descompri-
mir el intestino con una sonda nasogdstrica e iniciar antibidti-
cos de amplio espectro durante 7 a 14 dias con un promedio
de 10 dias®.

No hay pruebas suficientes para recomendar un régi-
men antibidtico particular para el tratamiento de ECN', Los
regimenes de antibioticos potencialmente Utiles para el tra-
tamiento médico de ECN incluyen ampicilina, gentamicina y
metronidazol; ampicilina, cefotaxima y metronidazol; o con
vancomicina se utiliza en lugar de ampicilina en sospecha de
Staphylococcus Aureus resistente a la meticilina, infeccién por
enterococos resistentes a la ampicilina y especies de estrep-
tococos®®. El régimen con vancomicina se ha usado en el 59%
de los pacientes con ECNY. Se debe considerar una cobertura
mas amplia (vancomicina y cefotaxima) en los prematuros (<
2.200g) sobretodo cuando no se observa respuesta a los regi-
menes estandar'®. Como algunos brotes de enterocolitis ne-
crotizante pueden tener una causa infecciosa, se recomienda
aislar a los lactantes con enterocolitis, en los casos expuestos
ambos fueron ubicados en una habitacién de aislamiento®®.

Ennuestra unidad en los casos indicados después de tener
la sospecha clinica y los datos de laboratorio, se inicid inmedia-
tamente un antibidtico agresivo con la vancomicina, ya que es
de suma importancia un tratamiento médico precoz para evi-
tar complicaciones e incluso la muerte, dada la mala evolucion
de la enfermedad cuando esta en estadios mas avanzados y la
falta de opciones quirlrgicas en muchos hospitales del pais.
Como conclusidn el paciente con ECN, dependiendo de su es-
tadio inicial y de su evolucidn cinico-radioldgica, puede requerir
diversos manejos, lo cual resalta la importancia de evaluar pe-
riodicamente la condicion clinica de los pacientes sobre todo
pre términos extremos (< 32 semanas de gestacion).
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Resumen: El condiloma acuminado prevalece en la poblacion mundial elevando su incidencia en los Ultimos afios; afectando
sobre todo a la poblacién sexualmente activa. Representa sin dudas un gran problema médico y psicoldgico a quienes lo
padecen. Su incidencia se ha incrementado en los Ultimos afos en paises del primer mundo y en paises en vias de desarrollo.
Se realizd una revisién bibliografica exhaustiva y actualizada acerca de esta entidad, enfatizando en la importancia de la
prevencion, terapéutica y posibles complicaciones a largo plazo. La infeccion por el Virus del Papiloma Humano es una de la ITS
con mayor prevalencia aun a pesar de no conocerse con exactitud debido al sub-registro epidemioldgico existente. A través del
tiempo se han desarrollado una diversidad de tratamientos que van desde el quirtirgico hasta terapias mas recientes como los
inmunomoduladores y la terapia fotodindmica.

Palabras clave: condiloma acuminado, epidemiologia, factores de riesgo, transmision.

Abstract: Condyloma acuminata prevails in the world population increasing its incidence in recent years; particularly affecting
the sexually active population. Undoubtedly represents a great medical and psychological problem for those who suffer.
Its incidence has increased in recent years in first world countries and in developing countries. An exhaustive and updated
bibliographic review was done about this entity, emphasizing the importance of prevention, therapeutics and possible long-term
complications. Human papillomavirus (HPV) infection is one of the most prevalent STls even though it is not known precisely
because of the existing epidemiological underreporting. Over time, a variety of treatments have been developed ranging from

surgical to more recent therapies such as immunomodulators and photodynamic therapy.

Key words: condyloma acuminata, epidemiology, risk factors, transmission.

|
Introduccion

Las Infecciones de Transmision Sexual (ITS) comprenden
todas aquellas infecciones en las que la transmision sexual
tiene importancia epidemioldgica y constituyen en la actuali-
dad el grupo de infecciones mas frecuentes en muchos paises
del mundo, sus complicaciones incluyen efectos tan graves
como cancer, demencia y muerte®2La infeccion por el Virus
Papiloma Humano (VPH) representa en estos tiempos una de
las principales ITS, y es reconocida como la mas frecuente en
el mundo, su prevalencia puede alcanzar hasta un 60 por cien-
to en las personas sexualmente activas®“.

La condilomatosis genital o verruga genital externa (VGE)
es una ITS altamente contagiosa, causada por el VPH. Este vi-
rus infecta el epitelio basal a través de micro traumas de la
piel/ mucosa ano-genital y mucosa oral®>®. Los VPH pertenecen
a la familia Papovavirus, la cual contiene dos géneros de virus
oncogénicos a DNA: Papilomavirus y Poliomavirus. EL nombre
de la familia deriva de sus primeros tres primeros miembros
(Papilloma, Polyoma, y Simian Vacuolating Agent (SV40 - un
miembro del genus Poliomavirus). Es un virus de doble cadena
que codifica 8 genes®. L1y L2 codifican las proteinas estructu-
rales que forman la capside y E6 y E7 codifican oncoproteinas
que actuan interfiriendo la actividad normal de los genes p53
(impidiendo la apoptosis) y pRB (deteniendo el ciclo celular),
respectivamente. (Figura 1). La expresion combinada de estas
proteinas facilita la inestabilidad gendmica y cromosémica. EL
ultimo paso en la carcinogénesis es la integracion del ADN viri-
co en el genoma celular. Existe una gran cantidad de diferentes
genotipos del VPH, hasta la fecha se han identificado mas de
180. Los mas importantes son aquellos identificados con los

numeros 16 y 18, debido a su reconocido potencial oncogénico,
mientras que los genotipos identificados como 6 y 11 y que
poseen un bajo riesgo oncogénico, son los responsables de las
verrugas anogenitales, tanto en mujeres como en hombres?® €.

Otros genotipos estan relacionados con la aparicion de
verrugas en otros sitios anatémicos, tales como la planta y
palma de pies y manos, dorso de las manos, cara y mucosas.

A pesar de que las VGE son una de las ITS mas frecuen-
tes’ 8 su epidemiologia no estd bien caracterizada. En la pobla-
cion general la incidencia anual de cualquier VGE (incluyendo
nuevas y recurrentes) varfa desde 160 en Espafia® a 289 en el
Reino Unido por 100.000 habitantes, con una media de 194,5
por 100.000 habitantes®®.

La distribucién regional de nuevos casos de VGE por
100.000 habitantes es la siguiente: 101 a 205 en Norteamé-
rica® 10 118 a 170 en Europa' y 204 en Asia'*.En relacion a la
prevalencia, el rango se situa entre 0,13% y 0,16% en estu-
dios utilizando la poblacién general femenina como denomi-
nador®*?, Los datos epidemioldgicos confirman que el pico de
incidencia en hombres y mujeres jovenes corresponde al pico
de edad de adquisicién de nuevas parejas sexuales®®, sin em-
bargo, algunos porcentajes de incidencia deben ser interpre-
tados con cautela debido a variaciones en la metodologia en
cuanto a rangos de edad de las poblaciones. Wellings y cols.?,
reportaron una incidencia de 149 por 100.000 habitantes en
mujeres con edades comprendidas entre 14 a 65 afios de edad
comparados con 99 por 100.000 habitantes para la poblacion
general femenina'“.

En Venezuela, Avila y cols.’®, analizaron 90 muestras de

tEspecialista en primer Grado en Medicina General Integral y Dermatologia. Diplomado en Hematodermias. Profesor Asistente. Investigador Agregado. Instituto
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Figura 1. Diagrama del genoma del HPV. E: genes tempranos
(early), L: genes tardios (late). URR: regidn regulatoria. De Xmort
- en:wiki, CC BY-SA 4.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.
php?curid=9065463

lesiones del drea genital de 40 hombres y 50 mujeres, suges-
tivas de infeccion por el VPH. El analisis histopatoldgico de las
biopsias mostro, que, de los 90 pacientes, 72 (80%) correspon-
dieron a condilomas acuminados, 29 en hombres y 43 en mu-
jeres. El resto de las muestras analizadas (20%) presentaron
otras patologias, sin embargo, ellos no aportan datos epide-
mioldgicos de Venezuela en este estudio'® Y.

En los EEUU cada afio son diagnosticados entre 500 000 y
1 millén de nuevos casos clinicos de condilomas, Lo cual repre-
senta el 1 % de la poblacion sexualmente activa®. En el 2015
alrededor de 80 000 nuevos casos de verrugas ano genitales
fueron diagnosticados en las clinicas de medicina genitourina-
ria en el Reino Unido®.

En Cuba se aprecia un incremento en el afio 2000 con un
discreto descenso en el 2010, estudios recientes arrojan da-
tos de incidencia del PHV del 3,2 % y otros de hasta el 8 %'°.
Durante la gestacién aumenta la incidencia con una variacién
entre 11,6 % a 51,7 % segun diferentes autores, quizds por el
aumento del diagndstico de la entidad efectuado durante los
controles habituales de la etapa prenatal'’.

Todos los estudios revisados hacen el comentario que se
podria estar ante la presencia de un sub-registro, tomando en
cuenta que los datos disponibles son limitados debido a que la
VGE, a diferencia de otras ITS, no tienen un obligatorio reporte
a las autoridades sanitarias® %,

Los papilomas pueden ser subdivididos en tres categorias:
bajo riesgo, riesgo intermedio y alto riesgo en base a la rela-
cion con el origen de las displasias intra epiteliales™ y guardan
ademas relacion con el cancer en otras localizaciones del or-
ganismo sobre todo oro faringeo y ano genital (vulva, vagina,
ano y pene)'.

ELHPV tipo 6 y 11 raramente se vincula al céncer cervical
por lo que se consideran de bajo riesgo. La infeccidn por este
genotipo es responsable del 90 % de los casos con verrugas
genitales'.

En contraste los serotipos 16 y 18 estan fuertemente aso-
ciados a la displasia cervical y por lo tanto son considerados
de alto riesgo (oncogénicos). Se ha evidenciado la presencia
de este genotipo en el 70 % de los carcinomas escamosos del
cuello uterino™,

Los serotipos 31, 33, 45, 51, 52, 56, 58, y 59 han sido
considerados de riesgo intermedio pues, aungue se encuen-
tran asociados a las neoplasias de tipo escamoso raramente

se vinculan al carcinoma epidermoide de cuello uterino*. Las
pacientes con condiloma acuminado pueden ser infectadas si-
multdneamente por multiples serotipos de VPH, por lo que la
aparicion de verrugas ano genitales en la mujer embarazada ,
pueden ser para el ginecobstetra un signo de alerta en la bus-
queda activa de los serotipos de alto riesgo una vez terminado
el periodo puerperal y considerar a estas pacientes dentro del
grupo de riesgo a padecer cancer cervicouterino es prudente;
por lo que la vigilancia en las mismas deberia incrementarse al
concluir este periodo. Las apariciones de los condilomas acu-
minados durante el embarazo pueden ser comparados con la
punta del iceberg en la infeccion por VPH!20,

Segun la International Council on The Taxonomy of Viru-
ses clasifica los genotipos 6 y 11 dentro del género Alfa-Papi-
llomavirus y estan implicados ademas en la produccion de los
condilomas acuminados y papilomas del cuello uterino y de la
laringe?.

En Ecuador, en donde seguin datos del afio 2015 del Insti-
tuto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) cada afio se pre-
sentan alrededor de 1200 nuevos casos del Virus del Papiloma
Humano y 300 muertes por céncer cérvido uterino siendo el
décimo pais con mayor incidencia en Latinoamérica®.

Segun el Ministerio de Salud Publica (MSP) sobre la pre-
valencia y genotificacién de VPH siendo del 6,3%, se han rea-
lizado estudios aislados en la ciudad de Quito y en Cuenca; en
los cuales se determind por histopatologia una prevalencia de
un 78.26% y mediante colposcopia e histopatologia se deter-
minod una incidencia del 85.1% y en la ciudad de Cuenca fue
del 55.7 % .En Ibarra la incidencia se ha incrementado en los
ultimos 5 afos, sin embargo no se cuantifica con claridad el
total de casos por el subregistro existente?.

|
Desarrollo

Entre los factores de riesgo de las verrugas genitales se
incluyen las parejas sexuales multiples, la frecuencia de las
relaciones sexuales, parejas de desconocidos, mal uso del
preservativo, infeccidn por otras ITS, el tener un companero
sexual con verrugas genitales externas, a su vez, el nimero
de verrugas genitales externas del compafero sexual, el ini-
cio temprano de la actividad sexual y el pais de origen, porque
se considera que en los paises mas pobres la prevalencia es
mayor. En nifios, aunque el virus puede transmitirse no sexual-
mente, la presencia de condiloma acuminado deberfa desper-
tar sospechas de abuso sexual?.

Manifestaciones clinicas

Como el nombre sugiere, estas verrugas afectan a los
tejidos humedos de la zona genital. Las verrugas son gene-
ralmente de color carne gris y pueden ser elevadas o planas.
Varian en tamafo desde muy pequefio (Figura 2) hasta las
agrupaciones grandes que se detectan a simple vista, con as-
pecto de coliflor. (Figura 3)

En las mujeres, las verrugas genitales pueden crecer en
la vulva, las paredes de la vagina, el drea entre los genitales
externos y el ano, y el cuello del dtero. En los hombres, pueden
ocurrir en la punta o el tallo del pene, el escroto o el ano. Las
verrugas genitales también pueden desarrollarse en la boca o
garganta de una persona que haya tenido contacto sexual oral
con una persona infectada.

Los signos y sintomas de las verrugas genitales son: pe-
quefas protuberancias de color carne o gris en el drea genital,
varias verrugas juntas que tomar en forma de coliflor, picazdn
0 molestias en el drea genital, sangrado durante las relaciones



Figura 2. Presentacion clasica del condiloma acuminado. A la iz-
quierda en la zona pubica en el hombre y a la derecha en la mujer.

sexuales. A menudo, las verrugas genitales pueden ser tan pe-
quefas y planas, que no pueden ser vistas con el ojo. A veces,
sin embargo, las verrugas genitales pueden multiplicarse en
grandes grupos'’ 1922,

El diagndstico de la VGE es logrado principalmente por la
inspeccion visual. Una biopsia es necesaria solo en los siguien-
tes casos: paciente inmunocomprometido, diagndstico incier-
to, crecimiento repentino de la lesion o lesiones, y lesiones pig-
mentadas, induradas, ulceradas o sangrantes. La prueba del
acido acético tiene valor predictivo positivo bajo, y las nuevas
guias del Centers for Disease Control and Prevention (CDC) no
recomiendan este test para el diagndstico?.

EL VPH es transmitido a través del contacto genital, usual-
mente durante el coito genital y/o anal, pero también puede
ser transmitido a través del sexa oral. Muchas, sino la mayoria
de las personas infectadas desconocen esta condicion, y de
esa manera, la infeccion puede ser transmitida a la pareja se-
xual. Una complicacion adicional a esta infeccion es el largo
periodo de incubacién desde que ocurre la infeccidn hasta que
aparecen los sintomas, lo cual puede estar en el rango de 2
semanas a 8 meses?.

El impacto psicosocial de la VGE es considerable. Puede
incluir rabia, depresion y verglienza. Muchas pacientes sien-
ten miedo de ser estigmatizadas al ser esta una ITS, y esto
frecuentemente tiene un impacto negativo en su relacion de
pareja y disfrute de la actividad sexual. Puede haber dispareu-
nia y miedo de transmitir la enfermedad a la pareja, asi como
también miedo de la posibilidad de que la infeccidon por VPH
progrese a cancer®.

|
Diagndstico diferencial

Ademas de diferentes patologias como condilomas planos
de la sifilis y fibroepiteliomas, el principal diagnostico diferen-
cial en hombres son las papulas perladas peneanas, una con-
dicion fisioldgica que se observa en adolescentes y consiste en
hileras de papulas no coalescentes de 1 a 2 mm de diametro,
que aparecen alrededor del glande. La superficie es lisa y no
presentan el patrén vascular de las VGE. En las mujeres de-
ben diferenciarse también de micropapilomatosis labialis, otra
condicién fisioldgica que se caracteriza por sobreelevaciones
no coalescentes en la superficie interna de los labios menores
y vestibulo. Las glandulas sebaceas del prepucio y vulva pue-
den verse en individuos normales como lesiones multiples, de
color gris amarillento en la cara interna del prepucio y labios
menores?> %,

Condiloma acuminado. Situacién actual.
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Figura 3. Laimagen muestra verdaderos tumores en coliflor por
VPH..

Terapéutica

Los tratamientos disponibles para el tratamiento se clasi-
fican por: el mecanismo de accién del farmaco, médico o qui-
rurgico, y tipo de centro médico donde se aplicara la terapia®?°.

La seleccién del plan de tratamiento inicial para cualquier
individuo depende de diversas variables. Es importante consi-
derar para la eleccion del tratamiento de las VGE la morfolo-
gia, el numero de lesiones y la localizacién anatémica. Las ve-
rrugas en superficies himedas o dreas intertriginosas es mas
probable que respondan al tratamiento local. Aquellas que son
pediculadas son faciles de extirpar con una simple escisién en
la interfase de la verruga y la piel sana. Verrugas multiples y
muy queratinizadas requieren con frecuencia terapia ablativa.

En relacién a la paciente el tratamiento dependerd de va-
riables tales como su habilidad para adherirse exitosamente
el tratamiento, bien sea aplicdndolo en el hogar o regresan-
do a visitas adicionales con el médico tratante, el impacto de
los potenciales efectos colaterales, costo en tiempo y dinero,
cobertura por las compafiias de seguros (algunas compafias
aseguradoras asumen la infeccion por VPH como una enfer-
medad preexistente y no cubren su tratamiento). En relacién al
meédico debemos considerar los equipos que posee, y la expe-
riencia que tiene en la administracion del tratamiento?.

La flexibilidad también es una condicion necesaria en el
tratamiento de una paciente quien tiene VGE. Si la terapia
inicial es inefectiva o si la paciente experimenta efectos cola-
terales significativos, la modalidad de tratamiento deberd ser
modificada® %,

Terapias aplicadas por el médico

Podofilina (10-25%). Es un agente antimitético que des-
truye las verrugas induciendo su necrosis. Es uno de los trata-
mientos contra VGE mas antiguos que se conocen. Esta puede
ser aplicada a verrugas Unicas, pero no reduce el riesgo de ab-
sorcion sistémica lo cual puede conllevar a una serie de efec-
tos adversos que incluyen supresion de medula dsea, disfun-
cién hepatocelular, compromiso neuroldgico, alucinaciones,
dolor abdominal agudo, por estas razones algunos autores han
recomendado el abandono de su practica?.

Acido tricloroacetico (80-90%). Es recomendado para el
tratamiento de las verrugas vaginales y anales. Este agente
destruye la verruga por coagulacion de sus proteinas a través
de una induccién quimica. El tratamiento no es especifico por
lo cual puede producir dafio a todo tejido que este en contacto.
Debera ser usada una técnica cuidadosa de aplicacion debido
a que esta solucidn es de viscosidad mas baja comparada con
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el agua y por lo tanto se esparce rapidamente. Una solucién
a este problema es crear una barrera con gel de petrolato o
ungliento de lidocaina con el fin de evitar que el liquido se es-
parza a zonas de tejido sano. Una técnica es utilizar un apli-
cador con punta de algoddn, mojarla con la solucién y aplicar
el agente a la verruga tratando de evitar el tejido sano circun-
dante. Debe asegurarse que toda la solucién se haya secado
completamente antes de que la apaciente se vista. Debido a
que la sensacion de ardor es mas intensa durante el secado,
se puede utilizar un secador de cabello para acelerar este pro-
ceso, siempre y cuando la paciente este de acuerdo con este
enfoque. Por Ultimo, si algo de la solucién se derrama en otros
tejidos, esta puede ser neutralizada con jabdn o bicarbonato
de sodio. El exceso de material aplicado a la verruga puede
ser absorbido con talco, bicarbonato de sodio o jabdn liquido®.

Terapia quirdrgica. Las verrugas perianales cuyo pedun-
culo es delgado pueden ser extirpadas a través de una incisién
tangencial bien sea con tijera o bisturi, separando la base de
la verruga de la capa superior de la dermis de la piel. Esta es
una técnica segura y efectiva?®. La hemostasia es facilmen-
te lograda con presion, nitrato de plata o solucién de Monsel
(subsulfato férrico).

Alternativamente se puede utilizar laser de CO, o elec-
trocauterio (asa de LEEP) para disecar la verruga. Tales tra-
tamientos obviamente requieren de equipo especial y entre-
namiento especializado lo cual incrementa su costo. Después
que el anestésico local es aplicado, la verruga puede ser des-
truida con electrocauterio, pero se debe prestar atencién para
limitar la profundidad de la destruccion para evitar cicatrices
y futuros problemas como vulvodinia o sindromes de hiperes-
tesia®.

La ablacion quirdrgica con laser de CO, es también alta-
mente efectiva pero generalmente se reserva para lesiones
extensas y aquellas que han demostrado ser resistentes a
otras terapias. En tales casos, el procedimiento es realizado
en un quiréfano bajo anestesia regional. Es importante realizar
este procedimiento utilizando un aspirador de humo adecuado
debido a la potencial liberacion de particulas de VPH®.

La crioterapia es una técnica que destruye la verruga por
congelamiento del agua dentro de la mitocondria. La criote-
rapia con nitrégeno liquido es recomendada para las verrugas
vaginales, verrugas localizadas en el meato uretral y verrugas
anales?®.

Con esta terapia de citolisis inducida, la licuefaccion y
destruccién de la verruga puede tomar dias o semanas. La
aplicacién cuidadosa del nitrégeno liquido o una apropiada se-
leccion de criosondas es importante para evitar la destruccion
del tejido sano que rodea a la verruga. Es comun la aparicién
de dolor después de la aplicacion y puede ser reducido con la
aplicacién de un anestésico tdpico local antes de congelar la
verruga. La anestesia inyectada puede ser Util para lesiones
grandes y/o extensas. El tratamiento puede ser repetido cada
1 a2 semanas, dependiendo de la respuesta individual al trata-
miento. EL permitir un tiempo adecuado entre cada aplicacion
de la terapia ayuda a prevenir las cicatrices hipertréficas de la
zona tratada. Para lesiones externas el tratar solo una porcidn
de las lesiones a la vez puede reducir la severidad de los efec-
tos colaterales?® 0,

Terapias aplicadas por el paciente

Podofilox. Al igual que la Podofilina, Podofilox (Cond-
yloxTM) es una droga antimitética que destruye a las verru-
gas induciendo su necrosis. Esta disponible como solucién que
se aplica con los dedos o con un Q-tips. Las aplicaciones se

realizan dos veces al dia por tres dias consecutivos seguido
por cuatro dias sin tratamiento por un total de cuatro ciclos.
Aplican las mismas restricciones a la terapia con Podofilina
tal como no usarla en un volumen que exceda los 0,5 ml/por
dia y limitando el drea a tratar a 10 cm?. El &rea deberd ser
lavada seis a ocho horas después del tratamiento. Puede desa-
rrollarse dolor local moderado o ulceracion local. Su seguridad
durante el embarazo no ha sido comprobada y por lo tanto se
aconseja el uso de un método anticonceptivo efectivo®® 3.
Imiquimod (5%). Es un inmunomodulador que estimula la
produccion local de citoquinas que destruyen las células infec-
tadas por el VPH. La droga se aplica a las verrugas una vez al
dia antes de acostarse en dias alternos para un total de tres
dosis en un periodo de siete dias. El régimen puede ser repe-
tido hasta que las lesiones sean eliminadas, pero por no mas
de 16 semanas. El &rea tratada deberd ser lavada con agua y
jabén después de 6 a 10 horas después de la aplicacion del
medicamento. Debido a que Imiquimod estd mezclado en un
vehiculo basado en petrolato, se deberan evitar los condones
de latex y los diafragmas vaginales durante su uso. Las parejas
deberan esperar hasta que el ungliento sea lavado o deberan
usar condones fabricados con polysopreno o poliuretano®.

Nuevos tratamientos

Imiguimod (3,75%). En el afio 2010, la Food and Drug Ad-
ministration (FDA) aprobo el uso de Imiquimod al 3,75% en
crema para el tratamiento de las VGE®#?, Imiquimod al 3,75%
estd indicado para el tratamiento de las VGE y perianales en
pacientes mayores de 12 afios. Estudios de Fase II, doble cie-
go y estudios controlados con placebo han demostrado que
Imiguimod al 3,75% es significativamente mas efectivo que el
placebo. Adicional a esto, los porcentajes de recurrencia fue-
ron relativamente bajos con un porcentaje de curacién de los
pacientes de mas del 85%, en un protocolo de 12 semanas de
seguimiento®, Imiquimod al 3,75% debera ser aplicado a las
verrugas durante 8 horas y su frecuencia de administracion es
una vez al dia por dos semanas y se repetira este ciclo después
de dos semanas de descanso. Los porcentajes de curacién del
Imiquimod al 3,75% no son tan altos como los de Imiquimod al
5%. Sin embargo, este nuevo producto tiene algunas ventajas
sabre la presentacién al 5% con respecto al cumplimiento del
tratamiento por parte de la paciente. El tratamiento con Imi-
quimod al 3,75% es significativamente menos prolongado, con
una aplicacion diaria para un maximo de 8 semanas de trata-
miento® versus 16 semanas de tratamiento en dias alternos
para el Imiquimod al 5%°%. Adicionalmente, la crema al 3,75%
tiene menos efectos colaterales que el Imiquimod al 5%. Las
principales quejas incluyen prurito, sensacion de ardor o dolor
en la zona de aplicacion®. A diferencia de la crema al 5%, no se
han asociado sintomas sistémicos asociados al uso del Imiqui-
mod al 3,75%, sin embargo, esta presentacién es mas costosa
que su equivalente al 5%.

Sinecatequinas (Polifenon E). Es un extracto estandariza-
do de las hojas del té verde (Camellia sinensis). La epigaloca-
tequina galato es la catequina mas importante e interviene en
multiples vias de sefalizacion celulares, activando la via de las
caspasas. La posologia es de 3 aplicaciones diarias durante un
maximo de 16 semanas. Estudios aleatorizados y controlados
realizados con pacientes de ambos sexos han mostrado tasas
generales de regresion de las lesiones entre el 54-65%, mien-
tras que los pacientes de los grupos placebo obtenian tasas
medias del 35%%" %,

El efecto del farmaco se empieza a observar clinicamente
aproximadamente a partir de la tercera semana de tratamien-



to, y es mas evidente a partir de la cuarta o sexta semana®’.
Los signos y/o sintomas locales son los efectos indeseados
mas frecuentes (80%), sobre todo el eritema y el prurito, y se
manifiestan a partir de la segunda o tercera semana de trata-
miento® %, Pese al alto porcentaje de reacciones, estas son
bien toleradas. La reaccion inflamatoria, indicativa de la acti-
vidad del farmaco, traduce una activacién inmunoldgica local
mediada por citocinas proinflamatorias. Se ha observado que
los individuos que responden tienen una incidencia superior de
reacciones cuténeas locales en comparacién con aquellos que
no responden al tratamiento®.

En definitiva, parece un tratamiento efectivo, seguro y bien
tolerado, ya que son pocos los pacientes que suspenden el tra-
tamiento debido a los efectos indeseados del preparado. Como
contrapartida, es un tratamiento largo que puede prolongar-
se hasta las 16 semanas y que debe aplicarse 3 veces al dia,
lo cual puede afectar al cumplimiento del mismo. La mayaoria
de los estudios aleatorios y controlados excluyen a pacientes
con infeccion por el VIH y trasplantados, hecho que limita los
resultados a individuos inmunocompetentes. Tampoco existen
datos sobre efectividad en las verrugas internas.

Terapia fotodinamica. La terapia fotodinamica (TFD) con
acido 5-aminolevulinico (AAL) es una técnica relativamente
reciente para el tratamiento de las VGE* %!, Se basa en la res-
puesta inmunitaria que se produce tras la destruccion tisular
inducida por una reaccion fototdxica. Se ha observado que el
acido 5-aminolevulinico (ALA) se acumula en mayor cantidad
en las células infectadas por el VPH que en la piel normal ad-
yacente*’. Se ha propuesto como una opcién para aquellas le-
siones rebeldes al tratamiento, o en aquellos casos en los que
existen recurrencias pese a haberse realizado un tratamiento
correcto. También se ha utilizado en el tratamiento de la Neo-
plasia Intraepitelial Cervical y vulvar®.

Se ha demostrado que la TFD sola es mas efectiva com-
parado con el uso de laser de CO2 convencional, siendo la TFD
mas segura, mas efectiva y con porcentajes mas bajos de re-
currencia®®. Los efectos secundarios son locales y se presen-
tan en forma de dolor, ardor y eritema®. Parece que el efecto
terapéutico de la TFD en los condilomas vendria dado por una
rapida activacion de las células dendriticas y de los linfocitos
CD4 en la piel lesionada*. La terapia fotodinamica no es una
cura para todos los casos, puede ser una terapia adicional a
otras terapias destructivas para el tratamiento de la VGE®.

Vacunas profilacticas que actuarian como tratamiento

Actualmente existen en el mercado dos vacunas profilac-
ticas contra el VPH, una es tetravalente (contra los genotipos
16,18, 6 y 11) y la otra es hivalente (genotipos 16 y 18). Estas
vacunas se basan en la administracion de particulas parecidas
al virus (VLP's, por sus siglas en inglés) pero sin material ge-
nético en su interior, constituidas por la fraccién L1 o proteina
estructural del virus obtenida a través de recombinacion ge-
nética. Con esto se logra mimetizar a un verdadero virus, in-
duciendo una respuesta inmune humoral, pero sin sus efectos
patoldgicos?.

Desde que estas vacunas fueron aprobadas para su uso
como profilaxis de la infeccidn por VPH en el afio 2006 se han
reportado casos de remisién de verrugas que habfan sido re-
sistentes a diferentes tratamientos*® #. Hasta la fecha no se
conoce el mecanismo exacto por el cual la vacuna profilactica
pudiese provocar esta respuesta o si tal vez se trata de una
relacion casual por regresiéon espontanea de las lesiones. Po-
drian estar implicadas algunas citocinas locales, con induccién
de células productoras de interferdn o linfocitos CD8 citotdxi-
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cos, pero también es posible que los constituyentes no-VPH de
la vacuna profilactica desempefien algun papel en la desapari-
cién de estas lesiones*.

Vacunas terapéuticas

Desde hace algunos afios se viene explorando la posibi-
lidad de usar tratamientos con vacunas dirigidas contra las
oncoproteinas EG/E7 de los VPH oncogénicos®, pero estarian
dirigidas a las lesiones precancerosas y cancerosas provoca-
das por estos virus oncogénicos, de tal forma que aun faltan
estudios que demuestren su efecto sobre las verrugas. Aun no
hay suficientes estudios clinicos bien disefiados y con suficien-
tes pacientes que puedan avalar estas observaciones* 4"

El a-IFN. Con su efecto antifibrotico viene a enmendar en
no pocas situaciones las consecuencias de la fibrosis provoca-
da por aplicaciones de causticos y tratamientos destructivos
locales. Su accidn antiviral e inmunomoduladora permite ade-
mas intervenir en la génesis del proceso en cuestién o que se
evidencia en los resultados de ensayos clinicos?.

En la década del 90 del pasado siglo se publicaron re-
sultados convincentes de la eficacia del IFN-alfa 2b Hr en el
tratamiento de la condilomatosis genital, estudios recientes
también avalan su uso*®, sin embargo, algunas guias de trata-
miento actuales no lo recomiendan como tratamiento de pri-
mera linea sino cuando fallan tratamientos previos, alegando-
se limitados resultados de eficacia, eventos adversos severos
y limitaciones econémicas*® 49,

Se hace necesario evidenciar también nuestros resultados
de eficacia y seguridad en el uso clinico cotidiano del IFN-alfa
2b Hr cubano (Heberon Alfa R®). Este producto registrado en
Cuba por la autoridad reguladora nacional de medicamentos,
el Centro de control estatal de medicamentos (CECMED), ha
sido estudiado en ensayo clinico de bioequivalencia con el Vi-
raferon® de la Schering-Plough, irlandesa) con resultados de
seguridad, farmacocinética y farmacodinamia similares para
ambas formulaciones®.

Contraindicaciones o precauciones a tener en cuenta para
Su uso:

enfermedad del corazon, fallo cardiaco congestivo,
angina (dolor de pecho);
enfermedad severa del pulmoén como enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC, COPD, por sus siglas en
inglés);
diabetes;
depresion de la médula ésea;
un trastorno de convulsiones; o
una enfermedad de sangramiento o de la coagulacion,
como hemofilia.

Otra variante que se ha usado con poder antiviral lo cons-
tituye el Interferdn alfa-n3. Este por lo general se administra 2
veces por semana por un espacio que puede extenderse hasta
8 semanas. Los efectos secundarios mas frecuentes son fie-
bre, escalofrios, mialgia, dolor de cabeza, fatiga y leucopenia,
aunque puede mantenerse su uso bajo vigilancia médica®. El
interferén puede administrarse, ya sea de forma sistémica o
intralesional, mostrando mayor efectividad cuando se inyec-
ta directamente en las lesiones. Las tasas de recurrencia son
comparables con otras modalidades de tratamiento®.

|
Conclusiones y recomendaciones

La infeccién por el VPH es una de la ITS con mayor pre-
valencia aun a pesar de no conocerse con exactitud debido al
sub-registro epidemioldgico existente. A través del tiempo se
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han desarrollado una diversidad de tratamientos que van des-
de el quirirgico hasta terapias mas recientes como los inmu-
nomoduladores y la terapia fotodindmica. Hemos recorrido un
largo camino en busca de un tratamiento altamente efectivo
para tratar esta patologia, pero ain queda mucho camino por
recorrer y evidentemente la solucion estéd enfocada en trata-
mientos de tipo inmunoldgico que logre frenar el desarrollo de
estas lesiones y su cura permanente.

Recomendaciones y educacion

La educacién y consejeria son aspectos importantes en
el manejo de pacientes con VGE. Debe intentarse cubrir los
siguientes mensajes claves: a) la infeccion genital por HPV es
una infecciodn viral comun en individuos adultos activos sexual-
mente; b) se transmite via sexual, pero los periodos de incu-
bacién son variables y es generalmente dificil determinar la
fuente de infeccidn; c) la evolucion es generalmente benigna y
es comun la recidiva dentro de los primeros meses luego del
tratamiento; d) la posibilidad de transmisién a futuras pare-
jas y la duracion de la infectividad luego del tratamiento son
desconocidas. El uso de preservativos de latex y el didlogo in-
formativo sobre otras ITS deben ser estimulados e intentados
en lo posible. La informacién es fundamental para el manejo
adecuado de los pacientes y debe contener juicios valorativos,
ofreciendo apoyo y enfocdndose en la naturaleza de la enfer-
medad, las expectativas sobre la terapéutica y una perspectiva
equilibrada sobre temas que impliquen la sexualidad.

|
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A review of cellular reprogramming: limitations and recent advances.

Revision sobre la reprogramacion celular: limites y avances recientes.
Domeénica Encalada Barahona', Mateo Flores Naranjo?, Camila Viera Herrerat DOI. 10.21931/RB/ 2018.03.02.12
Abstract: Cellular reprogramming has been around for many years offering opportunities in areas such as regenerative medicine.
New technologies and methods have merged since its origin. However, no method has yet been totally successful. A wide range
of possible applications, from healing small wounds to curing complex illnesses like Alzheimer, is the reason to continue the
exhaustive research in this area. In this review paper, we make a compilation of the most relevant reprogramming technologies.
We go over the initial techniques to the most recent advances, especially highlighting each of their benefits and limits. Finally,
we make a comparison of the current reprogramming technologies in regenerative medicine and remark the importance of
continuing the present investigations.

Keywords: reprogramming, transfection, nanotechnology, regenerative medicine, iPSCs.

Resumen: La reprogramacion celular existe desde hace muchos afios ofreciendo oportunidades en areas como la medicina
regenerativa. Nuevas tecnologias y métodos se han fusionado desde su origen. Sin embargo, ningiin método ha sido totalmente
exitoso hasta la actualidad. Una amplia gama de posibles aplicaciones, desde curar pequefias heridas hasta enfermedades
complejas como el Alzheimer, es la razén para continuar la investigacion exhaustiva en esta area. En este documento de revision,
hacemos una compilacién de las tecnologias de reprogramacién mas relevantes. Repasaremos desde las técnicas iniciales
hasta los avances mas recientes, destacando especialmente cada uno de sus beneficios y limites. Finalmente, hacemos una
comparacion de las tecnologias actuales de reprogramacion en medicina regenerativa y destacamos la importancia de continuar

las investigaciones actuales.

Palabras clave: reprogramacion, transfeccién, nanotecnologia, medicina regenerativa, iPSCs.

|
Introduction

Differentiation was frequently thought as a one-way traffic
in which cells pass from an undifferentiated or progenitor
state to a mature one, without the ability to switch function'.
However, since the discovery of stem cells (SC), scientists
started to look for strategies that could allow them to mimic
SCs' behavior and reverse that dogma. The technique that has
allowed investigators to achieve that change is reprogramming,
an event based on giving plasticity to terminally differentiated
cells. This befalls through transfection, which is the
introduction of foreign nucleic acids into cells to induce
genetic modification?. Somatic cells are transformed into
induced pluripotent stem cells (iPSCs) which, in fact, shown
to be functionally equivalent to stem cells®. Reprogramming
somatic cells directly to iPSCs eliminates the necessity of
using embryonic material and additionally contributes to the
production of patient-specific cells of any type*.

|
Background

The first approach to iPSCs technology was somatic cell
nuclear transfer (SCNT). The basis of this method consists
in the incorporation of the nucleus of a somatic cell to an
enucleated oocyte, generating cloning®. This demonstrated
that even stable differentiated cells can be inverted to their
original state because of the genetic information contained and
that some factors present at oocytes can help reprogramming
somatic cell nuclei®. Nuclear cloning generated doubt about
the epigenetic mechanisms that were transforming somatic

to embryaonic cells, giving the first clues that had to be solved
for the explanation of cellular reprogramming’. However,
nuclear cloning triggered insertional mutations and abnormal
pattern of expression under study due to unsatisfactory
reprogramming?®.

Later, in 2001, Takashi Tada's group integrated the presence
of reprogramming factors of somatic cells in embryonic stem
cells such as integrating vectors, non-integrating vectors®.
This generated another reprogramming technique based
on the combination of somatic cells and embryonic stem
cells®. Epigenetic reprogramming of somatic nuclei was
accomplished and proved in murine hybrids. The development
and results of some experiments were accurate but none gave
full confidence’. With this two first approaches, researchers
got convinced with the idea that a combination of factors is
what drives reprogramming of somatic cells.

Cellular reprogramming research has now focused on
overcoming obstacles, developing and improving new direct
reprogramming techniques. Various methods are being
implemented, each comprising better characteristics but
based on the same principle of working. We consider the most
important and recent are micro RNA, messenger RNA, and
transcription factors (Figure 1).

Micro RNA (miRNA)

miRNAs are part of the trending factors that researchers
have seen as influencers in converting somatic to embryonic
cells. Micro RNA comprises approximately 22 nucleotides of
non-coding RNA that commonly promotes the degradation or
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Figura 1. Principle of working of the most recent methods of cellular reprogramming. We show epithelial cells as example of starting
point, which are then transformed to iPSCs by the insertion of any foreign nucleic acid (miRNA, mRNA or transcription factors). From
there, we can obtain any type of somatic cell be it muscle, nerve, blood or other cell.

inhibit the translation of messenger RNA by binding within it.
Essentially some clusters, specifically miR-209-295 and miR-
302-367 seem to present some evidence of promoting cellular
trans-differentiation and reprogramming into IPSCs and even
replace some transcription factors. These processes were
found to occur by inhibiting enzymes and signing paths'®. Si-
milarly, some other studies have shown that miRNAs play a
crucial role in the regulation of self-regeneration of stem cells
and differentiation.

Transcriptional and post-transcriptional gene regulation
of miR-302-367 with embryonic stem cells (ESCs) tend to
maintain “stemless” over differentiating leading a delay for
early differentiating ESCs. miR-9 and miR-124 mediate cell
trans-differentiation while inducing the conversion of fibro-
blasts into neurons through mesenchymal to epithelial transi-
tion (MET). And most essential, reprogramming somatic cells
into IPSCs and human ESCs, uses these bundles of miRNA. Its
tendency to undergo reversible MET sustains the expression
of pluripotency among these cells by activating OCT4 gene ex-
pression cooperating with Hdac2 suppression showing some
powerful pathways in reprogramming somatic cells into plu-
ripotency! 12,

Messenger RNA (mRNA)

An additional reprogramming tool that many groups of
scientists have been using is mMRNA, having various degrees
of success®®. Messenger RNA is a subtype of RNA that takes
a portion of the DNA code to other parts of the cell for pro-
cessing**. The mRNA-based reprogramming technology is a
non-integrating, non-viral, highly clinically applied. Their po-
tential is due to the reduction of the risk of integration and
mutagenesis in the genome!® 6, One study shows the efficien-
cy of repeated administration of synthetic messenger RNAs.
The modifications made include the incorporation of additional
factors to overcome innate antiviral responses. In addition, the
mRNA reprogramming suggests a titratable dose of expres-
sion of different mRNAs, which provides stoichiometric con-
trol of essential factors during reprogramming?®. This simple,

non-mutagenic, and controllable technology can be applied to
directed differentiation of RNA-iIPSCs (RiPSCs) to terminally
differentiated myogenic cells*.

The application of mRNA gives advantages in compari-
son to orthodox drugs because MRNA does not use biological
structures, avoiding biodegradation and environmental issues
with a high efficacy and fast kinetics'®. However, there are
some limitations such as some transfections needed to induce
iPSCs due to the short half-life of MRNAs!*8, The most recent
report in this field, non-modified mRNA, showed no toxicity
and immune response in the generation of iPSCs*. The origi-
nal paper details the principal steps that have to be followed
to develop this method successfully®.

Transcription factors

Scientists have found that differentiated somatic cells can
be directly transformed into embryonic stem cells by ectopic
co-expression of specific transcription factors'® 1, This epige-
netically resets somatic cells into an early development stage
which then develop to other cell types®. Since this technique
showed up, some transcription factors have been used; cells
from different somatic lineages of a varied group of species.
The potential that has been generated by forced expression in
transcription factors is limited since the majority has not been
able to support the development of animals completely deri-
ved from iPSC*.

Hence, scientists started to use new resources to develop
new methods for reprogramming, replacing transcription fac-
tors. The main reason for the replacement was because the
majority of animals with iPSCs and their progeny increased po-
tentially the incidence of tumors. However, according to new
studies, this constitutes the most promising field for iPSCs'
technology and actually, is the one that has more investigation
made’®. Tremendous innovation has occurred principally in the
method of factor delivery and the type of somatic cells being
reprogrammed?,

Delivery techniques
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The initial delivery method were viral vectors. Their effi-
ciency for cell reprogramming is variable. However, in some
cases, the genome of the viral vector can integrate into the
host genome and influence differentiation. This additiona-
lly activates an oncogene that can cause inflammation and
even become into a cancerous cell’*?. The principal reason
of the development of non-integrating approaches is to make
iPSCs more therapeutically applicable®. A recent investiga-
tion showed the potential of electroporation-based transfec-
tion for delivery of transcription factors. Bulk electroporation
(BEP) elaborates pores under the influence of an electric field,
allowing the entry of transcription factors into the cell and
posterior reprogramming?*%5. There are no much chances for
safe electroporation because the plasticity of the cell is usua-
lly affected?’.

After BEP failures, scientists started to develop a better
method for the transfer of transcription factors. Researchers
at Ohio State University Wexner Medical Center created the
most recent technology, one that can reprogram cells with no
damage, known as Tissue Nano transfection (TNT)%. Its pro-
cess is based on the direct cytosolic delivery of reprogram-
ming factors into cells’ outer membranes through temporary
channels?. They use a chip which is loaded with the required
reprogramming factors and placed on the skin. A highly inten-
se and focused electric field is applied, and the canals beco-
me opened?’. Then, they inject the desired genes, those reach
the chosen somatic cells by vesicle transport and transform
them?. The technique has been successfully proved in two in
vivo experiments. The first transformed adult skin cells into
vascular cells and the other reprogrammed fibroblasts into
induced neurons?" %,

|
Conclusions

From the beginning of the discovery of reprogramming,
there has been a vast advance which reflects the magnitude
and the importance of the possible future results. There is still
a lot of work to be done to understand the principles by which
reprogramming happens in somatic cells but definitely, this
technique is worth to continue with investigations. Right now,
the technique that is being investigated the most is the one that
uses transcription factors for reprogramming, however, there
is also a recent (2016) research with non-synthetic mRNA that
shows potential for its capacity of transforming somatic cells
to an embryonic state and miRNA also showed to be powerful.

About the models of delivery, the more accurate process
until now is tissue nanotransfection (TNT). It is the safer,
inexpensive, more flexible, fast an antiviral. Possess a simple
way for reprogramming, avoiding large laboratory processes
and allowing the generation of any cell type and recovery of
injured tissue, using the patients’ own cells. Combination of
this procedure with any of the factors used for reprogramming
provides a promising future for this field.

|
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Schizophrenia related genes and its molecular treatments: systematic re-

view and analysis.

Los genes relacionados con la esquizofrenia y sus tratamientos moleculares: revisidn siste-
matica y analisis.
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Abstract: Schizophrenia is a mental disorder characterized by strong psychotic episodes of hallucinations and delusions, which
affects, according to statistics, 1% of the world population. Although its pathogenesis remains unknown, multiple investigations
suggest that several associations of chromosomal locus are responsible in the neurodevelopment of the disorder. This polygenic
theory, shared by diseases such as cancer and diabetes, can also be influenced by environmental and epigenetic factors. Despite
the existence of antipsychotic drugs that partially control the disease, these in many cases suppose counterproductive and
ineffective effects. That is why a new research line on epigenetic factors and chromosomal associations, linked to the disorder
origin, could lead to new pharmacological treatments that represent a real breakthrough.

Keywords: schizophrenia, candidate's genes, locus, dopamine, drugs, neurodevelopment, models.

Resumen: La esquizofrenia es un trastorno mental caracterizado por sus fuertes episodios psicéticos de alucinaciones y delirios,
el cual afecta, seguin las estadisticas, al 1% de la poblacion mundial. Aunque su patogénesis sigue siendo desconocida, multiples
investigaciones apuntan que varias asociaciones de locis cromosomales tienen relevancia en el neurodesarrollo del desorden. Esta
teorfa poligénica, la cual comparten enfermedades como el cancer y la diabetes, también puede estar influenciada por factores
ambientales y epigenéticos. A pesar de la existencia de farmacos antipsicéticos que controlan la enfermedad parcialmente, estos
suponen en numerosos casos efectos contraproducentes y poco eficaces. Es por ello que una nueva linea investigativa sobre
factores epigenéticos y asociaciones cromosomales, ligados a su origen, podrian conducir a nuevos tratamientos farmacoldgicos

que supongan un verdadero avance.

Palabras clave: esquizofrenia, genes candidatos, locus, dopamina, farmacos, neurodesarrollo, modelos.

|
Introduction

Schizophreniais considered a mental disorder that severely
disrupts behavior, creating classic psychotic episodes of strong
hallucinations and delusions®?. This disorder involves several
neuromorphological and neurochemical abnormalities®.
Among its symptoms, we can find the reduction of emotions,
the disorganization of thought, the generation of language
deficit, a several motivation decrease and the decrease on
cognitive function® %.Schizophrenia is classified as the disease
with the highest degree of chronic disability. Statistics show
that at least 1% of the world population suffers schizophrenia®s.
and that the hereditary factor of the disorder is between 80-
85%p°. Due to its high heritability index, its strong social impact
and its devastating consequences, it has been named as one of
the worst diseases affecting humanity"”. It is also proven that
it is one of the diseases whose treatment is one of the most
expensive in the world? .

Although there is not enough evidence about the causes
that originate schizophrenia, its pathogenesis is considered
as a set of neurochemical factors associated with a cerebral
malformation, possibly due to viral infections during pregnancy
or obstetric complicationst €. In recent decades much emphasis
has been placed on this idea, and it is believed that the origin
of schizophrenia is a consequence of possible neuronal
alterations during the development of the central nervous
system (CNS)". These alterations, even if they can be inherited
or associated with the genetic load, also can be induced by

environmental or epigenetic factors’.

Thanks to advances in the study of genomics and the latest
therapeutic tools developed in molecular biology, it is possible
to perform analyzes in the genome of a population affected
with this disease, and thus determine the genes involved in
the formation of the disease!®. Through investigations into
the genetic material, it has been possible to deepen into the
study of candidate genes or genes involved in the genomic
alterations of people suffering from schizophrenic disorder™. In
this way, several chromosomal sectors have been selected, as
well as small loci in certain chromosomes that may be related
to the pathology™®.

The purpose of the present article is to analyze multiple
works and investigations about the different genes involved in
the malformation of the CNS. Also, to explain the interaction
of these genes with the disease and discuss the repercussion
of alterations in the genome by epigenetic and environmental
factors. Another objective of the article is to present the
current molecular mechanisms that rule schizophrenia.
We'll discuss the main actual molecular treatments applied
to schizophrenia, make a comparison between the different
techniques and present them according to their performance
and efficiency. And finally, the effects of cannabis use on
schizophrenia will be introduced and discussed.
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Genetics of Schizophrenia

Recent genetic studies on the etiology of schizophrenia
have been based on subjects such as the inheritance shared
by consanguineous, the localization of possible chromosome
groups responsible for the pathology and hypothetical genetic
mechanisms which participate in the formation of the disorder,
among others. Consequently, several models of transmission
and genetic origin have been proposed for the disease'>. Among
these we have:

Monogenic model: Which shows that all types of schi-
zophrenia share the same gene but with a different level of
penetration. The fact that only between 30% and 35% of the
offspring of schizophrenic patients develop the pathology dis-
credits this model.

Heterogenetic Model: It defines schizophrenia as a set of
pathologies, associated with a greater locus, which are trans-
mitted by inheritance, either dominant, recessive or linked

to the X chromosome. However, there is insufficient data or
analysis in favour of this hypothesis.

Polygenic Model: It maintains that schizophrenia comes
from the combination of multiple defective genes, with several
interactions with the environment. This model proposes that
the risk of developing schizophrenia is linked to a continuous
distribution trait. This would explain why there are subclinical
expressions in twins and other relatives of schizophrenic pa-
tients®.

In other studies, have been developed meta-analysis of
the significance that has the inheritance for the development
of this disorder, showing a rate of 80 to 85%". In the same
way they have calculated that the weight of the environmental
factors is almost 11%. In relation to these studies, it has noted
the existence of multiple chromosomal abnormalities; althou-
gh it has not been possible to find a candidate gene of high
reliability, several chromosome loci (as shown in Fig. 1) have
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been proposed that present susceptibility to the disease that
include 1g21-22, 1932-43, 6p24, 8p21, 10pl4, 13932, 18pll
and 22q11-13%.14,

A study on candidate genes, made in the Research Center
of Cellular and Molecular Biology in Costa Rica, established
that the chromosomes that would be linked with the develop-
ment of schizophrenia within the population would be 1, 8, 13,
18 and 22%°. But in view of the fact that none of these can cause
the disease by itself, it has come to be the assumption that
several genes could be combined in different ways in a number
of individuals to generate the disease, and has created a possi-
ble model that integrates environmental factors in relation to
the responsible genes. On the other hand, one of the major in-
vestigations carried out on schizophrenia, where 36989 cases
and 113075 controls were studied and controlled, respectively,
concluded with the finding of at least 128 genomic interactions
between 108 chromosomal loci*. It was also determined that
these associations were more numerous and frequent on chro-
mosome 6718,

Genetic and epidemiologic studies suggest to the polyge-
nic model like a possible answer to the etiology of the schi-
zophrenia, giving as an hypothesis the idea of multiple loci in
the human genetic code, which provide minuscule individual
effects increasing in the aggregation the risk of developing the
disorder of substantial form!®'°, While the study and follow-up
of individual cases provide strong inclinations towards the ac-
ceptance of a multigenic model, the study in families with schi-
zophrenic history shows that like cancer, diabetes or diseases
Cardiovascular, schizophrenia is a multiple genomic distortion
characterized by a group of numerous “small” genetic inputs
for the development of the disease®. Other candidate genes
that are mentioned by the Research Center of Cellular and Mo-
lecular Biology in Costa Rica are?":

NOTCH4: It's a gene located on the chromosomal locus
6p21.3 (Fig. 2), that whose encoded protein participates in the
regulation of all types of tissues and organisms, giving a fate
to cell organizations that receive their signal and those that do
not. Animal studies show that the NOTCH family of proteins
determines cell fate. Therefore, some authors find an associa-
tion between this gene and the risk of schizophrenia?.

Dyshindin or Dystrobrevin-binding Protein-1: It's a neural
tissue protein in which gene is located on chromosome 6p22.3
(Fig. 2). It forms part of the dystrophin complex. Its expression
is given in the presynaptic terminals and participates in signal
transduction. This protein can also decrease glutamate signa-
ling, which links it as a precursor to schizophrenia?.

Neuregulin 1: This cell adhesion molecule (CAM), whose
gene is located on chromosome 8 (Fig. 2), is consider to be
a promoter of neuronal migration and cell differentiation. It is
expressed in glutaminergic synaptic vesicles acting by means
of NMDA receptors on the expression of glutamate and other
neurotransmitter receptors? %2,

Epigenetic studies have shown that environmental chan-
ges and epigenetic modifications in DNA have a fundamental
role in prenatal and postnatal neurodevelopment?. So much
so that the epigenetic regulation during the formation of the
CNS is a crucial point for the possible origin of the disease?.
A recent publication in Nature Neuroscience, after reviewing
around 526 samples of post-mortem brains, asserts that any
significant changes in epigenetic mechanisms during genome
regulation in the stages of brain formation may be crucial to
the onset of schizophrenic disorder. This is why there is a clo-
se relationship between epigenetic intermediaries and factors

that give rise to the disease?..

Molecular mechanisms linked to Schizophrenia

Once the different hypotheses about the etiological part
of schizophrenia are approached and explained from a tota-
lly genetic focus, it's time to introduce the molecular mecha-
nisms associated with the disorder. We must know that there
are several hypotheses linked to the molecular mechanisms
that trigger the symptoms of schizophrenia. The dopaminer-
gic hypothesis is the one that has prevailed during the last de-
cades, being even the most accepted model by the scientific
community. This hypothesis holds that the symptoms of this
disorder are due to an excess of dopamine or a high sensitivity
of this neurotransmitter. Evidence shows that dopamine is one
of the neurotransmitters responsible for the genesis of schi-
zophrenia and also affects other neurotransmission systems.
It is also suggested that the disorder may be closely linked to
a hyperactivation of cerebral dopaminergic pathways. Therefo-
re, it is suggested that schizophrenia is linked to dysregulation
of the dopaminergic factor: 23,

On the other hand, another hypothesis currently accepted
for the community involves the neurotransmitter serotonin as
the main responsible for the disease. Wooley and Shaw (1994)
pioneers of the hypothesis, which states that schizophrenia is
due to a deficiency in seratonergic function in the CNS. In addi-
tion, it describes the trophic role of serotonin in neurodevelo-
pment, its activity in the dopaminergic system and its effects
in the prefrontal cortex through 5HT2A receptors. In fact, it
has been proving that serotonin has an inhibitory effect in the
dopaminergic complex system. So the antipsychotic arresters
of serotonergic factors disinhibit the dopaminergic factors im-
proving the patient's behavior?: %,

Most common treatments against Schizophrenia

RSchizophrenia for some time that is one of the most stu-
died diseases by the human being, therefore many treatments
have been elaborated by doctors and investigators to prevent,
to cure or to attenuate the complications that this disorder en-
tails. These treatments vary according to the phase or severity
of the disease. One of the suggested treatments, based on all
of these studies, is primarily on the use of antipsychotic drugs
(AP). Although this treatment has its limitations and adverse
effects, it is a proven fact that its application can significantly
improve the symptoms of schizophrenia. The selection of the-
se AP’s, in turn, is delimited by certain parameters such as the
antecedents of response to previous treatments, the profile of
adverse effects of the drug, the cost of production and its pos-
sible side effects?" %,

There are two types of antipsychotics used as medication
in schizophrenia: Typical or classic antipsychotics, and atypical
or recent. The first ones are characterized by being competitive
antagonists of the dopaminergic receptors. These are effective
but do not provide optimal treatment, because they produce
many undesirable effects. This is why they are considered to
be of low acceptance by the patients. On the other hand, the
atypical AP focus on the increase of the selectivity antidopa-
minergic or that are antiserotoninergics and at the same time
antidopaminergic. The latter are more effective because they
have less incidence of side effects and little ability to produce
catalepsy. Recent AP, unlike typical AP's that are equipoten-
tial, block strongly induced hyperlocomotion. Of all this, we
can conclude that it is necessary to improve the efficacy of
these drugs or to produce new antipsychotics with a lower pro-
bability of inducing collateral or counterproductive effects?" %,
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The principal antipsychotic that marked a treatment
against schizophrenia was chlorpromazine®. This phenothia-
zine antipsychotic is an antagonist of dopamine D2 receptors
and similars, such as D3 and D5. It blocks the serotonergic
receptors 5-5HT1 and 5-HTP2 in such a way that increases
the neural dopaminergic activity and induces anxiolytic and an-
ti-aggressive effects. Also, it has been proven to attenuate the
extrapyramidal effects. However, as any drug, this AP has ad-
verse effects, which is why many of the patients who are trea-
ted with this AP usually leave treatment because it worsens
their quality of life by producing counterproductive effects like
anemic degeneration, hypotension, sedation, gain of weight
and difficulty in ejaculation. In addition, chlorpromazine blocks
M1 and M2 muscarinic receptors. This arrest of M receptors
leads to adverse side outcome by generation of anticholinergic
effects such as constipation, dry lips, blurred vision and sinus
tachycardia?’.

Several studies carried out in patients with schizophrenia
in China lead us to analyze another drug antipsychotic, rispe-
ridone. This antipsychotic has been used enormously in the
treatment and therapy of schizophrenia and other psychotic
illnesses. This drug is metabolized to 9-Hidroxirisperidona and,
similar to chlorpromazine?, is an antagonist of the dopami-
nergic receptor D25 The response of Risperidone has a great
variahility that depends on the environmental, physiological,
genetic and epigenetic factors. The latter can modulate the ex-
pression of the main genes responsible for the metabolism and
distribution of drugs. There are studies focused on a few can-
didate genes, recently 14 candidate genes have been related
to the treatment of schizophrenia using risperidone. Analyzing
this, risperidone has shown efficacy, but with susceptibility to
epigenetic factors mainly®°.

Various experiments with good results in Brazil lead to
clozapine, an antipsychotic that has proven to be quite effecti-
ve. Its efficacy is due to its action against serotonin receptors
(5-HT2A), dopaminergic (D1, D2, D3, D4), histaminergic, adre-
nergic and cholinergic. In clinical practices, the use of clozapi-
ne in patients with schizophrenia has had a great impact, we
can assert that approximately 50% of individuals who did not
respond satisfactorily to treatment with typical antipsychotics,
did with this drug. But, similar to the antipsychotics mentio-
ned above, it has adverse effects such as hypersalivation, se-
dation, dizziness, headaches, drowsiness, hypotension, among
others®,

Cannabis use and Schizophrenia

Cannabis is one of the illicit drugs most known worldwi-
de. It has been object of study because of its effects on the
nervous system. In fact, evidence suggests that cannabis use
has a linkage with schizophrenia symptoms; however, it is still
unclear whether this is because of the effect of cannabis on
psychosis progress or whether genes that increase cannabis
use are the same that increase psychosis risk. Furthermore, it
is well established that cannabis is used much higher among
people who suffers schizophrenia than in the general popula-
tion®.

During the last decades, cannabis use has increased until
reach the title of being the most used drug around the world
according to the information given by the United Nations Offi-
ce on Drugs and Crime, and as its use increases, psychotic di-
sorders and schizophrenia appearance also increase. Knowing
the healthy aspects from schizophrenia and other psychotic
disorders, the approach of use of cannabis as a cause of schi-
zophrenia has impinged on discussion over the legislation su-

rrounding its use®. Nonetheless, this linkage between the di-
sease and the drug seems to be more complicated to analyze.
Several studies have stated that using cannabis is a risk factor
for psychosis. Ferdinand and collaborators found that the rela-
tion is bidirectional®. Notwithstanding, other experiment failed
when it tried to obtain the same finding® %,

Results from researchers working on the study of the
association between cannabis and schizophrenia show that it
is due to a shared genetic etiology across common variants.
They propose the idea that people who are more likely to in-
gest cannabis are those who are genetically predisposed to
schizophrenia. This idea states that this association, at least a
part of it, presents a causal relationship in the opposite direc-
tion. In addition, if this association is completely right, it would
not rule out the possibility of cannabis being a risk factor for
such disorder. These findings are important to understand
the effects of cannabis in schizophrenia development and to
conclude saying that there is a relation, independently of what
kind of association is®.

|
Discussion

We can say that, despite the great amount of studies
and analysis about the complexity of genetics that presents
the development of schizophrenia, is still unknown how the
implicated molecular mechanisms are. It is considered that
the most acceptable form to analyze the pathogenesis is
with a serie of major and minor contributions from a set of
locus associated with multiple chromosomes. This idea of
multiple genetic contributions conforms the polygenic model,
which seems to be a model that explain the etiology of the
schizophrenic spectrum. Onthe other hand, thereis also enough
evidence to propose the existence of a linkage between the
development of the disease and the ambiental and epigenetic
factors. Other alleged responsibles of the development of the
disease, is the consume of cannabis, which effect in nervous
system play a big role in the etiology of the disorder. Even
though it's not discovered yet the precise relationship between
cannabis and schizophrenia, it is proved that its consumption
means a risk factor for the onset of schizophrenia. Another
important approach that have to be taken into account in the
study of schizophrenia is the behaviour of patient in the society.
This allow to analyze thoroughly the epigenetic factors that
are involved in the development of the disorder and which of
them participates on the genetic heritability.

Finally, there are still a few lines of researching, where
molecular techniques supposed to be a progress against
the illness. In other words, technigues that support directly
the profound study of the chromosomal linkages and obtain
new successful pharmacological treatments from that
analysis. Furthermore, emerging investigations about genetic
mechanisms could reveal new manners of pharmacologic
development, and could even reach the generation of a model
for polygenic diseases treatments. This could suppose a strong
social advancement if we consider that, nowadays, drugs used
such as chlorpromazine, risperidone and clozapine, which
are antagonists of antidopaminergic and antiserotonergic
receptors, have secondary perjudicial and counterproductive
effects for the patients. Principally, the chlorpromazine, which
often presents a setback for the schizophrenia treatment.
Antipsychotics have been of great utility, yet their counter
effects lead us to continue studying the nature of schizophrenia,
its causes and its repercussions.
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|
Conclusions

Due to the large number of chromosomal associations
that this disease presents, it is difficult to find candidate
genes from which to hypothesize that its regulation prevents
the development of the disease or even manages to cure it.
Although it is practically a fact that certain environmental
changes and epigenetics play a very important role in the birth
of the disease, there are still few studies about the influence
and what types of epigenetic mechanisms are responsible
for schizophrenia. It should be noted that even knowing that
genomics has a lot to do with the malformation of the CNS,
which leads to the development of disorder, there are few
investigations applying molecular techniques different from
drugs for its treatment.

There are few AP that perform in instances a serious
regulation on schizophrenic patients, they are still an inefficient
and expensive way of treating the disease. Association between
cannabis use and schizophrenia is not completely determined
yet because there are different results when trying to identify
the type of relation, nevertheless it is a fact that cannabis has
several implications on the development of such disorder.

|
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