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Presentacion

La Revista de la Universidad del Zulia continGa con su misién de difundir
el conocimiento cientifico, de la mano con valiosos investigadores de Venezuela
y de otras naciones, quienes cuentan con este érgano para llevar sus productos
de investigacion a diversos espacios académicos y comunitarios.

Esa fue la noble aspiracion del Dr. Jests Enrique Lossada, destacado
universitario y luchador social, a quien debemos la aparicién de nuestra
primigenia revista zuliana en el afio 1947. Por aquellos dias, la Universidad del
Zulia retornaba a la historia luego de un periodo de penumbras y de olvido
gubernamental, para consustanciarse con un pueblo que padecié por décadas
la ausencia de su Alma Mater. Pero finalmente se cumpli6 aquello que el propio
Lossada resumi6 al referirse a este paso del oscurantismo a la luz: post nubila
phoebus. La Revista de la Universidad del Zulia formé parte de aquellos haces
luminosos que disiparon las sombras que se cernian sobre el Zulia a mediados
del siglo XX, lo cual fue posible gracias al talento, la dedicacién y entrega de
figuras sefieras como el Dr. Jests Enrique Lossada.

En esta oportunidad, la seccién Ciencias Exactas, Naturales y de la
Salud, ofrece seis articulos, con el siguiente orden de aparicién en la presente
ediciéon: Radiaciéon de una carga acelerada en un medio con resistencia, de
David Sierra Porta y Terenzio Soldovieri; Actividad antagénica de un inhibidor
no-Lantibiético de clase Il en Enterococcus faecalis autéctono frente a cepas
relacionadas, a cargo de L. Gonzélez, G. Reyes, J. Rivera, |. Zabala, L. Atencio;
Estabilizacion de emulsiones con mezclas de un surfactante no-iénico y
derivados de lignina sintetizados con asistencia de microondas, de Nacarid
Delgado, Fredy Ysambertt, Eduardo Padilla, Gerson Chéavez, Bélgica Bravo
y Nelson Marquez; Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y CoCl
sobre la produccién de aloina en hojas de plantas de Aloe vera (L.) Burm.
regeneradas in vitro, de Rossyflor Tablante y Angela Matos Acurero; Deteccién
de Aflatoxina M en muestra de leche cruda y pasteurizada en el ganado vacuno
de Mene Mauroa. Regién Occidente de Venezuela, de Zoraida Medina, Gresly
Castro, Astrid Salcedo, Ricardo Alonso Silva y Marynés Montiel; Pesquisaje de
virus dengue y otros agentes infecciosos en donantes de sangre voluntarios.
Resultados preliminares, de Anyelo Durdn, Kevin Sdnchez, Roxana Acosta, Divar
Bohorquez, Enrique Durén, Luis Gallardo, José Luengo y Nereida Valero.



10 Presentacién

De igual manera, en sintonia con el caracter patrimonial de la Revista de
la Universidad del Zulia y su vinculacién con la historia, ofrecemos el trabajo
del Dr. Edixon Ochoa, La ovariotomia y el advenimiento de la cirugia abdominal
en Venezuela, donde se analiza la trascendencia de la labor médico-quirtrgica
del Dr. Francisco Eugenio Bustamente, rector de la Universidad del Zulia a
finales del siglo XIX y precursor de la medicina operatoria en nuestro pafs.

Reyber Parra Contreras

Coordinador
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Radiacién de una carga acelerada en un
medio con resistencia

David Sierra Porta*

Terenzio Soldovieri**

RESUMEN

Se estudia el sistema dinamico consistente de una particula cargada radiante
en una dimension cuya dinamica esta descrita por la ecuacion Lorentz-
Dirac no relativista, sujeta a las siguientes fuerzas: (1) una fuerza
armonica -wx donde w, es la frecuencia angular natural, y (2) una
fuerza de resistencia proporcional a la velocidad -Bdx/dt, donde B es
una constante positiva relacionada con las propiedades del medio en el
que se mueve la particula. Nuestra metodologia consiste en resolver la
ecuacion diferencial en estas condiciones, de tal manera que su dinamica
se determina completamente. A partir de un estudio de estabilidad de
la solucion exacta se determina un rango de valores para w, en los
cuales el sistema es estable, consiguiendo relacion directa con el factor
de amortiguamiento B. Se muestran graficas para la aceleracion de
la particula en funcion del tiempo para distintos valores del factor B,
resultando muy dependiente de este Ultimo y persistiendo el problema
de la pre-aceleracion reportado en la literatura para dicha ecuacion.

PALABRAS CLAVE: ecuacion Lorentz-Dirac, particula cargada, fuerza de
resistencia.

* Centro de Modelado Cientifico (CMC) y Laboratorio de Astronomia y Fisica Tedrica (LAFT).
** Departamento de Fisica, Facultad Experimental de Ciencias, Universidad del Zulia.
Maracaibo 4004. Venezuela. E-mail: dsporta@cmc.org.ve
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Radiation of an accelerated charge in a medium
with resistance

ABSTRACT

The aim of this project is to study the consistent dynamic system of a radiant
charged particle in one dimension, whose dynamic is described by the
Lorentz-Dirac no relativistic equation, subject to the following forces:
(1) an harmonic force -w x where w, is the natural angular frequency,
and (2) a resistance force proportional to the speed -Bdx/dt, where
B is a positive constant related to the properties of the medium in
which the particle moves. Our methodology consists on solving the
differential equation in these conditions, so like that, its dynamic is
completely determined. A range of values for w,was obtained from
a stability study of the exact solution, in which the system is stable,
achieving direct relationship with the damping factor B. Graphics of the
particle acceleration versus time for the different values of the B factor
are shown, being very dependent of the latter and persisting the pre-
acceleration problem reported in literature for said equation.

Keywobs: Lorentz-Dirac equation, charged particle, resistance force.

Introduccién y motivacion

Desde La Ecuacion de Lorentz-Dirac (ELD) es una ecuacion diferencial
no-lineal de tercer orden la cual describe la dinamica de una particula
cargada bajo la influencia de una fuerza externa que puede ser debida a
su propio campo electromagnético. La expresion correcta de la ecuacion
LD para particulas puntuales que autointeractan con sus propios campos
ha sido tema recurrente en la busqueda de una formulacion coherente de
la Electrodinamica Clasica a partir de la formulacion del problema original
(Lorentz, 1909). A pesar de que la ELD esta soportada en solidos basamentos
fisicos (Relatividad Especial y Electrodinamica) esta posee propiedades
matematicas inusuales. De hecho, ya de entrada, la formulacion de la
ecuacion exhibe dificultades tedricas que se han debatido a lo largo de
décadas en la extensa literatura dedicada al tema. Dos particularidades de
la ELD que llaman mucho la atencion son: (1) la presencia de soluciones
con valores crecientes y sin limite (comportamiento fuera de control), es
decir, soluciones en las que la aceleracion de la particula crece al infinito
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en la medida que el tiempo aumenta, y (2) movimientos preacelerados con
antelacion a las fuerzas aplicadas, o en otras palabras, la presencia de una
aceleracion negativa en t=0, lo que indica que la particula antes de sentir
la interaccion del campo electromagnético de fondo ya esta acelerada, una
cuestion que en la electrodinamica clasica es absurdo, puesto que como
sabemos, una particula cargada que entra en un campo electromagnético
se acelera producto de la fuerza de interaccion que proboca el campo
mismo. Estas dos anteriores particularidades, forman parte de una lista de
propiedades no fisicas expuestas por la mencionada ecuacion (Yaghjian,
1992). Una solucion a este problema fue discutida por Yaghjian (Yaghjian,
2006) y fue discutida mas adelante por Rohrlich (Rohrlich, 1997) y Medina
(Medina, 2006). A. Cabo Montes de Oca y J. Castifieiras (Cabo, 2013) sugieren,
para solucionar las dificultades antes mencionadas, que la fuerza del campo
que actla sobre la particula debe desaparecer de forma instantanea después
de una eliminacion repentina de la fuerza externa. Estos Ultimos, proponen
una minima modificacion de la ecuacion LD para tratar de poner en practica
esta propiedad. La modificacion a la ecuacion esta asegurada dado que se
construye a mano respetando la preservacion de la covarianza de Lorentz, asi
entonces, con un ejemplo sencillo usando una fuerza constante se muestra
que se elimina dicha aceleracion descontrolada. En otros trabajos recientes
(Vogt, 2003), se discute el caracter inestable de las soluciones de la ELD
y se resalta la necesidad de métodos como la reduccion de orden en aras
de derivar una ecuacion de movimiento fisica aceptable. La discusion se
ilustra con el ejemplo paradigmatico del oscilador arménico no relativista.
Se ilustra la eliminacion de la pre-aceleracion no causal con la introduccion
de una pequeiia correccion en la ELD.

Dirac en 1938 (Dirac, 1938) hace una deduccion de la ELD, la cual escrita
en lenguaje compacto y en este caso en D dimensiones, viene dada por,

ext

) (x—!—lzxxx) (1)
C

donde las lineas de mundo de la particula estan descritas por las
posiciones x¥(t), las cuales dan las coordenadas de la particula en funcién
del tiempo propio t. El indice p=0,1,2,3, indica la coordenada, siendo x°(t)
la coordenada temporal y x="23(t) las coordenadas espaciales. Los puntos
indican derivadas con respecto al tiempo propio, F¥ _es la fuerza externa

ext
por unidad de masa, b=2g?k(3mc3)"’, con k=(4me,) '=8.988x10°Nm?C2, m es la
masa de la particula, g su carga y ¢=2.988x10""m/s es la velocidad de la luz
en el vacio. Para el caso particular de un electron se tiene que b=6.25x10°
#s, donde e=-1.6x10""C es la carga del electron y m_=9.1x10%Kg su masa.
El parametro b es una escala temporal relacionada con el radio clasico del
electron r=2.818x10"°m, también conocido como Radio de Lorentz: el cual
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puede ser interpretado como el tiempo que necesita la luz para viajar una
distancia igual a r.. Dado que la ELD es una ecuacion diferencial ordinaria de
tercer orden, no solo deben ser dadas la posicion inicial y la velocidad, sino
también la aceleracion para especificar una solucién Unica.

El limite no relativista de la ELD (1) para una dimension (eje X en el
presente caso) viene dado por,

x=F_,thbXx, (2)

ext

que es precisamente la ecuacion de movimiento que sera considerada
en el presente estudio. Aqui los puntos representan derivadas con respecto
al tiempo t.

La principal motivacion de este manuscrito es generalizar los resultados
obtenidos recientemente por Vogt y Letelier (Vogt, 2003), en la cual han
considerado las soluciones de la ecuacion (2) anterior, bajo las consideraciones
mas simples posibles matematicamente hablando. Los autores anteriores
han encontrado soluciones haciendo la suposicion de considerar la fuerza
externa proporcional a las lineas de mundo de la particula x, es decir, una
fuerza harmonica. Estas suposiciones se hacen en virtud de la simplicidad
necesaria para obtener soluciones analiticas, sin el uso de métodos numéricos
correspondientes.

Ahora bien, en vista de los problemas que hemos expuesto de la ELD,
y en particular el de la aparicion de una preaceleracion existente antes de
la interaccion, una de las cosas que pudiera ser intentada para resolver
este problema es la introduccion de una fuerza externa que disipe, absorba
o mitigue la energia, de modo que esto contribuya a hacer desaparecer
la preaceleracion. Una manera de lograr esto consiste en la inclusion de
amortiguamiento al sistema, lo que significa que parte de la energia debe
ser reducida producto de un proceso de dispersion o de transformacion de
energia de forma que la fuerza inicial se haga menor. El amortiguamiento es
un parametro fundamental en el campo de la mecanica ondulatoria, en el
desarrollo de modelos matematicos que permiten complejizary enriquecen el
estudio y analisis de tales sistemas. Analogamente al caso de una particula que
se mueve en el seno de un fluido en el régimen laminar, en la ELD, la particula
se mueve en un medio bajo la dominacion de un campo electromagnético
que le transmite una fuerza a dicha particula y determina asi su dinamica. En
este caso es posible pensar en generalizar las soluciones ya existentes (Vogt,
2003) incluyendo ademas de la fuerza armonica, una fuerza proporcional a la
velocidad, lo cual implica incorporar amortiguamiento interno en el medio,
adicional a la ya presente por medio del campo electromagnético existente.
Es de esperar que nuestra nueva solucion incorpore a la solucion encontrada
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por Vogt y Letelier cuando se hace el limite en el que el amortiguamiento
desaparece. Sin embargo, producto de la inclusion de un nuevo término
proporcional a la velocidad (con factor de acoplamiento B), es necesario
establecer ecuaciones analiticas adicionales que permitan relacionar este
Ultimo con la frecuencia natural del sistema. Esto es necesario en aras de
tener valores o rango de valores correctos y adecuados para que las nuevas
soluciones tengan sentido fisico y matematico. Lo que se consigue es que
los nuevos parametros estan relacionados por medio de una relacion que se
obtiene con la ayuda de un estudio de estabilidad numérica de la solucion
encontrada.

En la siguiente seccion se establece el problema y se exponen las
soluciones de la ELD con la consideracion de tanto fuerza harménica como de
resistencia proporcional a la velocidad. Se expone el procedimiento de analisis
de estabilidad de la solucidn encontrada para obtener relaciones adecuadas
para los valores de ambos factores. Luego se exponen las consideraciones
finales y por Gltimo las referencias bibliograficas.

1. ELD no relativista con fuerza arménica y
amortiguamiento

Se considerara, mediante el uso de la ecuacion LD en el limite no
relativista, el sistema dinamico consistente en el movimiento en una
dimension (eje X) de una particula cargada sujeta una fuerza armonica -w x
donde, como se sabe, w, es la frecuencia angular, y una fuerza de resistencia
0 amortiguamiento proporcional a la velocidad -Bdx/dt, donde B es una
constante positiva (B=0) relacionada con las propiedades del medio en el que
se mueve la particula.

De esta manera la ecuacion de movimiento (2) puede ser escrita como,
. 2 .
f=—w x—Bx +bX. (3)

Esta ecuacion representa una situacion un poco mas general que la
estudiada en la referencia (Vogt, 2003), donde se considera el movimiento
de la particula s6lo sometida a la fuerza armoénica -w,’x. La solucion exacta
de la ecuacion (3) es

o:;t(

x=c,e” +e™ (c,cos a, t te, sin(xgt], “4)
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donde a,, a,y a, son cantidades definidas en términos de los parametros
propios del sistema:

CI2Bbrd g SI2Bbod-fU A plaBh A p (5)

Q= 6bp" > Oy 1265 12657

con B:=36Bb+108w 2b2+8+12b(81oo ‘b’-12B°b+54Bbw ?-3B*+12w ’b)""?, 'y
C1, C2 Y C3 son constantes de integracion arbltrarlas que pueden ser ﬁJadas en
funcion de las condiciones iniciales, tal que

((x22+a32)x072a2v0+au .= ale,—2a)x,2a,v,—a,
2 ’ 2 3
(al—a2)2+a3 (e~ a2)2+a§

¢ =

L) LI
_ “1(“2 — O —azal)xo +(“1 0, T 0, )Vo jL(0‘2 _al)ao

cy = (
03\

En las expresiones anteriores x,, v,, Y a,, son la posicion, la velocidad y
la aceleracion iniciales, respectivamente, es decir, la posicion, la velocidad
y la aceleracion en t=0. Podemos ver de manera evidente que a, es
estrictamente definido positivo, cosa que no puede evidenciarse de a, y a,.
En efecto podemos notar que en el caso part1cular de B=0 la solucion de Vogt
y Letelier puede ser recuperada. Esto quiero decir que la solucion de estos
Gltimos es solo un caso limite de nuestra solucion mas general (4). Mas aun,
en vista de la presencia del primer término de la solucion (4), uno pudiera
hacer ¢,=0 para poder eliminar las soluciones no fisicas que se incrementan a
infinito en la medida en que t también crece a un nimero muy grande. Esto
puede hacerse porque en efecto como dijimos a;>0. En este caso y luego
de tomar primera y segunda derivada a x(t) en la ecuacion (4), podemos
expresar desparametrizando las expresiones, a la aceleracion en términos de
la velocidad y la posicion de la particula, lo que quedaria expresado en forma
mas compacta como

a(z‘):2a2v(l‘)—(ai+a2)x(1‘), 7)

que es la ecuacion de un oscilador armédnico con friccion, es decir,
un oscilador amortiguado, con factor de amortiguamiento dado por 2a,
y frecuencia natural de oscilacion dada por (a,+a?)"?. De esto ultimo
podemos inferir que dado que la ecuacién (7) se encuentra expresada en
su forma estandar entonces es logico pensar que a,>0. Para examinar la
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solucion matematica de la ecuacion diferencial, podemos describir dos
tipos de escenarios posibles. Si el rozamiento es pequeno, esto es, pequeno
comparado con la frecuencia (a,<<w,), entonces la particula oscilara de
manera decreciente hasta que el sistema llegue al equilibrio. Si el rozamiento
es grande, esto es a,>>w,, entonces la particula no oscilara y llegara a una
posicion de equilibrio lentamente.

Por otro lado, es posible encontrar un rango de valores para bw, de
manera tal que el sistema sea estable (Aguirregabiria, 1997). En efecto, la
ecuacion (3) puede ser escrita como,

Ft+yx+o’x=Ce", ®)

donde C es una constante arbitraria y donde A, y y w son las soluciones
de sistema de ecuaciones,

_1 2
A—bﬂ/,iw

9)

>

=ad—AY,

SISy
o> |

gue se obtienen al comparar término a término la ecuacion (3) con la
ecuacion que resulta de la derivada respecto al tiempo t de (8), eliminando
antes el factor CeAt mediante esta Ultima. Apartir de las anteriores ecuaciones
es posible escribir w’=w, *-bw’y, y=b(w’-y?)+B, de tal manera que con la
finalidad de simplificar notacion al introducir cantidades adimensionales
x=b’w? e y=by como variables dinamicas, tenemos que

x=x,—xy,y=x—y>+B, (10)
donde x,=b’w . Equivalentemente,
x=y(1+y)—Bb,x,=y(1+y)—Bb(1+y). (11)
Como x,>0, entonces (11) tiene una sola raiz real dada por,

(a—2)—12Bb (12)
6a '
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donde,

a=(-36 Bb+8+108x,+12\12 B 6°—3 B> b*— 54Bbx,+81 x:+12x,| . (13)

Como y>0, el sistema dinamico objeto de estudio tiene un punto fijo.
Para estudiar su estabilidad en dicho punto hay que calcular los valores propios
del diferencial de la transformacion T establecida por (10). El problema de
los valores propios para la diferencial de la anterior transformacién conduce
a los autovalores

_ —3y=~-[y(3y+4)+4 Bb] (14)
s :

7

es obvio de (14) que los valores propios n son complejos y la condicion
para que exista estabilidad asintética viene dada por |n|<1, o bien y<((13-
12Bb)*>-1)/6, esto nos da una relacion tal que

bw0<\/23—72Bb+(71524Bb)«/13—123b, (15)

que para B=0 resulta en bw,<0.95 en completa concordancia con el
valor mostrado por J. M. Aguirregabiria (Aguirregabiria, 1997). Por Gltimo,
como en (33) la cantidad subradical debe ser positiva entonces resulta que
0<Bb<0.40.

Conclusiones

Para resumir, en el presente manuscrito se ha considerado el sistema
dinamico consistente de la ELD para la descripcion de una particula cargada
radiante en la region confinada por un campo electromagnético, en la
oportunidad de anadir un ingrediente adicional al estudiado Vogt y Letelier
(Vogt, 2003) y J. M. Aguirregabiria (1997), que consiste en agregar a la fuerza
armonica -wx una fuerza de rozamiento proporcional a la velocidad hasta
el primer orden -Bdx/dt que produce amortiguamiento al sistema. Esto nos
permite generalizar los resultados obtenidos anteriormente. La hipotesis
principal consiste en que dicho amortiguamiento pudiera cancelar un poco
el efecto de la preaceleracion existente y que origina uno de los grandes
problemas de este sistema en particular. En efecto se evidencia primeramente
que la introduccion de este término de amortiguamiento establece unas
condiciones para los valores que pueden tomar dicho factor en términos de
la frecuencia natural del sistema. El resultado anterior proporciona el rango
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de valores de 0<Bb<0.40 para los cuales el sistema es estable y condiciona la
dinamica de la particula lo cual puede verse en la figura 1.

bwg

094
0.84
0.74

0.6+

0 D.Il 0 .|2 l}.li D.I-l- Bb

Ficura 1. Region de valores posibles para bw, y Bb.

El disefo La figura 2(a) muestra las curvas de aceleracion para un
electron en funcion del tiempo que se obtienen a partir de (7) para distintas
frecuencias angulares w, con valores 1.1x10%s',1.0x10%s", 0.8x10%s”,
0.5x10%s", tomandose como condiciones iniciales x(0)=2.818x10""m, v(0)=0
y manteniéndose constante Bb=0.15.
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Ficura 2. Curvas de aceleracion de un electron para (a) distintas frecuencias
angulares w,= 1.1x10%s" (linea continua); 1.0x10%s" (linea punteada);
0.8x10%s" (linea trazos), 0.5x10%s" (linea puntos y trazos) y manteniéndose
constante Bb=0.15y (b) distintos factores de amortiguamiento Bb=0.30
(linea continua); Bb=0.25 (linea punteada); Bb=0.20 (linea trazos cortos);
Bb=0.15 (linea puntos y trazos); B=0 (linea trazos largos) y manteniéndose
constante w,=0.8x10%s"". Condiciones iniciales para ambos casos
x(0)=2.818x10"">m, v(0)=0.

Este amortiguamiento es el debido a la radiacion emitida por la particula
cargada acelerada, en este caso el electron, representado por el término de
tercera derivada en (2). Por otro lado, en la figura 2(b) se muestran las curvas
de aceleracién para un electrén en funcion del tiempo que se obtienen a
partir de (15) pero esta vez para distintos factores de amortiguamiento Bb
con valores 0.25, 0.20, 0.15, 0, respectivamente, manteniendo constante
la frecuencia angular w,=0.7x10%s" y usando las condiciones iniciales antes
fijadas. Se puede observar que a medida que disminuye B, la amplitud de la
aceleracion aumenta como era de esperarse, efecto que se complementa
al amortiguamiento ya mencionado en el paragrafo anterior. Finalmente
se observa que el problema de la preaceleracion persiste en esta solucion,
aunque resolver este problema no era objetivo del presente trabajo,
puede evidenciarse que la consideracion de B distinto de cero disminuye la
preaceleracion, lo que se corresponde con nuestra hipotesis inicial y puede

ser observado en la figura 2(b).

La solucion de las ecuaciones para las situaciones mas complejas sera
explorada en una extension del presente manuscrito. De particular interés
parece conveniente la mejora de los calculos numéricos de las soluciones
de las ecuaciones plagadas sistematicamente con inestabilidades debido
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a la existencia de las soluciones fuera de control no fisicas. Un problema
especifico que puede plantearse es la aplicacion de esta metodologia al
movimiento dimensional de una particula bajo la acciéon de un potencial de
repulsion de Coulomb.

Se ha demostrado que las jerarquias de ecuacion de la forma (8) y
(9) son no solo del interés tedrico, sino que se puede utilizar para resolver
problemas numeéricos en la practica. Un ejemplo lineal en la que todo puede
ser calculado analiticamente ha sido analizado para hacerse una idea del
problema general. Hemos descrito un conjunto de rutinas que pueden ser
usados para poner a prueba con gran facilidad la convergencia del método y
para calcular con bajo esfuerzo algunas soluciones de la Ecuacion de Lorentz-
Dirac (y ecuaciones con la misma estructura) que son dificiles o imposibles de
obtener por medio de los métodos usuales. Puede uno esperar que dicha rutina
no siempre converja, sin embargo, en este caso resuelve sorprendentemente
bien coincidiendo bastante bien con los resultados previos en la literatura.
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Lantibidtico de clase Il en Enterococcus faecalis
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RESUMEN

La aparicion de cepas bacterianas resistentes a multiples antibioticos acarrea
la necesidad de buscar alternativas a este problema de salud publica.
Ante este panorama el género Enterococcus presenta compuestos con
propiedades antibidticas (bacteriocinas o enterocinas) con capacidad
de inhibir bacterias relacionadas. El objetivo de esta investigacion se
basé en cuantificar la actividad antagonica de una bacteriocina no-
lantibidtica clase Il, presente en la cepa autoctona E. faecalis Eq40, en
unidades arbitrarias por mililitro (UA/mL) a través del método de difusion
en pozos, empleando cocultivos para medir el antagonismo frente al
crecimiento bacteriano. Eq40 inhibid el crecimiento de cepas Gram
positivas, y su compuesto extracelular resulté un péptido constitutivo
estable en UA/mL en medio solido y liquido, incluso a dilucion 109,
generando >180UA/mL y halos inhibitorios de 14mm de diametro.
Diluciones mayores afectaron la actividad. La actividad antagonica del
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compuesto analizado puede considerarse para una futura aplicacion en
pro del control de patogenos como E. faecalis y S. aureus, conforme
aumenten los estudios y se establezcan los mecanismos de accion.

PALABRAS CLAVE: patdgenos, antibioticos, bacteriocinas, enterocinas.

Antagonistic activity of a no-Lantibiotic class Il
inhibitor in enterococcus faecalis autochthonous
against related strains

ABSTRACT

The appearance of bacterial strains resistant to multiple antibiotics leads
to the necessity of seeking alternatives for this public health problem.
Given this scenario, the genre “Enterococcus” presents compounds with
antibiotic properties (bacteriocins or enterocins) capable of inhibiting
the growth of related bacteria. The aim of this investigation was
quantifying the antagonistic activity of a no-Lantibiotic class Il bacterium,
present in the autochthonous strain E. faecalis Eq40 in arbitrary units
per millimeter (AU/mm); through the wells diffusion method and using
co-cultures in order to calculate the antagonism against the bacterial
growth. Eq40 inhibited the growth of Gram positive strains, and its
extracellular compound turned out to be a constitutive peptide stable
in AU/MM in a solid and liquid medium, even at 10° dilution, generating
>180AU/mm and inhibitory halos of 14mm of diameter. Higher dilutions
affected the activity. The antagonistic activity of the analyzed compound
might be considered for future application in favor of the control of
pathogens, such as S. aureus and E. faecalis, while the studies increase
and the mechanism of action are established.

Keywobs: pathogens, antibiotics, bacteriocins, enterocins.

Introduccion

El constante surgimiento de bacterias resistentes a los antibioticos,
ha acarreado la necesidad de buscar alternativas autdctonas, que permitan
tratar este creciente problema de salud publica a nivel mundial. Ante este
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panorama existen compuestos con propiedades antibioticas, producidos por
bacterias como las acido lacticas (BAL), entre las que se resalta las del género
Enterococcus, que reciben el nombre de bacteriocinas, o enterocinas por
su origen enterococico, las cuales son moléculas o péptidos extracelulares
capaces de inhibir el crecimiento de bacterias relacionadas, a la vez que
presentan la ventaja de ser biodegradables, por su composicion proteica
(Kirkup, 2006). El antagonismo entre bacterias, mediado por inhibidores
proteicos, es un area de investigacion relevante a nivel mundial, y se presenta
como una posible opcion para el tratamiento de las infecciones ocasionadas
por bacterias resistentes a los antibioticos, permitiendo el desarrollo de
alternativas priorizadas con beneficio al sector salud, industrial, alimentario
y biotecnoldgico en general (Alvarez, 2011; Izquierdo et al., 2009; Brogden,
2005).

El proposito de esta investigacion se baso en evaluar la actividad
antibiética de un inhibidor del grupo de enterocinas, encontrado en
cepas autoctonas de la especie bacteriana Enterococcus faecalis, aislada
de muestras de quesos y especificamente agrupado en los péptidos
extracelulares no-lantibioticos de clase Il, previamente caracterizado por el
laboratorio de genética y biologia molecular (LGBM), FEC-LUZ. Para ello se
realizo la medicion parcial de su actividad antagonica expresada en unidades
arbitrarias de actividad por mililitro (UA/mL).

1. Materiales y metodologia

1.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se estudio una cepa silvestre de Enterococcus faecalis, previamente
aislada e identificada a partir de muestras de queso semiduro comercializados
en el estado Zulia, Venezuela, y caracterizada por producir un péptido
extracelular del grupo de bacteriocinas (enterocinas) del tipo no-lantibiotico
de clase Il, con propiedades inhibitorias frente a Gram positivas, cuyos
determinantes genéticos asociados a su sintesis, se encuentran codificados
en el cromosoma bacteriano. Fue catalogada para este estudio como E.
faecalis Eq40. Se utilizaron como biocontroles indicadores de sensibilidad
ante antibioticos (CLSI, 2014), a las estirpes Gram positivas E. faecalis
ATCC®29212 y S. aureus subsp aureus ATCC®25923, para los estudios de
susceptibilidad (CLSI, 2014). De igual forma se utilizd como control negativo
de produccion de bacteriocinas, la cepa ya referida ATCC®25923 y una cepa
silvestre de E. faecalis Eq10, que es una estirpe de la misma especie que la
Eq40. Todas las cepas fueron criopreservadas a -20°C con glicerol al 20%p/v,
hasta su utilizacion (Ausubel et al., 2002).



L. Gonzalez y Col.///
26 Actividad antagénica de un inhibidor no-Lantibiético de clase Il...

1.2. Evaluacion de actividad antagonica de la cepa de E. faecalis Eq40

Para la medicion de la actividad antagonica del péptido extracelular
no-lantibiotico de clase Il del grupo de las enterocinas, se evaluo la actividad
residual de la cepa E. faecalis Eq40, de interés para este estudio, por ser
productora de la exoproteina mencionada. Se utilizé el método en medio
solido de difusion en pozos. A una placa de Petri que contenia 20mL de
agar TSA (Tryptic Soy Agar, Merck®, Alemania) se le extrajeron “bocados”
a modo de pozos con una pipeta Pasteur estéril. El medio TSA se inoculd
previamente por hisopado con una alicuota de unas 10°UFC/mL segin la
escala de McFarland de la cepa sensible E. faecalis ATCC®29212, obtenida
a partir de un cultivo de 24h, incubado en caldo infusidon cerebro corazon
(CICC) (HIMEDIA®, India) a 37°C. Se coloco en los pozos 50pL del cultivo de la
cepa de E. faecalis autdctona a ensayar, y se incub6 24h a 37°C. Para evitar
la formacion de catabolitos inhibitorios no deseados en el CICC, que puedan
generar un falso positivo, el tubo de cultivo de la cepa problema fue sellado
con parafina y papel parafilm, para establecer una atmosfera con un bajo
contenido de oxigeno, sumado al previo ajuste de pH con buffer fosfato a pH
7.4 (Sigma, EUA) (Pérez, 2004; Toi et al., 2000).

1.3. Evaluacion de la actividad antagonica de la cepa autoctona de E.
faecalis segln la cinética de crecimiento

Para ello se utilizo el protocolo propuesto por Zapata et al. (2009), con
modificacion en el tiempo de toma de muestras y evaluacion de la actividad
para el estudio de la actividad antagonica en medio sélido y liquido. Se
inoculo 1mL de un cultivo de la cepa a evaluar (Eq40) en 9mL de caldo TSB
(Tryptic Soy Broth, Merck®, Alemania) inoculado con la cepa biocontrol E.
faecalis ATCC®29212. Las cepas se obtuvieron a partir de un cultivo de 24h,
crecidas en caldo TSB a 37°C. El cocultivo establecido (Eq40+biocontrol)
se incubd a 35°C. Seguidamente se tomd un indculo de 100pL del cultivo
cada 120min, diluido en 900uL de solucion isotonica (NaCl al 0,9%) por un
periodo de 48h, y se monitoreé el crecimiento bacteriano de la cepa Eq40,
mediante recuento en placa, determinando el nimero de UFC/mL (para el
ensayo en medio liquido) y segin el aumento del halo de inhibicion, medido
en diametro, aplicando el método en medio solido de difusion en pozos
previamente sefialado. Ambos ensayos se realizaron en funcion del tiempo
y por triplicado.

Para observar el efecto antagonico de la cepa Eq40 sobre la cinética de
crecimiento de representantes Gram positivos, se empleo para el estudio en
medio solido el biocontrol E. faecalis ATCC®29212, y para el ensayo en medio
liquido la cepa S. aureus subsp. aureus ATCC®25923, puesto que esta Ultima,
ademas de ser una bacteria Gram positiva sensible a los antibidticos, permite
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su recuperacion del cocultivo bacteriano por ser otra especie relacionada, y
por ende su cuantificacion. Para esta discriminacion se utilizaron los medios
de cultivos selectivos Agar Membrana Filtrante para enterococos (Merck®,
Alemania) y el medio Agar Vogel Johnson (HIMEDIA®, India) para S. aureus.

1.4. Extraccion parcial del péptido extracelular de la cepa autoctona
de E. faecalis para el estudio y medicion de la actividad antagonica

Una vez establecida y confirmada la actividad antimicrobiana asociada
a antagonistas de origen extracelular en la cepa E. faecalis Eq40, se busco
obtener el péptido de la enterocina no-lantibiotica de clase Il responsable de
la actividad inhibitoria, para su posterior medicion, empleando los mismos
lineamientos propuestos para la confirmacién de actividad antagoénica
mediante el método directo de difusion en pozos, frente a la cepa indicadora
E. faecalis ATCC®29212, pero en este caso, con un disefio experimental basado
en la utilizacion de los sobrenadantes o extractos crudos de bacteriocina
(ECB) tras una centrifugacion inicial 15min a 14.000rpm. Los sobrenadantes
se sometieron a una precipitacion con acido tricloroacético (ATCA) (Sigma,
EUA) siguiendo el procedimiento de Fath et al. (1994), modificado segln
los lineamientos propuestos por Dumont (2004). La concentracion final de
ATCA en el sobrenadante, fue del 10%v/v. Los ECB tratados y alicuotados
en eppendorf, se incubaron en hielo durante 45min y posteriormente, se
centrifugaron a 15.000rpm durante 15min.

Los sedimentos se lavaron con propanona (Sigma, EUA) al 100%
preenfriada a -20°C para retirar el ATCA residual, este procedimiento se
repitio tres veces, y posteriormente se resuspendié el ECB en una solucion de
buffer fosfato a pH 7.4 (Sigma, EUA). Finalmente, se depositaron 50uL de los
concentrados en placas de agar TSA previamente inoculadas superficialmente
con la cepa indicadora E. faecalis ATCC®29212, para luego ser incubadas
24h a 37°C. Al igual que lo indicado en la seccion para la confirmacion de
actividad antagonica.

1.5. Determinacion de las unidades arbitrarias de actividad por
mililitro (UA/mL) del inhibidor No-Lantibiotico de Clase Il de la cepa
E. faecalis Eq40

La actividad antagoénica tras la extraccion parcial del péptido
extracelular agrupado en las enterocinas no-lantibioticas de clase Il, se
evalué arbitrariamente en unidades de actividad por mililitro (UA/mL) para
lo que se aplico la formula propuesta por Pérez (2004), con la que se define
1UA/mL como el inverso de la maxima dilucion en la que se obtuvo un halo
de inhibicion igual o mayor a 0,5 mm: UA/mL = (1/d) (1/m) (f). Donde: UA =
unidades de actividad, d = dilucion donde se detecta un halo de inhibicion de
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0,5 mm, f = factor de conversion (1000 pyL/ 1 mL) y m = volumen de muestra
(mL).

La actividad se evalud estableciendo la dilucion mas alta en la que se
observo un halo de inhibicion igual o mayor a 0,5mm, segun lo propuesto por
Pérez (2004), cuando se disolvié una suspension del ECB en un buffer fosfato
a pH 7.4 (Sigma, EUA) luego de la remocion celular por centrifugacion,
y siguiendo el procedimiento de Fath et al. (1994), modificado segin los
lineamientos propuestos por Dumont (2004). La actividad inhibitoria
resultante o residual observada tras las diluciones se determiné como se
indico en el punto 1.2, depositando 50pL del diluciones en pozos elaborados
en placas de agar TSA previamente inoculadas superficialmente con la cepa
indicadora E. faecalis ATCC®29212, para luego ser incubadas 24h a 37°C.
Dicho ensayo se hizo por triplicado.

Pasado el periodo de incubacion se evalud la proporcionalidad de
la dilucion del compuesto antimicrobiano respecto al halo de inhibicion,
producido sobre la cepa sensible o indicadora E. faecalis ATCC®29212. Las
diluciones realizadas y evaluadas del ECB fueron de 10" a 10°.

1.6. Analisis de resultados

Se determind la proporcionalidad de la dilucién de los compuestos no-
lantibioticos de clase 1l respecto al halo de inhibicién generado a partir de
los ECB, y se evalud el comportamiento de las UA/mL obtenidas, en relacion
al halo de inhibicion observado, de acuerdo con el diseno experimental
planteado. Para estos analisis se utilizo el paquete estadistico Origin for
Windows version 6.0. (Atencio et al., 2009).

2. Resultados y discusion

Se encontro que la estirpe Eq40, seleccionada para la evaluacion de
su actividad antimicrobiana, ciertamente inhibi6 el crecimiento de la cepa
relacionada empleada como indicador de sensibilidad E. faecalis ATCC®29212
(Figura 1) como se ha reportado y siguiendo el disefio experimental propuesto
(Alvarez, 2011; Izquierdo et al., 2009; Toi, 2000).

Los resultados obtenidos tras emplear cultivos de 24h de la cepa Eq40
sellados con parafina y papel parafilm, para establecer una atmosfera con un
bajo contenido de oxigeno, sumado al previo ajuste de pH con buffer fosfato
a pH 7.4, y el ensayo de cocultivo con la cepa catalasa positiva S. aureus
subsp. aureus ATCC®25923, permiten corroborar que la actividad antagonica
mostrada esta asociada a productos inhibitorios no relacionados con
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catabolitos de tipo fermentativos ni acidos organicos. Ademas de sefnalar que
el medio de cultivo TSA fue utilizado al ser ampliamente recomendado para
detectar actividad antagonica mediada por enterocinas, por su composicion
proteica elevada y bajo contenido de carbohidratos fermentables, el medio
garantiza la neutralizacion de los compuestos acidos que se generen, lo que
permite de igual manera descartar la participacion de acidos organicos en la
actividad antimicrobiana (Bautista et al., 2010, Toi et al., 2000). Por ende se
esta en presencia de compuestos antagonicos que no se ven afectados por las
condiciones experimentales establecidas en este ensayo como se ha reportado
como las del tipo enterocinas (Martin et al., 2006). Aunque se ha descrito
que factores no considerados en este estudio como modificaciones del pH,
temperatura y concentracion de nutrientes, afectan considerablemente la
biosintesis de diversos tipos de bacteriocinas (Aasen et al., 2000).

Ficura 1. Prueba para la confirmacion de la actividad antagonica de la cepa
de E. faecalis Eq40 contra la cepa indicadora E. faecalis ATCC®29212.

Suspension de la cepa Eq40 y su actividad inhibitoria (flecha blanca)
sobre la cepa indicadora E. faecalis ATCC®29212 inoculada a modo de césped
en la placa de medio TSA. A, cepa Eq10 (misma especie y control negativo
para la produccion de bacteriocinas) y B, cepa S. aureus ATCC®25923 (especie
relacionada y control negativo para la produccion de bacteriocinas). Posterior
a la incubacion 24h a 37°C con bajo suministro de oxigeno y pH 7.4.
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2.1. Actividad antagodnica de la cepa autoctona de E. faecalis segun
la cinética de crecimiento

Se observo un aumento progresivo en el halo inhibitorio mostrado
por la cepa Eq40 de 6 a 10 mm de diametro en términos de 48h, frente
al microorganismo indicador E. faecalis ATCC®29212 luego del ensayo en
cocultivos en medio sélido a 37°C y pH 7.4; la mayor actividad se alcanzo a las
24h (Figura 2) en fase logaritmica tardia, basados en la curva de crecimiento
de la cepas evaluadas y empleando indculos estandarizados segiin mediciones
turbidimétricas establecidas previamente en funcion de la escala McFarland.
Esta cinética tipica de un metabolito primario asociado al crecimiento, se ha
observado en la produccion de bacteriocinas de bacterias lacticas como los
enterococos (Zapata et al., 2009; Herranz, 2000).

No obstante, también existen casos en los que la maxima actividad
antimicrobiana se alcanza durante la fase estacionaria del crecimiento,
momento en el que los nutrientes comienzan a escasear y la produccion de
metabolitos con actividad antimicrobiana puede conferir una ventaja en la
competicion por los sustratos limitantes (Herranz, 2000).

4h (O: 6.5mm) gp (0: 6.5mm) 8h (O: 6.5mm)

\

18h (O: 8mm) 24h (O: 10mm)

Ficura 2. Actividad antagodnica de la cepa de E. faecalis Eq40 segln la
cinética crecimiento en medio sélido expresada en diametro (@) y en
términos de 24h.

Estos resultados se correlacionan con los reportado en investigaciones
que indican que debido a que los antagonistas de origen ribosomico son en su
mayoria metabolitos estrechamente afectados por la cinética de crecimiento,
se logra una mejor produccion mediante la optimizacion de las condiciones
de crecimiento del microorganismo productor, sin prescindir de su presencia
(Aymerich et al., 2000).
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Del mismo modo en los ensayos empleando medios de cultivo liquidos de
proposito general, a 37°C y pH 7.4, se observo como se reducia la poblacion
de la cepas indicadora S. aureus subsp. aureus ATCC®25923, cuando fue
cocultivada con la cepa Eq40, con una disminucion en el nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) en promedio desde 3,0x10
hasta unas 1x10°UFC/mL, en términos de 24h (Figura 3).

UFC/mL

E fasealiz Egd0
g24h /1

. . K: 028 = 17 min

5. aureus ATCC"25923

§ i noon u L § Tiempo (&)

Ficura 3. Cinética de crecimiento y actividad antimicrobiana del antagonista
extracelular de la cepa E. faecalis Eq40 en medio liquido.

NUumero de UFC/mL (eje Y) de la cepa indicadora S. aureus ATCC®25923
(linea gris de puntos negros), en términos de 24h (eje X), en cocultivos frente
a la cepa evaluada Eq40 (lineas negra).

En ambos ensayos (cocultivos en medio solido y medio liquido) se
aprecio un descenso de la actividad antimicrobiana transcurrido el tiempo
descrito, lo cual es un fendmeno que se ha observado en la mayoria de las
bacteriocinas caracterizadas. No obstante, existen excepciones demostradas
por otros autores, ya que en algunos ensayos la actividad antimicrobiana
de las bacteriocinas se mantiene relativamente constante y estable durante
un tiempo considerable (Aymerich et al., 2000; Krier et al., 1998). En este
sentido Herranz (2000) y De Vuyst et al., (1996) senalaron que, en general,
la tasa de inactivacion de las bacteriocinas es mayor en los cultivos con pH
estabilizado, como sucedio6 en este estudio.

La cepa Eq40 presento en este estudio un efecto inhibitorio tanto sobre
la cepa indicadora E. faecalis ATCC®29212, asi como también frente a la
especie S. aureus subsp aureus ATCC®25923 al igual que lo reportado para
exotoxinas relacionadas del género Enterococcus (lzquierdo et al., 2009).
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La actividad antagonica se corresponde con las caracteristicas descritas
para estirpes productoras de bacteriocinas del género y se ha asociado a la
interaccion con acidos teicoicos y lipoteicoicos de la pared de las bacterias
Gram positivas (Alvarez, 2011).

Estos resultados coinciden con estudios en los que se establecieron las
condiciones optimas para el control de microorganismos patogenos usando
cocultivos en diversos sistemas alimentarios ensayados, evaluando cepas
del género Enterococcus productoras de bacteriocinas frente a estirpes
relacionadas como S. aureus (Munoz et al., 2007).

La heterogeneidad del espectro de accién antimicrobiano obtenido,
se relaciona con lo descrito en la literatura (Cintas et al., 2001). Se reporta
que compuestos con este comportamiento, poseen un espectro de accion
denominado intermedio, al ser capaces de inhibir a otras cepas distintas al
microorganismo productor, incluyendo a miembros del género Staphylococcus
(Salinas, 2001).

La disminucion de la actividad antimicrobiana con el paso del tiempo,
puede deberse a la inestabilidad de la bacteriocina a un pH determinado
puesto que estas se ven favorecidas o responden mas eficientemente a
parametros especificos, también puede corresponder a una degradacion
proteolitica, he incluso a causa de adsorcion por parte de las células
productoras. La inactivacion de las bacteriocinas por enzimas proteoliticas,
liberadas principalmente durante la fase estacionaria, seria otra causa que
explicaria la disminucion de la actividad antimicrobiana, ya que la produccion
y/o la actividad de estos antagonistas tiende a ser pH dependiente (Herranz,
2000).

La adsorcion de las bacteriocinas a las células productoras es un
proceso inespecifico, dependiente del pH y que, probablemente, implica la
interaccion con los acidos lipoteicoicos de la pared celular (Aymerich y col.,
2000). Se ha determinado que a un pH proximo al fisioldgico, se promueve
la adsorcién de bacteriocinas a las respectivas células productoras, mientras
que a pH acido no se observaba dicho fenéomeno, variando ampliamente a pH
alcalino (Herranz, 2000).

El hecho de que la actividad antimicrobiana disminuya una vez alcanzado
un valor maximo, que depende de la cepa productora y de las condiciones
de cultivo, implica que existe un momento en el que la produccion cesa y
comienza un proceso de degradacion o inactivacion. La inestabilidad de la
actividad antimicrobiana implica que para lograr un rendimiento 6ptimo de
produccion de bacteriocinas es imprescindible obtenerlas inmediatamente
después de detectar el maximo de actividad, utilizar condiciones que
minimicen la agregacion o la adsorcion, o bien, retirarlas de manera continua
del caldo; empleando por ejemplo: adsorbentes o métodos sustitutos a la
centrifugacion (Herrnaz, 2000; De Vuyst et al., 1996).
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2.2. Extraccion parcial del péptido extracelular no-lantibiético
de clase Il de la cepa E. faecalis para el estudio y medicion de
la actividad antagonica en unidades arbitrarias de actividad por
mililitro (UA/mL)

El antagonista bacteriano de la cepa E. faecalis Eq40, se extrajo
parcialmente de sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos en fase
logaritmica tardia de la cepa evaluada, empleando una modificacion del
procedimiento descrito por Fath et al., (1994), y siguiendo los lineamientos
propuestos por Dumont, (2004) y utilizado por Suarez et al., (2008). Este
procedimiento se baso en la precipitacion proteica con el empleo de solventes
que garantizan la estabilidad de las moléculas bacteriocigénicas, de tipo
enterocinas, para su posterior vehiculizacion en soluciones hidroalcoholadas
con pH ajustado. En el ensayo de actividad antimicrobiana en placas, se
evidenciaron halos de inhibicion (Figura 4).

Ficura 4. Actividad antibacteriana del péptido extracelular no-lantibiotico
de clase Il de la cepa silvestre E. faecalis Eq40 posterior a su extraccion
parcial con ATCA.
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Halos inhibitorios mostrados por la cepa evaluada (Eq40) en términos
del primer nivel de dilucion y empleando un volumen de ECB de 50pL. A, S.
aureus ATCC®25923; B, E. faecalis ATCC®29212 (cepas usadas como indicadores
de actividad).

Los resultados obtenidos permitieron apreciar un aumento en la
actividad antagonica mostrada inicialmente por los ECB al ser empleados
luego de su precipitado tras la adicion de ATCA al 10%p/v, y su posterior
remocion con la adicion de una solucion de propanona al 100% preenfriada,
en términos del primer nivel de dilucién 1:10 y en base a un volumen de ECB
de 50uL. El incremento en la actividad se vio evidenciado por un aumento
en mm de 6 a 11 para la cepa Eq40 (Figura 4), tanto frente a el indicador E.
faecalis como ante S. aureus. Este aumento de la actividad concuerda con
lo reportado por diversos autores quienes senalan que al emplear el ATCA se
evidencia un aumento en la actividad de las bacteriocinas, lo cual se debe a
la capacidad de las exoproteinas con actividad antagonica para mantener sus
estabilidad a bajos rangos de pH (Suarez et al., 2008; Dumont, 2004).

Es importante sefalar que el hecho de que los diametros de los halos
inhibitorios mostrados por la cepa Eq40 sean similares luego del tratamiento
con ATCA, para E. faecalis ATCC®29212 y S. aureus ATCC®25923, es indicio
de que el péptido extracelular no-lantibiotico de clase Il es un compuesto
antagonico que se comporta de manera analoga frente a los mismos
microrganismos indicadores y ante la condiciones de pH, exhibidas por el
protocolo.

Al realizar mediciones de pH posterior al tratamiento con ATCA, se
pudo apreciar que este se mantuvo entre 7,5 y 8,5, rango tolerable por las
cepas del género Enterococcus y mediado quizas por la peptona del medio
TSA, ya que la alta concentracion proteica de este medio de cultivo, y el
bajo contenido de carbohidratos fermentables, garantiza con la liberacion
de amoniaco (NH,) el aumento del pH y la neutralizacion del posible ATCA
residual, en base a esto, y aunado al hecho de que se observo la inhibicion
de todas las cepas Gram positivas probadas, se puede inferir que la actividad
antagonica esta mediada por el péptido extracelular no-lantibiotico de clase
Il, y no estd asociada al compuesto germicida y queratolitico usado ATCA
(Bautista et al., 2010).

Con relacion al comportamiento en UA/mL del péptido extracelular
no-lantibiotico de clase Il respecto al halo de inhibicion, se observo que es
aproximadamente lineal (con un ajuste de R?20,9288) a partir de un halo de
inhibicion de 6 mm de diametro, correspondiente a la dilucion 10° la cual
fue la mas alta con actividad visible, y que corresponde a una concentracion
de 30,6 UA/mL y como lo demuestra la correlacion entre las UA/mL y la
actividad inhibitoria (Figuras 5 y 6). En relacion con el aumento del nivel
de dilucion del compuesto antagonico el halo de 14 mm corresponde a la
concentracion de 181,7 UA/mL. La cepa E. faecalis ATCC®29212 se usé como
indicador de actividad. Diluciones mayores implicaron la pérdida total del



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZuLIA 3* época. Afio 5 N° 12,2014
Ciencias Exactas Naturales y de la Salud 35

halo de inhibicion. Tal efecto puede deberse a una falta de sensibilidad del
método para detectar variaciones a bajas concentraciones de la bacteriocina.
Del mismo modo, se han reportado posibles problemas en algunos otros
aspectos del método como el tiempo de preincubacion, el tamano del pozo,
el volumen de la muestra y la pureza del agar, entre otros, generando con
ello falsos negativos (De Vuyst et al., 1996).
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Ficura 5. Correlacion entre el diametro del halo inhibitorio y las unidades
arbitrarias de actividad por mililitro (UA/mL) del péptido extracelular no-
lantibidtico de clase Il de la cepa autdctona E. faecalis Eq40.

Ficura 6. Diluciones del péptido extracelular no-lantibiotico de clase Il de la
cepa autoctona E. faecalis Eq40 para su medicion en unidades arbitrarias
de actividad por mililitro (UA/mL) frente a la cepa E. faecalis ATCC®29212.
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Puesto que la proporcionalidad se present6 a partir de la dilucion 103,
la cual generd un halo de inhibicién de 6 mm, mayor a lo requerido por el
método de Pérez (2004), se tomo este valor para definir una unidad arbitraria
de actividad por mililitro de extracto crudo (UA/mL), por lo que como se
menciond: 1 UA / mL = (10/5) (1/0,050 mL) = 40.

El valor 0,050 representa el volumen de extracto depositado en el
pozo. El calculo anterior indica que un halo de 6 mm es generado a partir
de un ECB que contiene una actividad equivalente a 30-40 UA/mL para estos
antagonistas exoproteicos de origen ribosomico, resultado muy similar a los
reportado por Germond et al., (2002).

Los resultados tras las diluciones mostraron la disminucion gradual en
el halo inhibitorio desarrollado por el ECB de la cepa evaluada en relacion
con el aumento del nivel de dilucion del compuesto bacteriocigénico. La
dilucién del ECB fue de 10" a 107 (pozos 1-7), se empled como control el ECB
sin diluir (c, en el interior de la placa).

Cabe destacar que el nimero de UA/mL obtenidas corresponden a la
actividad inhibitoria sobre la cepa indicadora E. faecalis ATCC®29212; si se
deseara aplicarla sobre otro microorganismo indicador, se ha propuesto que
habria que determinar del mismo modo las UA/mL, debido a que cada cepa
y especie bacteriana sensible a la misma bacteriocina, presenta un grado de
inhibicion particular, aunque puede extrapolarse los resultados en bacterias
de un mismo género y/o cercanamente relacionadas (Pérez, 2004). Para
todos los biocontroles ensayados el ECB producido por la cepa Eq40 exhibid
una actividad maxima de entre unas 100 y 150UA/mL, presentaron halos de
inhibicion definidos hasta la dilucion 10, y alcanzando una maxima potencia
de unas 180UA/mL (Figura 6).

Estos resultados son similares a los parametros de actividad inhibitoria
reportado en UA/mL para bacteriocinas del género como la enterocina 96,
la cual inhibe con unas 100UA/mL de forma equivalente a las estirpes del
género Enterococcus y Staphylococcus empleando extractos parcialmente
purificados de cepas de E. faecalis (Izquierdo et al., 2009). Concentraciones
similares también se han reportado en antagonistas como la enterocina B,
siendo altamente sensibles las estirpes propias del género Enterococcus
(Casaus et al., 1997). Sin embargo, los resultados obtenidos difieren en las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) obtenidas para bacteriocinas del
género como la enterolisina A, las cuales son mucho mayores, encontrandose
alrededor de unas 1000UA/mL para gran parte de los entes microbianos
ensayados (Nilsen et al., 2003).

Apesar de que el espectro de accion antibacteriano de la cepa Eq40 esta
restringido a Gram positivas, es importante sefalar que puede por ende, ser
capaz de inhibir el crecimiento de estirpes como S. aureus MO3A-07, tipificada
Ccomo una cepa resistente a betalactamicos semisintéticos como meticilina
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(Rivera et al., 2011). Por lo que con miras a una futura aplicacion para el
control de patdgenos, se recomienda el empleo de métodos que permitan
una extraccion mas eficiente de estos compuestos en cepas autdctonas de
E. faecalis para poder aplicar conocimientos en protedmica que permitan
caracterizar la molécula por electroforesis en geles de poliacrilamida,
para determinar asi la secuencia aminoacidica del compuesto antagonico y
contribuir con su caracterizacion.

Conclusiones

Se encontro que la estirpe autoctona Eq40, es capaz de inhibir el
crecimiento de cepas relacionadas gracias a la produccion de un compuesto
antagonico extracelular que puede ser explotado como una posible opcion
para el tratamiento de las infecciones ocasionadas por bacterias resistentes
a los antibidticos.

Apesar de que la actividad antagoénica estudiada del péptido extracelular
no-lantibiotico de clase Il, producido por la cepa enterococica Eq40 es
constitutiva y estable, y no sufrié cambios significativos en el nimero de UA/
mL obtenidas en los diversos ensayos en medio soélido y liquido empleados,
se recomienda el empleo de otros métodos y/o técnicas de purificacion que
permitan una extraccion mas eficiente de este compuesto bacteriocigénico.

La actividad antagonica del compuesto analizado puede considerarse
para una futura aplicacién en pro del control de patogenos como E. faecalis y
S. aureus, permitiendo el desarrollo de alternativas priorizadas con beneficio
al sector salud, industrial, alimentario y biotecnoloégico en general, conforme
se realicen mas estudios, se incrementen los avances biotecnoldgicos y se
establezcan sus mecanismos de accion.
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RESUMEN

En este trabajo se realizo la modificacion estructural de la lignina de pino
proveniente de la precipitacion acida de licor negro residual, del proceso
de pulpado de la empresa Mocarpel (LPM), con los anhidridos succinico
(AS), maleico (AM) y glutarico (AG) mediante irradiacion con microondas
en un horno convencional. Las reacciones de acoplamiento se siguieron
por la técnica de espectrometria FTIR. Se estudiaron las propiedades
emulsionantes de los derivados mediante la preparacion de sistemas
agua/querosén empleando como referencia emulsiones preparadas con
los surfactantes comerciales nonilfenol polietoxilado con 18 unidades
repetidas de oxido de etileno (NPE-18) y dodecilbencensulfonato de
sodio (DBS), con el fin de comparar y evaluar las propiedades obtenidas
de las emulsiones preparadas con estos derivados, tanto solos como
mezclados con el surfactante NPE-18.
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Stabilization of emulsions with mixtures of
a nonionic surfactant and lignin derivatives
synthesized by the assistance of a microwave

ABSTRACT

In this paper was performed the structural modification of the pine lignin that
comes from the acid precipitation of residual black liquor of the pulping
process of Mocarpel Company (LPM), with succinic anhydrides (AS),
maleic (AM) and glutaric (AG); made through microwave irradiation in
a conventional oven. The coupling reactions were followed by the FTIR
spectrometry technique. The emulsifying properties of the derivatives
were studied through the preparation of water/kerosene systems,
using as reference emulsions prepared by the commercial surfactants
with nonylphenol polyethoxylated with 18 repeating units of ethylene
oxide (NPE-18) and sodium dodecylbenzenesulfonate (DBS), in order
to compare and evaluate the properties obtained from the emulsions
prepared with these derivatives, both alone and blended with the
surfactant NPE-18.

Kevywobs: lignin, microwave, surfactants, emulsions, stability.

Introduccion

La lignina es un polimero natural amorfo de naturaleza aromatica que
se encuentra en las plantas y también en la madera, al igual que la celulosa
(Eriksson et al., 2009). La industria de pulpa y papel ha sido considerada como
uno de los mas grandes consumidores de recursos naturales y la lignina es uno
de los subproductos principales de esta empresa manufacturera (De los Santos
Ramos et al., 2009); esta lignina se utiliza principalmente como combustible
que genera una fuente energética en el proceso de pulpaje convencional. El
interés en usar fibra maderera para la produccion de celulosa para papel esta
creciendo, lo que conlleva a la obtencion de grandes cantidades de desechos
lignicos que se pueden utilizar para desarrollar nuevas aplicaciones en la
industria quimica (Homma et al., 2008; Ouyang et al., 2009) y farmacéutica
(Kubo et al., 2003), entre otras. Puesto que se ha reportado que la lignina
posee propiedades tensoactivas (Padilla et al., 2002; Ouyang et al., 2009) ésta
se puede aprovechar y a la vez minimizar la contaminacion ambiental (Chen
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et al., 2008) dandole un valor agregado a los desechos del pulpaje (Holladay
et al., 2007; Shulga et al., 2011). La lignina disuelta en estos desechos puede
utilizarse como materia prima, ya que solo el 1 - 2% del licor negro donde se
encuentra disuelta es utilizado para valiosos procesos industriales (Stewart,
2008). Dependiendo de la aplicacion, en algunos casos es necesario modificar
estructuralmente la lignina para conferirle propiedades especificas.

En la literatura se ha encontrado un gran nimero de reacciones de
modificacion de la lignina (Ouyang et al., 2009; Xiao et al., 2001; Stewart,
2008; Zhao et al., 2001; Xiao-Feng et al., 2006; Doczekalska et al., 2007;
Hutterman et al., 2001) entre las que se encuentran las reacciones de acilacion
con anhidridos ciclicos (succinico, maleico, glutarico o ftalico) adicionandole
ciertas propiedades surfactantes. Las propiedades de la lignina pueden ser
modificadas por reacciones de esterificacion con anhidridos ciclicos mediante
el uso de la técnica de radiacion con microondas (Ysambertt et al., 2009;
Maldhure et al., 2011; Delgado et al., 2012), la cual es rapida y sencilla en
comparacion con el método convencional (Ratanakamnuan et al., 2012). La
reaccion se realiza con la finalidad de variar el balance hidrofilico-lipofilico
de la macromolécula.

En el presente trabajo se realizo la modificacion estructural de lignina
de pino con AS, AM y AG, para posteriormente utilizarlo como surfactante
del tipo anionico, tanto individualmente como mezclado con un surfactante
no ionico comercial de referencia para la formulacion de emulsiones agua/
aceite.

1. Parte experimental

1.1. Reactivos, solventes y muestras

El sustrato que se utilizo para la sintesis con microondas fue lignina de
pino precipitada con HCl concentrado (Riedel de Haén; 37%) hasta pH 5, a
partir de un licor negro suministrado por la empresa Smurfit Morcapel, la cual
se modifico con los anhidridos Succinico (Merck; 99%), Maleico (Merck; 99%)
y Glutarico (TClI América; 98%). También se empled solucion de hidroxido
de sodio (Merck; 99%) y como solventes acetonitrilo (Merck; 99,8%) y etanol
(Merck; 99,9%). Para la preparacion de las pastillas a medir en el FTIR se
utilizé bromuro de potasio (Merck; grado espectroscépico).

Para la preparacion de las emulsiones se utilizo el surfactante no
ionico Nonilfenol polietoxilado con un nimero de oxido de etileno (EON)
de 18 (NPE-18), suministrado por Oxiteno y el surfactante anionico
Dodecilbencensulfonato de sodio (DBS, Sigma-Aldrich; 80%), como fase oleica
se emple6d querosén de uso doméstico con un EACN (NUimero de atomos
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de Carbono del alcano equivalente) de 9 y como fase acuosa se utilizaron
soluciones acuosas de hidroxido de sodio 0,1 M, dada la baja solubilidad de
lignina y sus derivados en medio acuoso.

1.2. Materiales y equipos

Para las sintesis se utilizd un horno microonda de uso doméstico
marca Panasonic con una potencia maxima de 1200 Watts. Para la
precipitacion de los derivados se utilizé una centrifugadora marca Centra®.
Para la caracterizacion de los fragmentos lignicos obtenidos se utilizd un
espectrometro FTIR marca Shimadzu modelo 8400 s. Las emulsiones se
prepararon con un homogeneizador Silent Crusher M marca Heidolph, con
barra homogeneizador modelo 8F, y en algunos casos se prepararon con
un vortex marca Fisher Scientific. Para las pruebas de estabilidad de las
emulsiones se utilizé un bano termostatizado PolyScience con circulador de
agua marca LAUDA tipo B. Los valores de conductividad se determinaron
con el Microprocessor Conductivity Meter, modelo LF 320 y con la Standard-
conductivity cell TetraCon®325. La viscosidad de las emulsiones se determind
con un reémetro marca Brookfield, modelo LVDV-lll+, con el Software
Rheocal32 para el analisis de los resultados.

1.3. Modificacion quimica de la lignina por medio de radiacion
microondas

La modificacion quimica de la lignina se realizo siguiendo procedimientos
establecidos en estudios previos (Ysambertt et al., 2009; Delgado et al.,
2012), empleando los anhidridos: succinico, maleico y glutarico. Todas las
reacciones se hicieron al menos por triplicado. Las Figuras 1, 2 y 3 ilustran
los esquemas de reaccion de la modificacion de LPM con AS, AM y AG,
respectivamente. Los tres procedimientos asistidos por microondas (MW) se
detallan a continuacion:

1.3.1. Modificacion de lignina con anhidrido succinico

Se tomaron 100 mg de LPM y se mezclaron con 200 mg del anhidrido
en un reactor para sintesis, posteriormente se le adicionaron 5 mL de una
mezcla de solventes acetonitrilo/etanol en una proporcion 4:1 como medio
difusor y se llevd a sonicacion por 5 min. Luego se someti6 a reaccion por 80
s en un microondas de uso doméstico a su maxima potencia. Los derivados se
precipitaron con una disolucion de HCl al 5% y se separaron por centrifugacion
a 5000 rpm por 15 min, hasta obtener un sobrenadante claro, el sélido se
seco en una estufa por un periodo de 24 h (Delgado et al., 2012).
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Ficura 1. Esquema de reaccion para la modificacion quimica de lignina de
pino con anhidrido succinico (Ar: Aromatico, Me: Metilo, ACN: acetonitrilo,
EtOH: etanol)

1.3.2. Modificacion de lignina con anhidrido maleico

Se tomaron 100 mg de LPM y se mezclaron en un reactor con 500 mg
del anhidrido. La reaccion se llevo a cabo en ausencia de solvente por 60 s
a potencia maxima del microondas. El producto obtenido se precipitd con 5
gotas de HCl concentrado y se separd por centrifugacion a 5000 rpm por 15
min, hasta obtener un sobrenadante claro, el solido se secé en una estufa por
un periodo de 24 h (Ysambertt et al., 2009).
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Ficura 2. Esquema de reaccion para la modificacion quimica de lignina de
pino con anhidrido maleico (Ar: Aromatico, Me: Metilo)
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1.3.3. Modificacion de lignina con anhidrido glutarico

La reaccion se llevo a cabo en ausencia de solvente por 60 s y potencia
maxima del microondas mezclando 100 mg de lignina y 200 mg del anhidrido,
luego se precipitd el producto con una disolucion de HCl al 5%. El producto
precipitado se separ6 por centrifugacion a 5000 rpm por 15 minutos, hasta
obtener un sobrenadante claro, el sélido se seco en una estufa por un periodo
de 24 h (Delgado et al., 2012).
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Ficura 3. Esquema de reaccion para la modificacion quimica de lignina de
pino con anhidrido glutarico (Ar: Aromatico, Me: Metilo)

El rendimiento de los derivados obtenidos se calculé como el porcentaje
ganado en peso (% PGP), que no es mas que la relacion entre la masa de
lignina modificada (mmod) y la masa de lignina sin modificar (munmod),
(Ratanakamnuan et al., 2012):

m - munmo
0 PGP = (Mo <) x 100
T

unmod

1.4. Caracterizacion espectroscopica

El seguimiento de las reacciones y la caracterizacion de las fracciones
obtenidas se llevaron a cabo por espectrometria FTIR. El analisis FTIR se
realizé6 comparando las bandas de vibracion de diferentes grupos funcionales
de los derivados y de la lignina de partida. Para obtener los espectros FTIR
se pesaron 2 mg de la muestra y se mezclaron con 148 mg de bromuro de
potasio, tomando de esta mezcla 100 mg para la preparacion de las pastillas.
Todos los espectros se realizaron al menos por triplicado, no encontrando
diferencias significativas entre éstos.
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1.5. Preparacion de las emulsiones

Las emulsiones se prepararon a una relacion agua/aceite (WOR) de
30/70 v/v. Tanto los surfactantes comerciales como la lignina esterificada
fueron preparadas en soluciones de NaOH 0,1 M, a una concentracion de
5000 ppm, para evaluar la estabilidad de las emulsiones preparadas con los
surfactantes comerciales y con los derivados obtenidos.

También se evalué la estabilidad de emulsiones agua/querosén
empleando mezclas de surfactantes anidnico (DBS o derivado de lignina)
y no ionico (NPE-18). Para ello, se realizaron barridos con la finalidad de
establecer la relacion de la mezcla surfactante anionico/surfactante no
ionico que permitiera obtener las emulsiones mas estables. Una vez definidas
las fases a emulsionar se procedié a mezclar el querosén y la solucion acuosa
del surfactante y se procedié a formar las emulsiones con el homogeneizador
a 11000 rpm por 30 s. Por ultimo, las emulsiones preparadas (15 mL) fueron
aforadas en tubos de barrido, los cuales se sellaron y taparon para evitar
pérdidas por evaporacion. Todos los experimentos se realizaron al menos por
triplicado, no encontrando diferencias significativas entre los resultados, por
lo que éstos se expresan como el promedio obtenido.

1.6. Pruebas de estabilidad

La estabilidad de las emulsiones se evaluo después de formada la
emulsion y se relacion6 con el volumen de fases separadas (Sjoblom,
2001; Padilla et al, 2007). Los tubos de barrido se colocaron en un bafo
termostatizado a una temperatura de 22 °C, donde se midio la fraccion
volumétrica de agua que se separo cada 15 minutos durante las primeras dos
horas y luego cada hora hasta completar 24 horas.

2. Resultados y discusion

2.1. Caracterizacion espectroscopica de los derivados obtenidos

Para el monitoreo de las reacciones se uso la técnica de espectroscopia
FTIR, lo cual permitio seguir de manera sencilla los cambios estructurales de
la esterificacion de la lignina durante la sintesis asistida por MW, en funcion
de las senales caracteristicas en el espectro de FTIR de la lignina reportado
en la literatura (Hergert, 1960).

Los espectros FTIR de LPMy los productos esterificados con AS (LPMEAS),
AM (LPMEAM) y AG (LPMEAG) se muestran en la Figura 4, donde se evidencia
la esterificacion por los cambios observados en las sefales caracteristicas de
la lignina o modificacion de las mismas.
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Ficura 4. Comparacion de los espectros FTIR de LPM y de los productos
obtenidos por la esterificacion con AS, AM y AG

Entre las sefnales caracteristicas se observa la vibracion de tension del
O-H entre 3.440-3.430 cm™ como una banda ancha correspondiente a los
grupos OH perteneciente a los acidos carboxilicos, los cuales son productos
de la reaccion de la apertura del anillo del anhidrido maleico, succinico o
glutarico solapadas con las v O-H de los grupos OH del tipo fenolico y alifaticos
de la macromolécula. También se incrementan las senales de tension v C-O
tipo éster entre 1.220-1.271 cm™.

Adicionalmente se observa una senal bastante significativa en la zona
entre 1.749-1.724 cm™ perteneciente a las v C=0, tanto de éster como de
acido carboxilico para los tres derivados obtenidos, notandose un aumento
bastante pronunciado en la intensidad de la banda con respecto a la lignina
de partida, lo que efectivamente evidencia que ocurrio la esterificacion de la
lignina (Liu et al., 2007; Safou-Tchiama et al., 2007; Xiao-Feng et al., 2006;
Xiao et al., 2001).

El rendimiento de los derivados obtenidos se encuentra alrededor de
un 14% (PGP), valores que se encuentran en concordancia con los resultados
reportados en estudios similares para la modificacion de lignina, celulosa
o bagazo de cafna de azlcar con AS o AM (Liu et al., 2007; Liu et al., 2008;
Safou-Tchiama et al., 2007; Maldhure et al., 2011; Ratanakamnuan et al.,
2012).
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2.2. Evaluacion de la estabilidad de emulsiones preparadas con los
derivados de lignina obtenidos por esterificacion

La lignina es una macromolécula mayormente de caracter hidréfobo
debido a su estructura, a pesar de poseer un gran nUmero de grupos bastante
polares ésta solo es soluble en soluciones alcalinas como NaOH. Para este
estudio se utilizd una solucion de hidroxido de sodio 0,1 M para poder
solubilizar la lignina y los derivados obtenidos y utilizarlos como surfactantes
para la estabilizacion de emulsiones en sistemas surfactante/agua/querosén.

En la Figura5 se muestra la estabilidad de las emulsiones preparadas
con los surfactantes comerciales NPE-18 y DBS, y con los derivados de lignina
(LPMEAS, LPMEAM, LPMEAG), expresada como el porcentaje de fase acuosa
separada en funcion del tiempo, a una concentracion de 5000 ppm.

En términos generales, los sistemas preparados con los surfactantes
comerciales son los mas estables; en relacion con las emulsiones preparadas
con los derivados de lignina, la estabilidad de los derivados se presenta en el
orden LPMEAG> LPMEAM> LPMEAS.

100

—=—NPE
—+—DBS
—#— LPMEAG
—<—LPMEAM
—=— LPMEAS

20

Porcentaje de Agua separada (%)

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)
Ficura 5. Comparacion de la estabilidad en funcion del tiempo de las

emulsiones preparadas con los surfactantes comerciales y derivados de
lignina a una temperatura de 22 °C (WOR = 30/70).

El sistema mas inestable en este caso fue la emulsion preparada con
LPMEAS, incluso si se compara con LPMEAM, observandose que no hay mucha
diferencia en cuanto a la cantidad de fase acuosa separada; sin embargo,
experimentalmente se consiguid que asi como se separa la fase acuosa,
también se separa la misma cantidad de fase oleica, fendmeno que no ocurre
en la emulsion preparada con el derivado LPMEAM, donde experimentalmente
la cantidad de fase oleica que se separd durante el transcurso de las 24 horas
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de medicion fue solo un 10% de la fase oleica. Este orden de estabilidad se
debe posiblemente a la adsorcion del anfifilo sobre la interfase aceite-agua
y la superficie de las gotas de la emulsion, debido a la mayor penetracion
de las cadenas del anion carboxilato del derivado LPMEAG (presente en la
solucion basica de NaOH), ya que el anhidrido glutarico posee un atomo de
carbono adicional en comparacion con los anhidridos maleico y succinico,
permitiéndole asi al carboxilato del derivado LPMEAG ubicarse mejor en la
interfase por poseer una mayor flexibilidad al aumentar el tamano de la
cadena hidrocarbonada.

La incorporacion de este grupo funcional acoplado en la lignina le
permite a los derivados la adsorcion en la interfase agua-aceite, aprovechando
el tamano molecular del biopolimero, evitando asi la coalescencia de las
gotas tanto por un efecto estérico como eléctrico de las moléculas éster-
lignol, y que se desestabilice la emulsion, como se muestra en la Figura 6.

Ficura 6. Efecto estérico en la estabilizacion de emulsiones agua/aceite
(Sun et al, 2007)

Es importante destacar que la estabilidad de la emulsion preparada
con el derivado LPMEAG es comparable a la estabilidad de las emulsiones
preparadas con los surfactantes comerciales usados como referencia. Este
fenomeno es posible debido a la insercién de un nuevo grupo funcional,
lo que demuestra que la reaccion de modificacion en la lignina de partida
produjo un cambio del balance lipofilico-hidrofilico de las cadenas del
biopolimero, brindandole caracter surfactante a la nueva estructura y por
ende mayor estabilidad en la preparacion de emulsiones, ya que la molécula
de lignina sin modificar no es muy buen estabilizante de emulsiones. Este
comportamiento de la lignina se evidencia en trabajos reportados por Padilla
et al. (2007) y los resultados obtenidos en este trabajo para sistemas donde
las fases son agua y queroseén.
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En la Tabla 1 se observa que el tipo de emulsion obtenida tanto para
las emulsiones preparadas con los surfactantes comerciales como para las
preparadas con los derivados de lignina, es del tipo O/W (gotas de aceite
dispersas en agua), ya que para todos los casos la conductividad eléctrica es
mayor a 1120 pS.cm™, si se obtienen menores conductividades se habla de
emulsiones W/0 (gotas de agua dispersas en aceite). Los resultados indican
que los derivados de lignina sintetizados en este estudio se comportan como
surfactantes anionicos, lo cual era de esperarse de acuerdo a su estructura.

TABLA 1. Valores de conductividad eléctrica para las emulsiones
preparadas con los diferentes surfactantes a 22.0 + 0.1 °C.

Conductividad

Surfactante (uS.cm™)
NPE-18 3240
DBS 1697
LPMEAG 1327
LPMEAM 1230
LPMEAS 1120

2.3. Evaluacion de la estabilidad de emulsiones preparadas con
mezcla de surfactantes comerciales y derivados de lignina

Se evaluo la formacion de emulsiones agua/querosén estabilizadas con
una mezcla binaria de surfactantes anionico/no ionico, en este caso tanto de
los surfactantes comerciales DBS/NPE-18, como de NPE-18 y cada uno de los
derivados obtenidos de la modificacion de la lignina, evaluando proporciones
de mezcla 30/70, 50/50, 70/30 a una concentracion total de 5000 ppm en el
sistema y una WOR de 30/70, con la finalidad de evaluar el efecto de estas
mezclas sobre la estabilidad de las emulsiones. Los resultados obtenidos se
pueden observar en la Figura 7.
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Ficura 7. Estabilidad de las emulsiones preparadas con mezclas de NPE-18
y los derivados de lignina sintetizados con asistencia microondas a una
concentracion total de 5000 ppm, y una temperatura de 22 °C. (a) Mezcla
DBS/NPE-18. (b) Mezcla LPMEAG/NPE-18. (c) Mezcla LPMEAM/NPE-18. (d)
Mezcla LPMEAS/NPE-18

La emulsiones preparadas con mezclas de surfactantes anionico/no
ionico comerciales (DBS/NPE-18), son mas estables que las preparadas con
los surfactantes puros, como se observa en la Figura7a, lo que indica que
esta mezcla de surfactantes tiene un efecto positivo en las formulaciones
estudiadas (Goloub et al., 2005; Delgado et al., 2007a; Delgado et al., 2007b)

También se evaludé el efecto de adicionar el surfactante NPE-18
a las emulsiones preparadas con LPMEAG (Figura 7b), observandose un
comportamiento similar al de la mezcla DBS/NPE-18, obteniendo una
marcada estabilidad con respecto a las emulsiones preparadas solo con
LPMEAG. Se observa que a medida que aumenta la relacion LPMEAG/NPE-18
disminuye el porcentaje de agua separada de la emulsion, siendo 70/30 la
relacion a la cual se obtiene la mayor estabilidad. Estos resultados confirman
el efecto sinérgico (efecto aditivo o de cooperacion entre moléculas) que
ocurre entre surfactantes no ionicos y derivados lignicos sintetizados con
asistencia microondas.

Del mismo modo, la adicion del surfactante NPE-18 a las formulaciones
estudiadas con LPMEAM y LPMEAS, Figuras 7c y 7d, respectivamente, produjo
un efecto aditivo, incrementando la estabilidad de la emulsion hasta en un
50% con respecto a las emulsiones preparadas Unicamente con los derivados
sintetizados en este estudio, observandose un orden de estabilidad de las
siguientes proporciones derivado/NPE: 30/70 > 50/50 > 70/30, necesitando
mayor cantidad de surfactante comercial para obtener una mayor estabilidad.
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Es posible que estos derivados necesiten mayor cantidad de surfactante que
los derivados de LPMEAG debido a la mayor longitud de la cadena insertada
en la macromolécula en este derivado como se discutié anteriormente.

Para todas las formulaciones estudiadas con mezclas de surfactantes y
derivados de lignina se determiné que el tipo de emulsion obtenida es aceite
en agua (O/W), resultados que se pueden corroborar por las medidas de
conductividad eléctrica obtenidas en la Tabla 2.

TABLA 2. Valores de conductividad eléctrica en pS.cm™' para las
emulsiones preparadas con mezclas de anfifilos (22.0 + 0.1 °C)

Surfactante/Proporcion 0/100 30/70 50/50 70/30 100/0

DBS/NPE-18 3240 2590 2650 2480 1697
LPMEAG/NPE-18 3240 1760 1138 1056 1327
LPMEAM/NPE-18 3240 1868 1454 1252 1230
LPMEAS/NPE-18 3240 2170 1997 1720 1120

Como complemento del estudio de la estabilidad de las emulsiones
preparadas con los derivados obtenidos mediante la modificacion de la
lignina con anhidridos ciclicos (glutarico, maleico y succinico) y las mezclas
con el surfactante NPE-18, en la Figura 8 se muestra el tiempo en el que los
sistemas emulsionados tardan en alcanzar la relacion V/V= (volumen de agua
separada/volumen total) igual a 0,13.

Estabilidad (horas)

Ficura 8. Comparacion de la estabilidad de emulsiones preparadas a
diferentes formulaciones (V/V= = 0,13)
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En esta figura se evidencia una estabilidad marcada para las emulsiones
preparadas con mezclas del surfactante comercial y los derivados lignicos
sintetizados con asistencia microondas, duplicando y en algunos casos
triplicando la estabilidad con respecto a las formulaciones preparadas con
los surfactantes puros, observando separacion de fases por encima de las
24 horas de preparada la emulsion. Este hecho genera el interés de estudiar
estos sistemas con otro tipo de fases oleicas para brindarle una aplicacion
a nivel industrial como en la industria petrolera, en donde las emulsiones
del tipo O/W, como las obtenidas en este estudio, pueden tener potencial
aplicacion en el transporte de crudos, ya que al tener como fase continua
la fase acuosa, se disminuye la viscosidad del crudo en varios ordenes de
magnitud, lo que facilitaria las operaciones de produccién del mismo (Delgado
et al., 2007a; Delgado et al., 2007b).

Consideraciones finales

La radiacion MW resulté ser un método rapido y eficiente para llevar
a cabo reacciones de esterificacion de lignina con anhidridos ciclicos. La
espectroscopia FTIR es una herramienta adecuada para seguir este tipo de
reaccion, observando la aparicion de una banda intensa perteneciente al
carbonilo de los nuevos grupos carboxilatos de lignol incorporados en la
macromolécula.

Los sistemas emulsionados preparados con los surfactantes NPE-18 y
DBS fueron mas estables que las emulsiones preparadas con los derivados de
LPM. Las emulsiones preparadas con estos derivados mostraron una buena
tendencia de estabilidad, siendo los sistemas emulsionados con LPMEAG mas
estables que los sistemas preparados con LPMEAM y LPMEAS. A pesar que
algunos estudios reportan que la lignina no es un buen emulsionante, los
resultados obtenidos de su modificacion estructural revelan efectos positivos
al modificar la lignina insertando nuevos grupos funcionales para lograr asi un
mejor balance hidrofilico-lipofilico en su estructura.

Al utilizar la mezcla derivado lignico/surfactante NPE-18 en la
formulacion de emulsiones, se logrd observar un efecto sinérgico permitiendo
estabilizar las emulsiones mediante fuerzas estéricas y de repulsion
obteniendo emulsiones mas estables que con los surfactantes puros puros
Las mezclas de LPMEAG/NPE-18 en una proporcion 70/30, LPMEAS/NPE-18
en una proporcion 30/70 y LPMEAM/NPE-18 en una proporcion 30/70, igualan
y en algunos casos superan la estabilidad de la mezcla de surfactantes DBS/
NPE-18 empleada como referencia.
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Efecto de diferentes concentraciones de NaCl vy
CoCl, sobre la produccién de aloina en hojas de
plantas de Aloe vera (L.) Burm. F. regeneradas in
vitro
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RESUMEN

La adicion de NaCl 100 mM y 300 mM al medio de cultivo Murashige y Skoog
durante 60 dias permitié la obtencién de 18,94 y 16,79 pg.g’' de
biomasa seca de aloina, es decir, incremento la produccion en 230 y
204%, respectivamente, con respecto a los testigos. Estos resultados
demostraron que este compuesto, a esas concentraciones, se comporto
como elicitor y, asimismo, que los cultivos in vitro son una plataforma
atil para incrementar la produccién de metabolitos secundarios de
importancia econémica y medicinal en A. vera.
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Effect of different concentrations of NaCl and
CoCl, on the production of aloin in regenerated
in vitro leaves of aloe vera

ABSTRACT

The addition of 100Mm and 300Mm of NaCl in the Murashige and Skoog culture
medium during 60 days allowed the obtaining of 18,94 and 16,79 pg.g"
dry biomass of aloin, which means that compared to the controls, the
production was increased in 230 and 204% respectively. These results
demonstrated that the compound NaCl, with those concentrations,
acted as an elicitor; and also that the in vitro cultures are a useful
platform to increase the production of secondary metabolites in A.
vera, of economic and medicinal importance.

Kevwobs: Aloe vera, elicitors, NaCl, CoCl,, secondary metabolites.

Introduccion

La zabila o Aloe vera ha sido usada como medicina tradicional desde
la antigiedad. Los metabolitos secundarios producidos por esta planta,
especialmente la aloina, son ampliamente utilizados debido a sus propiedades
medicinales, cosméticas y alimentarias (Fox et al., 2014, Epifano et al., 2014,
Ramirez et al., 2012, Dominguez-Fernandez et al., 2012, Harlev et al., 2012).
En la actualidad, el cultivo in vitro representa una de las herramientas mas
importantes para la produccion de metabolitos secundarios a partir de las
plantas (Plazas Avila, 2015; Shilpa et al., 2010), convirtiéndose en herramienta
fundamental para las empresas que comercializan los metabolitos obtenidos
a partir de diferentes especies de plantas

Una de las limitaciones para la produccion de metabolitos secundarios
a través de cultivos in vitro es el bajo rendimiento de dichos compuestos,
pudiendo incrementarse con la manipulacion de los cultivos y el uso de
elicitores (Ruiz-Garcia et al., 2014; Pérez-Alonso et al., 2014). En este
sentido, los elicitores son agentes, bidticos y abioticos (extractos bioldgicos,
polisacaridos, micoorganismos, radiacion UV, temperaturas extremas,
fungicidas, antibioticos, metales pesados y altas concentraciones de sales),
usados para incrementar la productividad de ciertos compuestos de interés
en los cultivos (Praveen et al., 2014; Zhu et al., 2014; Mendhulkar y Ali Vakil,
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2013). El uso de elicitores en los cultivos in vitro es una de las estrategias
empleadas en los Ultimos afos para mejorar la produccion de metabolitos
secundarios.

Por tal razon, debido a la gran demanda actual de compuestos
producidos por las plantas de A. vera, se hace necesario desarrollar estudios
para incrementar la produccion de algunos metabolitos de interés, ya que
a pesar de las grandes aplicaciones y usos que tienen estas plantas, pocas
especies del género Aloe han sido sometidas a la accion de elicitores para
inducir mayor produccion de metabolitos secundarios o para el desarrollo de
programas de mejoramiento. Por ello se evalu6 el efecto del NaCl y CoCl,
sobre la produccion de aloina en hojas de plantas de A. vera regeneradas in
vitro con el fin de presentar una via alternativa para la produccién de dicho
compuesto.

1. Materiales y Métodos

Para el establecimiento de los cultivos, se siguio la metodologia de
Matos (2007), seleccionando plantas silvestres sanas, de 10 cm de longitud,
colectadas y mantenidas bajo condiciones naturales en los jardines del
Departamento de Biologia de la Facultad Experimental de Ciencias de la
Universidad del Zulia (Maracaibo-Venezuela), para aislar y obtener las yemas
apicales que fueron utilizadas como explantes. Estas yemas se desinfectaron
bajo condiciones asépticas en una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al
6%, durante 20 min en constante agitacion. Posteriormente, se lavaron con
agua destilada estéril.

Estas yemas provenientes de las plantas silvestres se cultivaron y
multiplicaron en medios de cultivo constituidos por las sales de Murashige
y Skoog (MS) (1962), 3% de sacarosa, 100 mg.L" de acido ascorbico, 1 mg.L"
de Kinetinay 1 mg.L" de BA (Benciladenina) y 0,9% de agar. El pH del medio
se ajusto a 5,7- 5,8 y se esterilizé en un autoclave a 121 °C de temperatura
y 1 atm de presion por 20 min. Las yemas se sembraron en frascos de vidrio
cerrados y se colocaron en un cuarto de cultivo a una temperatura de 26°C +
1°C bajo luz continua fluorescente de 40 mol.m2.s"".

Las plantas obtenidas a partir de las yemas anteriores se sembraron en
medios controles compuestos de sales de Murashige y Skoog mas 1mg.L"' de
Kinetina y 1mg.L"' de BA (benciladenina) y en medios de cultivo modificados
afnadiendo distintas concentraciones de NaCl a 100, 200 y 300 mM y CoCl,
a 10, 20 y 50 pM. Se sembraron 3 plantas de aproximadamente 3 cm de
longitud por cada frasco, por dia, por tratamiento, con controles para cada
dia, tanto con NaCl como con CoCl,, para un total de 72 plantas analizadas,
con subcultivos cada 30 dias hasta el momento de la toma de las muestras.
Para ello, se recolectaron hojas de plantas que habian sido cultivadas in
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vitro durante 30, 60 y 90 dias para los analisis de contenido de aloina. Se
recolectaron las hojas mas largas, de aproximadamente la misma longitud.
Todos los analisis se hicieron por triplicado.

El proceso de extraccion y analisis del contenido de aloina se llevo a
cabo siguiendo el protocolo descrito por Park et al. (1998) en las muestras
(por triplicado), tanto de hojas de plantas silvestres como en las hojas de los
plantas regeneradas in vitro.

El analisis de los extractos etandlicos del compuesto estandar y de las
muestras se llevd a cabo mediante separacion por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion (HPLC), en un sistema Agillent 1100, del Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos del Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA-
Zulia.

Los resultados se analizaron con el programa SPSS v.19, mediante
analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias entre medias se estimaron
empleando la prueba del test de Tukey para p < 0,05.

2. Resultados

La curva de calibracion fue lineal, con limite de deteccion para la aloina
de 0,05 mg.ml" con un tiempo de retencion de 42,494 min (Figura 1A). Dado
que la aloina se presenta en sus dos isoformas: aloina Ay aloina B, tal como
se ha descrito con anterioridad (Manitto et al., 1990), para su cuantificacion
se sumaron los resultados obtenidos para cada pico, obteniéndose el valor
total de aloina presente en el extracto. En la Figura 1B puede observarse el
cromatograma de la solucion del compuesto estandar de aloina (Sigma, 97%).
Los picos 1a. y 1b. corresponden a los de la aloina Ay B respectivamente.

Area |

0 002 0.04 A T T T
Amountimasmil ® = @ min

ALOINA at exp. RT: 42.4354
VWDl A, Wavelength=293 nom
Correlation: 0.55907

Ficura 1. A. Curva de calibracion del estandar de aloina. B. Cromatograma
de la solucion del compuesto estandar de aloina (Sigma, 97%). 1a: aloina A,
1b: aloina B.
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2.1. Efecto de diferentes concentraciones de CoCl, (10 pM, 20
UMy 50 pM) sobre la produccion de aloina en hojas de plantas
regeneradas in vitro.

Para llevar a cabo el presente estudio, los medios de cultivo se
suplementaron con dos compuestos (NaCl y CoCl,) para determinar el efecto
elicitor de cada uno de ellos. En el caso del CoCl, se utilizaron medios
de cultivo con concentraciones de 10, 20 y 50 pM, aumentando, en cada
caso, las concentraciones de CoCl, ya que las sales MS tienen dentro de su
composicion este metal. ’

Como se observa en la Figura 2, entre las concentraciones de CoCl,
utilizadas la que obtuvo mayor produccion de aloina fue 20 pM (3,72 pg.g”
biomasa seca), seguido de 10 uM (0,63 pg.g"' biomasa seca) y 50 pM (0,36
pg.g' biomasa seca), todas observadas al dia 90 de tratamiento y por Ultimo
en el control del dia 30 (0,83 pg.g' biomasa seca). Para el resto de los dias
no se detecto aloina. El contenido de aloina obtenido con 20 pM de CoCl, para
el dia 90 fue mayor al encontrado en el control.
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Ficura 2. Produccion de aloina en hojas de plantas de Aloe vera regeneradas
in vitro con diferentes concentraciones de CoCl, (10 pM, 20 pM y 50 uM)
durante 90 dias. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas de
los promedios mas sus desviaciones estandar (Tukey, p<0,05).

2.2. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl (100mM, 200mM
y 300mM) sobre la produccion de aloina en hojas de plantas
regeneradas in vitro.

En la Figura 3 se observan los resultados de las plantas mantenidas
en tratamiento con NaCl. Para el dia 30 el control tuvo una produccion de
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1,3 pg.g" de biomasa seca, con 100mM, 200 mM y 300 mM no se detecto
produccion de aloina.

Alos 60 dias de tratamiento, la produccion de aloina en las hojas de las
plantas sembradas en el medio control fue de 8,22 pg.g' de biomasa seca;
con 100 mM fue de 18,94 pg.g' biomasa seca siendo ésta la concentracion y
el dia en el cual hubo mayor produccion de este metabolito. Para 200 mM no
se detecto aloina. Con 300 mM la produccion fue de 16,79 pg.g"' de biomasa
seca.

Durante el dia 90, no se detectod aloina en el medio testigo, con NaCl
100 mM hubo una produccion de 4 pg.g' de biomasa seca y de 0,87 pg.g’
biomasa seca con 200 mM. El NaCl 300 mM aparentemente inhibié la sintesis
de aloina o la cantidad es sumamente baja como para ser detectada.
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Ficura 3. Produccion de aloina en hojas de plantas de Aloe vera regeneradas
in vitro con diferentes concentraciones de NaCl (100 mM, 200 mM y 300
mM) durante 90 dias. Los asteriscos (*) representan diferencias significativas
de los promedios mas sus desviaciones estandar (Tukey, p<0,05).

3. Discusion

Los tratamientos con NaCl 100 Mm y 300 Mm al dia 60 y CoCl, 20uM al
dia 90, promovieron la mayor produccion de aloina de los medios utilizados.
En ambos casos, la produccion de aloina fue mayor a la observada en los
testigos. Estudios anteriores han demostrado que la adicion de metales
pesados y sales pueden causar un incremento en la produccion de metabolitos
secundarios (Hussain et al., 2012; Matos, 2005).
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En cultivos de raices de Panax ginseng se observaron incrementos de
1,15y 1,13 veces en el contenido y productividad de saponina de ginseng al
agregar 0,1% w/v de NaCl, (Jeong y Park, 2007). En el presente trabajo, la
produccion de aloina fue muy variable con este compuesto, observandose
sin embargo que para el dia 60 la produccion de aloina con 100 y 300 mM
de NaCl fue mayor con respecto al testigo. Esto indico que hubo diferencias
en cuanto a las concentraciones de NaCl utilizadas siendo la de 100 mM la
concentracion 6ptima para la produccion de aloina. Este hecho podria estar
relacionado con que el estrés abidtico ocasionado por el NaCl puede activar la
cascada de senales de las protein kinasas en las plantas (Zhu, 2002). Ademas,
se ha descrito que la exposicion a altas concentraciones de NaCl en cultivos in
vitro puede ocasionar un incremento de la tolerancia a la salinidad de ciertas
plantas, como ha ocurrido en hibridos de maiz (Pesqueira et al., 2003), lo
cual puede constituir un mecanismo fisioloégico de defensa frente al estrés
ocasionado por el NaCl, hecho que debe considerarse en futuros estudios de
seleccion de plantas con tolerancia a la salinidad, altamente productoras de
compuestos de interés, como la aloina en A. vera.

Por otro lado, el tratamiento con CoCl, 20 pM durante 90 dias ocasiono
un ligero incremento en el contenido de aloina. Estos resultados coincidieron
con los de Matos (2005) quien observo que al ahadir 50 pM de CoCl, se
incremento la produccion de aloina en suspensiones celulares de A. vera.

Considerando que la produccion de aloina no siguié un patrén general
para los dias y compuestos utilizados, observandose incluso ausencia de
produccion en algunos casos, hay que resaltar que debido a su condicion de
metabolitos secundarios, los compuestos fenolicos como la aloina, son un
grupo muy heterogéneo desde el punto de vista metabolico y la produccion de
estos compuestos dependera en gran medida de la composicion del medio de
cultivo; asi como también de factores ambientales, tales como la intensidad
luminosa y el estadio de desarrollo de la planta. Todos estos factores pueden
causar variaciones cualitativas y cuantitativas en la producciéon de dichos
compuestos por lo que el uso exitoso de elicitores requiere una intensa
estandarizacion con el objeto de lograr una perfecta combinacion de medio
de cultivo y el tipo correcto de elicitor y su concentracion (Baenas et al.,
2014; Cai et al., 2011), factores importantes para superar las limitaciones de
la produccion de metabolitos secundarios incluyendo la estandarizacion de
parametros fisicos y quimicos (Shilpa et al., 2010).

Otra posible explicacion de por qué en algunos casos no fue posible
la deteccion de aloina podria estar relacionada con el hecho de que se ha
observado que la aloina se oxida en los cultivos in vitro para dar lugar a la
aloe-emodina (Manitto et al., 1990; Matos, 2005, Matos, 2008; Lozano et
al., 2011). Ademas, las células in vitro presentan un estado de desarrollo y
diferenciacion distintos a los de la planta adulta, lo que podria conducir a
la expresion o represion de una determinada ruta metabolica y por tanto,



Rossyflor Tablante y Col. ///
64 Efecto de diferentes concentraciones de NaCl y CoCl....

es posible que determinados compuestos no sean observados o lo hagan en
menor nimero y/o cantidad en los materiales in vitro. Es igualmente posible
que dichas diferencias se deban a condiciones endogenas, ya que a pesar de
la homogeneidad del sistema in vitro, persisten fuentes de variacion dificiles
de controlar. En las plantas, la diferenciacion consiste en el conjunto de
procesos moleculares, bioquimicos y fisiologicos mediante los cuales una
célula meristematica adquiere propiedades metabolicas, estructurales y/o
funcionales diferentes a las de la célula progenitora, lo que proporciona a
los cultivos caracteristicas propias y Unicas, aun cuando estos provengan de
una misma planta.

Conclusion

Este estudio demuestra que el contenido de aloina en hojas de plantas
de Aloe vera regeneradas in vitro aumenta considerablemente al anadir NaCl
100 mM y 300 mM durante 60 dias al medio de cultivo, es decir, que este
compuesto se comporta como un elicitor y, asimismo, que los cultivos in
vitro son una plataforma Gtil para incrementar la producciéon de metabolitos
secundarios de importancia econémica y medicinal en A. vera por lo cual
son necesarios nuevos trabajos para el desarrollo de técnicas mas rapidas y
econodmicamente viables para la obtencion de compuestos de interés como
la aloina.
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Deteccion de Aflatoxina I\/\1 en muestra
de leche cruda y pasteurizada en el
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RESUMEN

Las aflatoxinas son metabolitos toxicos inmunosupresores y carcindgenos
producidas en el metabolismo secundario de especies de Aspergillus (A.
flavus y A. parasiticus, particularmente). En Mene Mauroa, el ganado
vacuno es sustentado con alimento industrializado, vegetal fresco o
combinaciones de ambas, esta Ultima sobre todo durante la sequia. El
objetivo de esta investigacion se baso en detectar niveles de Aflatoxina
M, en muestra de leche cruda y pasteurizada de ganado vacuno de Mene
Mauroa de la Region Occidente de Venezuela. Los niveles de aflatoxina
M, se midieron, mediante el método de Microelisa Rida screen Aflatoxin
M.donde se procesaron 60 muestras de leche (30 de leche cruda y
30 de leche pasteurizada). Estas muestras se obtuvieron de cuatro
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fincas que sustentaron al ganado vacuno con alimento vegetal (F1),
comercializado (F2) y dos de ellas con ambas combinaciones (F3 y F4).
En todas las muestras analizadas los niveles de aflatoxina M, para leche
cruda y pasteurizada del ganado vacuno con los distintos sustentos
alimentarios estuvieron dentro de los limites permisibles (0,05ppb
y 0,5ppb respectivamente) de acuerdo a lo establecido en el Codex
Alimentarius no representando riesgo a la salud del consumidor.

PALABRAS CLAVE: aflatoxinas, inmunosupresores, carcindgenos, microelisa,

Aspergillus.

Detection of Aflatoxin M in raw and
pasteurized milk of bovine cattle from Mene
Mauroa western region of Venezuela

ABSTRACT

The aflatoxins are immunosuppressive and carcinogenic toxic metabolites

produced in the secondary metabolism of Aspergillus species, such as
A. flavus and A. parasiticus. In Mene Mauroa, the bovine cattle are
sustained with industrialized food, fresh vegetables or the combination
of both, the latter especially during the drought station. The aim of
this research was based on the detection of aflatoxin M1 levels in raw
and pasteurized milk of bovine cattle from Mene Mauroa of the Western
Region of Venezuela. The levels of aflatoxin M1 were measured by the
method of Microelisa Rida screen Aflatoxin M1; where 60 samples of
milk (30 of raw milk and 30 of pasteurized milk) were processed. These
samples were obtained from 4 farms that sustained the bovine cattle
with: vegetable food (F1), commercial food (F2), and 2 of them with
the combination of both (F3 and F4). In all the analyzed samples the
levels of aflatoxin M1 for raw and pasteurized milk of bovine cattle with
the different food livelihoods were within the permissible limits (0,05
ppb and 0,5 ppb, respectively) representing no risk to consumer health,
according to how is established in the Codex Alimentarius.

Keywobs: aflatoxins, immunosuppressiv, carcinogenic, microplate, Aspergillus.
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Introduccion

Las aflatoxinas (AF) son producidas en la etapa final del crecimiento
exponencial de una colonia fingica, son metabolitos secundarios de hongos
y presentan un bajo peso molecular (Bolet y Socarras 2005; Martinezet al
2011; Landeros et al 2012; Reza et al 2013); basicamente estas micotoxinas
son producidas por hongos del genero Aspergillus (A. flavus 'y A. parasiticus)
(Landeros et al 2012). Entre sus principales manifestaciones clinicas asociadas
a la exposicion de estas sustancias se encuentra el daio hepatico y renal,
mutagénesis, teratogénesis, carcinogénesis, inmunosupresion y citotoxicidad
(Landeros et al 2012; Martinez et al 2011). Los factores para que un
alimento sea contaminado con aflatoxinas son numerosos, caracterizados por
temperaturas y humedades relativamente altas, condiciones de transporte y
almacenamiento inadecuado y secado deficiente, por tanto la contaminacion
del producto puede ocurrir en cualquier punto de la cadena alimenticia,
desde la cosecha, pasando por la recoleccion, almacenaje, transporte,
elaboracion y conservacion (Requena et al 2005; Ortiz, 2009).

Dentro de las aflatoxinas se encuentran los tipos B, B,, G, y G, siendo
la B, la mas importante debido a su toxicidad (Martinezet al 2011). Cuando
el animal ingiere este tipo de aflatoxina, la misma es biotransformada en el
higado por hidroxilacion del carbono 4 a M, siendo tan toxico como la B, que
a su vez es excretado en la leche. La cantidad de Aflatoxina M, encontrada en
leche, generalmente es de 1% a 2% de la AFB, ingerida, y puede llegar hasta
6% (Ortiz, 2009; Reyes et al 2009).

La presencia de la AFM, genera problemas de salud publica ya que
es clasificada por la Agencia Internacional de Investigaciones del Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés) como clase 2B, la cual incluye a las sustancias
carcinogénicas para los humanos, ademas de producir intoxicaciones severas,
abortos, vomitos, diarreas y hemorragias internas, y con el tiempo se van
acumulando lo cual puede llevar a generar en el individuo enfermedades
cronicas (Ortiz, 2009).

Los infantes tienen mayor riesgo de contaminacion, ya que la leche
se utiliza como fuente primordial en su alimentacion, ocurriendo de forma
similar con la poblacion de adultos mayores por considerarse una fuente
importante de calcio. Este producto de consumo no representa un riesgo
para la salud humana, puesto que constituye una fuente nutritiva no
superada por ningun otro alimento conocido (Ortiz, 2009), siendo importante
su consumo en la poblacion infantil y en los adultos mayores, los cuales
no tienen suficientes mecanismos bioquimicos que permitan una adecuada
detoxificacion. En los nifios el cerebro continta su desarrollo durante muchos
anos después del nacimiento y esto puede causar una mayor susceptibilidad
para que algunos tipos de micotoxinas tengan capacidad de afeccion al nivel
del sistema nervioso central (SNC) (Gimeno, 2011).
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En México, analizaron muestras de quesos procedentes de varias
industrias por la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC), donde evidenciaron que todas las industrias queseras presentaron
incidencia de AFM,, los cuales se registraron en mayores porcentajes durante
la época de lluvia, aspecto que puede relacionarse con las condiciones
climaticas de humedad y temperatura lo cual permite la proliferacion de
los hongos (Urban et al 2009). Asi mismo se ha registrado en algunos paises
de Europa la presencia de aflatoxina (M,) en muestras de leche y derivados,
lo cual también se relaciona a los periodos estacionales, presentandose en
este caso durante el periodo de invierno, factor fisico ambiental que permite
una mayor proliferacion de los hongos ambientales productores de esta
toxina (Kamkar, 2005). En un estudio mas reciente en Guadalajara, México,
se detectd AFM1 en el 100% de las muestras analizadas con niveles en el
rango de < 0.005 a 0.100 pg/L y de < 0.005 a 0.637 ug/L en leche cruda y
pasteurizada respectivamente (Landero et al 2012).

En paises como México y Europa, se han realizado investigaciones
referentes a la deteccion de esta micotoxina en muestras de leche y sus
derivados, en donde sugieren que la misma se presenta de forma frecuente,
por lo cual las politicas sanitarias se deben intensificar ante esta problematica
de salud publica (Urban et al 2009).

Actualmente en Venezuela no hay controles de calidad estrictos sobre
la leche y sus derivados frente a la problematica de las micotoxinas, por esta
razon el principal objetivo de esta investigacion sebasoen detectar niveles
de Aflatoxina M, en muestra de leche cruda y pasteurizada de ganado vacuno
de Mene Mauroa de la Region Occidente de Venezuela.

1. Metodologia

1.1. Muestras

Con las medidas de asepsia se procesaron una totalidad de 60 muestras
de las cuales, 30 fueron de leche liquida cruda (C), obtenidas en cuatro fincas
del Municipio Mene Mauroa estado Falcon y 30 muestras de leche liquida
pasteurizada (P) obtenidas de expendios comerciales. Para la misma se tomo
en consideracién, alimento de consumo del ganado bovino, la totalidad
de animales existentes, la totalidad de vacas productoras y enfermedades
aparentes (Tabla 1).
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TABLA 1. Descripcion de la muestra

Muestra Cant Descripcion de la muestra
ALIMENTO: pasto. 45 vacas productoras de leche. 346 animales
Finca 1 (F1) 10 en total. Sin enfermedades aparentes. Hora de toma de Muestra
1:13 pm.

ALIMENTO: alimento concentrado. 13 vacas productoras de
Finca 2 (F2) 5 leche. 38 animales en total. Sin enfermedades aparentes. Hora
de toma de Muestra 1:52 pm.

ALIMENTO: pasto y alimento concentrado. 11 vacas productoras
Finca 3 (F3) 5 de leche. 21 animales en total. Sin enfermedades aparentes.
Hora de toma de Muestra 2:08 pm.

Recolecta leche del municipio, para la fabricacion de quesos

Finca 4 (F4) 10 distribuidos en la zona. Hora de toma de Muestra 3:48 pm.

Marca 1 (M1) 17 Tomadq de expendio comerglal en la.zona nortg de lq Fludad de
Maracaibo. Envases de Carton sometidos a refrigeracion.

Marca 2 (M2) 13 Tomada de expendio comercial en la zona sur de la ciudad de

Maracaibo. Envases de Carton sometidos a refrigeracion.

De contenedores de aluminio se realizd la colecta de leche liquida
cruda en frascos de vidrios estériles de capacidad de 250mL. Para esto, la
muestra se agito antes de ser colectada para tener mejor homogenizacion.
Posterior al mismo se coloco en una cava provista de hielo en barra para el
mantenimiento de la temperatura y el posterior traslado al laboratorio para
su respectivo analisis. Para el analisis, se agito la muestra y se extrajeron
10mL de cada uno de los frascos que contenian la leche colectada por finca,
donde fueron colocados en tubos de ensayo estériles.

Para la colecta de la leche pasteurizada se agito el envase contenedor
de 500 y 1000mL, hasta homogeneizarla, luego se extrajeron 5 ml de muestra
y se colocaron en tubos estériles. Asi mismo, se registraron caracteristicas
basicas como: fecha de vencimiento, lote y marca (COVENIN, 1998).

1.2. Preparacion inicial

Cada muestra se centrifugd en una centrifuga modelo DINAC™ [l por 10
min/ 3500g/ a una temperatura de 10°C aproximadamente (ésta se obtuvo
por refrigeracion previa), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial
Ridascreen Aflatoxin M1 30/15 (R-Biopharm, Alemania). Antes del uso todos
los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente (20°C-25°C/68°F-
77°F).
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1.3. Cuantificacion de la AFM1

Se realizd por el método Microelisa Ridascreen AflatoxinM1 30/15
(R-Biopharm, Alemania) (Ortiz, 2009; Reyes et al 2009; Fernandez et al2000;
Celik et al 2005), que comprende: colocar suficientes pozos en el soporte
de la microplaca, para proceder al analisis de las muestras, en cada pocillo,
se anadi6 100 microlitros de las muestras procesadas anteriormente. Se
mezclo la placa suavemente por rotacion y luego se incubd por 30 minutos
a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. Posterior a esto, se
elimind el liquido de los pocillos con golpes suaves de la microplacay se
colocd hacia abajo sobre un papel absorbente hasta asegurar la remocion
completa del liquido. Posterior a ello, se adicionaron250uL de buffer lavado,
en los pocillos y este proceso se repitidé dos veces en el cual se adicionaron
100uL del conjugado enzimatico diluido para luego mezclar suavemente
por rotacion manual, y se incubo a temperatura ambiente (20-25°C) en
oscuridad por 15 minutos, de la misma manera se elimino el liquido de los
pocillos y se dejo la microplaca hacia abajo sobre un papel absorbente hasta
asegurar la remocion completa del liquido, donde luego se le adicionaron
250uL de la solucion buffer de lavado, repitiendo el procedimiento dos veces
mas. Nuevamente se agregaron 100uL del sutrato-cromdgeno a cada pozo
mezclando suavemente la placa en forma manual, y se incubd a temperatura
ambiente (20-25°C) por 15 minutos, en oscuridad; luego se agregaron 100
microlitros de solucion de parada a cada pocillo, y se mezclaron suavemente
por rotacion manual. Finalmente se leyo la absorbancia a 650nm, dentro de
los 15 minutos posteriores a la adicion de la solucion pasada, con un lector
de Elisa, marca Epson, modelo ELx800.

1.4. Elaboracion de la curva patron.

Se realizo con 6 pozos sensibilizados con anticuerpos anti-aflatoxinas
a concentraciones de Oppb (estandar 1), 5ppb (estandar 2), 10ppb (estandar
3), 20ppb (estandar 4), 40ppb (estandar 5), 80ppb (estandar 6), por duplicado
(12). De esta forma se enfrentaron las absorbancias obtenidas en cada
muestra con la curva patron.

2. Resultados y discusion

Como se puede observar en la Tabla 2, la cual hace referencia a la finca
1 (F1), de las diez muestras analizadas, las mismas se encontraban dentro de
los parametros establecidos por la Comisiondel Codex Alimentarius(2001),
donde el limite de AFM, en leche cruda y pasteurizada es de 0,05ppb y
0,5ppb, respectivamente; el promedio de concentracion de esta finca fue
de 0,003ppb.
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TABLA 2. Resultados de AFM1 en leche pasteurizada

Marca Muestra Ppb
Promedio M1 0,0075
Promedio M2 0,021

M1= muestra 1; M2= muestra 2; P= envase de leche
pasteurizada

En esta finca las vacas lecheras fueron alimentadas Unicamente con
pasto, por tanto, es probable que el vegetal fresco sea menos propenso a
la contaminacion de AFM, debido a que no es un sustrato apropiado para
el crecimiento de Aspergillus flavus. Numerosos estudios han demostrado
que las vacas lecheras alimentadas con pasto, estan menos expuestas a
contaminacion por aflatoxinas por tanto no representan un riesgo para la
salud del animal y del ser humano, tal como se demuestra en este estudio
(Fernandez et al 2000; Lopez et al2003).

Para la finca dos (F2), como se observa en la Tabla 2, la concentracion
de AFM, tuvo un promedio de 0,030ppb, determinando de esta forma que la
misma no sobrepaso los limites establecidos por la UE y la FDA sin embargo,
al compararlas con la F1, la misma presenté una mayor concentracion de
AFM..

Cabe destacar que en esta finca las vacas eran alimentadas con
alimento concentrado comercial, observandose un incremento del 10% en
relacion a la concentracion de AFM, en el alimento concentrado, esto se
debe a su disposicion de vulnerabilidad de colonizacion de especies de
Aspergillus flavus (Celik, 2005; Lopez et al 2003; Rahimi et al 2012). En
Venezuela por ser un pais con clima tropical, la alimentacion diaria de las
vacas productoras de leche es variada, ya que en el ano se presentan épocas
de sequia extrema donde los pastizales no proveen del alimento necesario
para mantener en buenas condiciones al ganado, por tanto los suplementos
concentrados desempenan un papel importante en su dieta ya que permite
elevar el consumo total de energia y proteinas del animal.

En otros estudios han demostrado que el consumo de este tipo de
alimento (concentrado) aumenta el riesgo de contaminacion con AFB,
llevando a mayor metabolizacion de AFM,. En este estudio se demuestra
que las concentraciones encontradas de AFM, en la leche de vacas que
consumian este tipo de alimento, estan bajo los parametros establecidos
por la UE y la FDA. Lo cual sugiere que la leche cruda analizada es segura
para la elaboracion de alimentos derivados. Sin embargo, a pesar de que
las concentraciones AFM1 en las leches analizadas se encontraron dentro de
los limites establecidos por los organismos reguladores internacionales, se
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deben considerar las condiciones climaticas de los distintos paises para de
esta manera establecer los niveles de concentraciones que sean seguros de
AFM1(Celik et al 2005; Zavieso, 2006; Montano et al 2007).

Es importante que tanto los productores de alimentos para ganaderia,
como los productores agropecuarios sean conscientes de la importancia que
representan las aflatoxinas en relacion a la salud publica, por lo que se hace
necesario monitorear permanentemente la presencia de estas micotoxinas
en los productos de consumo alimenticio (Urban et al 2009), sobre todo en
las épocas de lluvias, donde algunos estudios realizados han demostrado la
presencia e incremento de esta AF durante estos periodos (Urban et al 2009),
ocurriendo lo mismo en paises Europeos durante periodos de inviernos(Urban
et al 2009).

En la F3, los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites
establecidos por la UE y la FDA, siendo el promedio de 0,013ppb, estos
representan un valor medio entre los resultados obtenidos en las dos fincas
anteriores (F1 y F2), esto puede deberse al tipo de alimentacion mixta de
estas vacas, ya que ingerian alimento concentrado y pasto.

La mezcla de dos tipos de alimento, redujo significativamente la
concentracion de AFM, como se demuestra en los resultados. Numerosos
autores (Reyes et al 2009; Celik, 2005; Montano et al 2007; Combita y
Mildenbert 2009) han reportado que la alimentacién mixta representa un
beneficio para los productores de leche, ya que permite alimentar al ganado
de manera segura manteniendo bajos riesgos de contaminacion y ademas
aporta todos los nutrientes necesarios para mantener las vacas en buen estado
de salud, debido a que mejora la digestion del animal, la disponibilidad de
nutrientes consumidos en el pasto, y por tanto la ganancia de peso y el
aumento de la produccion de leche sin aumentar el riesgo en la salud del
animal o del consumidor.

En la F4, los resultados obtenidos se encontraron dentro de los limites
permisibles (0,013ppb), notandose que en el sitio se elabora queso artesanal,
y la leche es obtenida de varios productores de la zona estudiada, ademas
que el ganado en este sitio consume alimento mixto.

Ademas, de la influencia que tiene el alimento en la concentracion de
AFM,, existen otros factores inherentes al animal como la susceptibilidad a
la presencia de las AF que puede influir en su salud de manera negativa. Asi
mismo el consumo constante del alimento con concentraciones de AFM, puede
provocar danos a la salud del animal, por estas razones es probable que
los datos obtenidos en la F4, sean al igual que la F3, un valor medio en
comparacion con la F1 y la F2.

Para este estudio, el analisis estadistico descriptivo se efectudé con
el paquete Statistix 8.0; el valor de la media es de 0,008ppb y los valores
minimo y maximo de 0,003ppb y 0,030ppb respectivamente, el valor del
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minimo se obtuvo en la finca donde las vacas eran alimentadas solo con pasto
y el valor maximo donde las vacas consumian solo alimento concentrado.

Por otro lado, seglin la prueba de normalidad, el nUmero de muestras
analizadas y los datos obtenidos, presentan una dispersion normal en el
espacio representando la realidad de la zona estudiada. Por tanto existen
altas probabilidades de que todas las fincas de la zona tengan situaciones
similares en cuanto a la presencia de AFM, en la leche.

Hubo diferencias significativas (P<0.05) entre las fincas con relacion
a la presencia de AFM, y la prueba de Tukey confirmé que todas las fincas
diferian en cuanto a la presencia de AFM, (F2>F3>F4>F1).

En relacion a la leche pasteurizada, las concentraciones obtenidas en
la M1 mostraron un promedio de AFM,0,0075ppb. En el caso de la M2, las
concentraciones obtenidas, aunque mas elevadas que la muestra anterior,
se encontraban también por debajo de los limites establecidos por la UE y la
FDA, con un promedio de 0,021ppb.

La leche pasteurizada, es una de las principales formas de consumir la
leche de vaca por los humanos, ya que el método de pasteurizacion, ofrece
al consumidor inocuidad y duracion del producto. Sin embargo, estudios han
demostrado que el almacenamiento y procesado de la leche para la obtencion
de los distintos productos lacteos, no afecta la estabilidad y distribucion de
la AFM, (Diaz, 2006; Prado et al 2008; Rahim, 2009).

La estabilidad de la AFM, durante el tratamiento con calor como la
pasteurizacion o tratamiento directo de calor no se ve afectada, por lo tanto
la estructura se mantiene estable. La AFM, puede estar presente en la leche
y sus derivados, pero su concentracion puede ser alterada por los procesos
de dilucion a la cual es sometida, y a la separacion de sus componentes para
elaborar sus productos. (Kamkar, 2005; Diaz, 2006).

Los resultados obtenidos no representan un riesgo para la salud ya
que es probable que las industrias procesadoras de estas leches mantengan
controles de calidad continuos que permita tener niveles bajos de AFM,. No
obstante, la manera mas efectiva para evitar la contaminacion por AFM, es
controlar diariamente la alimentacion de las vacas productoras de leche.

Por otra parte, la Agencia Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (IARC) ha reportado a la AFB1 y AFM1, como compuestos carcindgenos
para seres humanos. La presencia de AFM1 en la leche, constituye un riesgo
para la poblacion, particularmente en nifos debido a la importancia de este
producto en su alimentacion y a que son considerados mas susceptibles a sus
efectos adversos, ya que su capacidad de biotransformacion de los compuestos
carcinogenos es generalmente mas lenta que en adultos (Prandiniet al 2009;
Landero et al 2012).
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En Venezuela la informacion sobre los riesgos de contaminacion con
AFM, es limitada y esta situacion sugiere que se deben intensificar los
estudios que permitan conocer la concentracion de AFB, en los productos
lacteos (Montaio et al 2007).

Segln el analisis estadistico, la media para estos resultados es de
0,013ppb, el valor minimo es de 0,006ppb obtenido en la M, y el maximo
es de 0,037ppb obtenido en la M,. Al igual que la leche cruda, las muestras
tomadas tienen una distribucion normal por lo que los datos obtenidos son
representativos en base a la poblacion estudiada.

La correlacion existente en este estudio, para las dos variables (leche
cruday leche pasteurizada), segln Pearson es de 1, lo que significa que existe
una correlacion perfecta, indicando dependencia total entre las variables ya
que cuando la concentracion de AFM, aumenta en la leche cruda también
aumenta en la leche pasteurizada.

En cuanto a la concentracion de AFM, no existen diferencias
significativas entre la leche cruda y la leche pasteurizada (P>0.05), es
decir que independientemente del tipo de leche la AFM1 esta presente
en concentraciones similares, por lo tanto éstas concentraciones no son
afectadas por los procesos a la cual es sometida la leche cruda para la
pasteurizacion o para la obtencion de todos sus derivados.

Conclusiones

El 100% de la leche cruda y pasteurizada analizadas presentaron niveles
de concentracion de AFM, dentro de los limites establecidos por la FDAy la UE.
El tipo de alimento consumido por el animal influye en la contaminacion de la
leche con AFM,, donde la alimentacion con pasto disminuye la concentracion
en las muestras de leche cruda. La alimentacion del animal con alimentos
mixtos (pasto y Alimentos concentrado) redujo el 50% aproximadamente la
concentracion de AFM, en la leche cruda. La incidencia de AFM, tanto en leche
cruda como pasteurizada en las zonas estudiadas fue baja.La leche cruda y
pasteurizada distribuida en la region estudiada representa un alimento seguro
al consumidor por contener concentraciones de AFM, dentro de los limites
establecidos. No obstante, se sugiere monitoreo en otras fincas y hacia otras
regiones del pais, lo cual permita establecer parametros en relacion a los
niveles deaflotoxina, la cual representa en paises como México y algunos
paises Europeos un problema de salud publica; asimismo se considera que es
necesario un monitoreo en las épocas de lluvia, ya que durante este lapso
pluvial aumenta la humedad y baja la temperatura, condiciones bioclimaticas
que permiten mayor proliferacion de hongos ambientales productores de
aflotoxinas.
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infecciosos en donantes de sangre voluntarios.
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RESUMEN

La transfusion sanguinea es un procedimiento de inmenso valor en la
practica médica, pero cuando se efectla sin control adecuado puede
convertirse en un medio propicio para la transmision de infecciones.
Por ello, el objetivo de este trabajo fue diagnosticar infeccion por virus
dengue y otros agentes infecciosos en sangre de donantes voluntarios
determinando su grupo sanguineo. Se analiz6 la sangre de 38 donantes
para determinar la proteina no estructural 1 del virus dengue (NS1)
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y los anticuerpos IgM e IgG especificos mediante la técnica de
inmunocromatografia, la deteccion de marcadores infecciosos se realizo
por la técnica de Elisa de tercera generacion y los grupos sanguineos ABO-
Rh por aglutinacion. No se obtuvo positividad en las muestras analizadas
a los marcadores de infecciones transmisibles por via transfusional que
se realizan rutinariamente, ni a la proteina NS1 y a los anticuerpos IgM
anti-dengue; no obstante, hay que mencionar que los datos obtenidos
hasta ahora son resultados preliminares.

PALABRAS CLAVE: dengue, agentes infecciosos, donantes, sangre, transfusion.

Screening of dengue virus and other infectious

agents in voluntary blood donors. Preliminary
results

ABSTRACT

Blood transfusion is a process of immense value in the medical practice;

and is also highlighted as an important therapeutic alternative, but
-when done without proper management- it can become in a propitious
environment for the spread of infections. Therefore, the goal of this
study was to diagnose dengue virus infection and other infectious agents
in blood from voluntary donors, determining their blood group. The blood
from 38 donors was analyzed to determine the nonstructural dengue
virus protein 1 (NS1) and the specific IgM and IgG antibodies, using the
immunochromatography technique. The detection of infectious markers
was made with the third generation ELISA technique and the ABO-Rh
blood groups by agglutination. None of the samples analyzed tested
positive for markers of transfusion-transmissible infections that are
routinely performed, nor the NS1 protein and anti-dengue IgM antibody
was obtained; however, it has to be mention that the information
obtained so far are just preliminary results.

Keywobs: dengue, infectious agents, donors, blood, transfusion.
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Introduccion

El dengue es una enfermedad viral, febril y aguda que causa
aproximadamente 390 millones de casos al ano, de los cuales 96 millones se
manifiestan clinicamente (Bhatt et al., 2013). Es considerada actualmente
como la arbovirosis de mayor relevancia a nivel mundial en términos de
morbilidad, mortalidad y afectacion econodmica (Anez et al., 2006), causada
por cuatro tipos del virus dengue (DENV) descritos hasta ahora (DENV 1-4)
pertenecientes al género Flavivirus de la familia Flaviviridae con el posible
descubrimiento del DENV-5 aislado en un brote en 2007 procedente de sueros
recolectados en actividades de vigilancia en Malasia-Borneo (Normile D,
2013). Esta enfermedad se transmite naturalmente por mosquitos del género
Aedes (Ae.), pudiendo darse también la transmision a través de transfusiones
de sangre y componentes sanguineos asi como, por trasplantes de dérganos
solidos que contenga la particula infecciosa como ha sido referido (Chuang
et al., 2008; Allain et al., 2009; Tangnararatchakit et al., 2012; Stramer et
al., 2012; Anez y Rios, 2013). Estos planteamientos quedan reforzados por
lo descrito por Sudiro et al., en 2001, quienes afirman que la sangre tomada
de pacientes infectados durante la fase aguda puede mantener niveles en
plasma del ARN viral en el rango de 1.055 a 1.093 copias/mL denotando
la infectividad de este fluido biolégico cuando se transfunde a un huésped
susceptible, lo que indica la factibilidad de un donante en fase virémica o
un caso asintomatico de la enfermedad de poder transmitir la misma a un
receptor.

La infeccion por dengue tiene una fase virémica que dura de 4 a 8 dias
y precede al inicio de los sintomas en las personas con la enfermedad. La
mayoria de los casos terminan en infecciones subclinicas o asintomaticas
(Gubler et al., 1981; Burke et al., 1988) o cursan hacia las diversas formas
clinicas de la enfermedad de mayor gravedad y potencialmente mortal (OMS,
2009; Duran et al., 2012; Ahez y Rios, 2013; Duran et al., 2013).

Actualmente la enfermedad es endémica en 112 paises de Africa,
América, el Mediterraneo oriental, sudeste de Asia y el Pacifico occidental
donde se reportan cada ano entre 50 a 100 millones de casos de dengue sin
signos de alarma (DSSA) y de 25 a 500 mil casos de dengue grave (DG) (OMS,
2009). Para la semana epidemioldgica 22 del ano 2016 la OPS publico un
total de 1.679.537 casos probables con 3.212 casos de DG (OPS, 2016). En
Venezuela segn estadisticas del Ministerio del Poder Popular para la Salud
(MPPS), el DEN constituye la octava causa de consulta, reportandose un 0,37%
(468 casos) para la semana epidemiologica n°53 de 2014. El acumulado del
ano fue de 87.529 casos, de los cuales 0,25% correspondié a DG (221 casos),
con una razéon de DSSA/DG de 395:1 (MPPS, 2014). Entre 1997 y 2003, en
el estado Zulia se notificd el 12,68% del total de casos de dengue del pais
y para el periodo 2005-2006, se observo una frecuencia incrementada de
casos de dengue (37,68% y 52,48% respectivamente) (Reyes et al., 2006).
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Para el periodo 2009-2010 se registro un total de 5.822/8.279 casos que
representaron un 70,32% de seropositividad general en la poblacién analizada
(Duran et al., 2012).

Uno de los mecanismos de la respuesta inmunitaria del huésped durante
la infeccion por el virus dengue es la respuesta humoral con produccion de
anticuerpos. Entre el tercero y el quinto dia del periodo febril de la infeccion
aparecen anticuerpos IgM especificos que alcanzan su pico maximo a las dos
semanas. Estos niveles caen hacia la cuarta semana, hasta no ser detectables
entre 2 y 3 meses después de la infeccion. Los titulos de IgG son detectables
entre la segunda y cuarta semana permaneciendo de por vida, esta cinética
de produccion de anticuerpos es observada en pacientes con infeccion
primaria mientras que en las infecciones secundarias son detectados altos
titulos de IgG durante la fase aguda, los cuales se incrementan durante la
segunda semana, mientras que los titulos de IgM por lo general son muy bajos
en comparacion con los de IgG y disminuyen rapidamente y a menudo se
vuelven indetectables (Kurane y Ennis, 1997; Vazquez et al., 2005). Con el
transcurrir del tiempo se ha propuesto que la determinacion de la proteina
no estructural 1 (NS1), puede ser utilizada como indicador en la deteccion
temprana de la infeccion por virus dengue (Kumarasamy et al., 2007; Sekaran
et al., 2007). De acuerdo con estudios previos, la presencia de NS1 en el
suero de humanos se puede confirmar entre los dias 0-9 después del inicio de
la enfermedad (Dussart et al., 2006). En la actualidad, los kits comerciales
para la deteccidn de NS1 estan disponibles para el diagnostico temprano del
DENV basado en la captura de ésta. Varios estudios se han llevado a cabo en
muchos laboratorios alrededor del mundo con la finalidad de corroborar este
hecho (Chaiyaratana et al., 2009; Hang et al., 2009). La NS1 esta presente en
todos los tipos del DENV y se consiguen altos titulos en las primeras 72 horas
de la enfermedad (Bessof et al., 2008). Esta es la razon de su mayor deteccion
en sueros en fase aguda. En el estudio llevado a cabo en la region zuliana la
positividad de NS1 fue de 65,79% en la poblacion pediatrica analizada, cuyo
rango de evolucion se ubico en 1 a 6 dias (Duran et al., 2013).

La transfusion sanguinea es un procedimiento de inmenso valor en
la practica médica, y se ha mantenido como una importante alternativa
terapéutica; pero cuando se efectla sin un control adecuado puede
convertirse en un medio propicio para la transmision de infecciones, sobre
todo aquellas que se encuentran latentes en el donante. Las infecciones
trasmisibles por transfusion son aquellas que pueden infectar a otras personas
a través de donaciones de sangre o de hemoderivados (Rios A, 1997; Salazar
M, 2003). Es por esto que se realizan pruebas de tamizaje para la deteccion
de virus de la hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
virus de hepatitis B (VHB), virus linfotropico de células T humanas (HTLV), de
Trypanosoma cruzi (chagas) y Treponema pallidum (sifilis). En la actualidad
no se realizan pruebas para la deteccion de infeccion por arbovirus como el
dengue; sin embargo, hay pocos reportes de estudios en los que se evidencia
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la transmision de éste y otros agentes virales después de transfusiones
(Chuang et al., 2008; Mohammed et al., 2008; Linnen et al., 2008; Allain et
al., 2009; Wilder-Smith et al., 2009; Pozzetto et al., 2015).

Los grupos sanguineos representan rasgos heredados polimorficos
entre individuos y poblaciones. En la actualidad, hay 34 grupos sanguineos
humanos reconocidos y cientos de antigenos y alelos. Las diferencias en
la expresion del antigeno de los grupos sanguineos pueden aumentar o
disminuir la susceptibilidad del huésped a muchas infecciones. Los grupos
sanguineos pueden desempenar un papel directo en la infecciéon por servir
como receptores y / o co-receptores para microorganismos incluyendo los
virus. Ademas, muchos de los antigenos de grupos sanguineos facilitan la
captacion intracelular, la transduccion de sefales o la adhesion a través de la
organizacion de los microdominios de membrana. Algunos grupos sanguineos
pueden modificar la respuesta inmunitaria innata a la infeccion. Varios
fenotipos distintos asociados con el aumento de la resistencia del huésped
a la malaria estan sobre expresados en las poblaciones que viven en zonas
donde la malaria es endémica, como resultado de las presiones evolutivas.
Los microorganismos también pueden estimular anticuerpos contra antigenos
de grupos sanguineos, incluyendo ABO, T, y Kell, existiendo una relacion
simbidtica entre la expresion del grupo sanguineo y la maduracion del
microbioma gastrointestinal (Calhoun y Petz, 2001; Cavasini et al., 2006;
King et al., 2011; Acosta et al., 2014; Buranda et al., 2014; Ekyalongo et al.,
2015; Cooling L, 2015). Los estudios sobre frecuencia de grupos sanguineos
ABO y factor Rh (Rh) en Venezuela son relativamente escasos.

En paises endémicos como Singapur, el riesgo de infeccion por dengue
seria, segin un modelo matematico, de 1.625 casos de dengue por cada
10.000 transfusiones (Wilder-Smith et al., 2009), contrario a los hallazgos en
zonas no endémicas (Allain et al., 2009). Dada la endemicidad del dengue
y el poco conocimiento que se tiene en Venezuela particularmente en el
estado Zulia sobre la posibilidad de adquirir infeccion por virus dengue a
través de transfusion de sangre y o sus derivados, se realizé el presente
estudio cuyos resultados preliminares se presentan, para determinar el grupo
ABO-Rh, la proteina NS1, IgM e IgG anti-dengue, asi como la deteccion de
otros marcadores infecciosos en el suero de donantes voluntarios de sangre.

1. Pacientes y métodos

El estudio se realizé en 38 donantes voluntarios de sangre con un rango
de edad entre 18 a 35 afos, sin distingo de género y etnia, que acudieron a las
jornadas convocadas y realizadas en junio del afo 2012, en las instalaciones
de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia, conjuntamente con
el Instituto Hematolodgico de Occidente (IHO). Los candidatos entrevistados a
la donacion de sangre (45 individuos) se sometieron al proceso de seleccion
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de rutina a través de una encuesta validada por el Programa Nacional de
Bancos de Sangre del Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS), con
preguntas cerradas y examen fisico realizado por médicos hematologos,
enfermeras hemoterapistas del Instituto Hematologico de Occidente (IHO),
un equipo de estudiantes de la carrera de Medicina y profesionales de la
fundacion de donantes de sangre Providas.

Los donantes seleccionados cumplieron con todos los criterios
establecidos: edad entre 18-60 afos, portar cédula de identidad, poseer un
peso mayor a 50 kilogramos, no tener factores de riesgo como infecciones
aparentes, contactos sexuales de riesgo, uso de sustancias de abuso,
transfusiones recientes y tatuajes. Asi mismo, las encuestas practicadas
a cada donante se complementaron con los datos personales, clinicos,
epidemioldgicos, socio-econémicos y antecedentes de vacunacion a fiebre
amarilla, sarampion, rubéola, varicela y hepatitis. De igual forma se solicito
el consentimiento informado y por escrito para la toma de las muestras y
posterior inclusion en el estudio, cumpliendo con las normas de Helsinki
para el estudio en humanos (Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial, 1964). A los individuos participantes en esta investigacion se les
dejo en libertad de decidir sobre su participacion o no en la misma; asi
mismo se les garantizo la confidencialidad de la informacion obtenida.

A cada uno de los 38 donantes se le tomo6 una alicuota de 6 mL de
sangre periférica la cual fue colocada en tubos sin anticoagulante. Los tubos
fueron centrifugados a 3.000 rpm por 15 minutos para obtener el suero, el
cual se almacend a -20°C hasta su uso. A todos estos donantes se les realizo
la deteccion de marcadores infecciosos como el antigeno de superficie del VHB
(HBsAg); anticuerpos anti antigeno del core del VHB (HBcAg); anticuerpos anti
VHC; anticuerpos anti VIH-1/2; anticuerpos anti HTLV-1/1l; anticuerpos anti
Treponema pallidum y anticuerpos anti Tripanosoma cruzi, que son aplicados
de rutina en el IHO utilizando para ello técnicas inmunoenzimaticas de tercera
generacion para el HBsAg y los HBcAg (sensibilidad del 100% y especificidad del
99,5%), anticuerpos anti-VHC (sensibilidad del 100% y especificidad del 99,63%
al 99,8%), anticuerpos anti-VIH-1/2 (sensibilidad del 100% y especificidad del
99,92%), anticuerpos anti-HTLV-I/1l (sensibilidad del 100% y especificidad
del 99,92%), anticuerpos anti-Treponema pallidum (sensibilidad del 99,4% vy
especificidad del 99,8%) y anticuerpos anti-Tripanosoma cruzi (sensibilidad del
100% y especificidad del 98,2%), de Biokit Werfen Group®. Para la determinacion
del grupo sanguineo del sistema ABO-Rh se efectlo por la técnica de aglutinacion
de la casa comercial (Instrumentacion Cientifica Técnica, S.L. [I.C.T, S.L.],
Espana). Estas pruebas fueron realizadas en su totalidad en el IHO o Banco de
Sangre de Maracaibo.

Para la deteccion de la proteina NS1 y los anticuerpos IgM e 1gG anti-
dengue se utilizd la técnica de inmunocromatografia (sensibilidad del 100%
y especificidad del 98,2%), de Stardard Diagnostic, Inc., Bioline, Korea,
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realizada en la Seccion de Virologia del Instituto de Investigaciones Clinicas
“Dr. Américo Negrette” de la Facultad de Medicina.

Analisis Estadistico.

Los datos obtenidos fueron ordenados y analizados estadisticamente
mediante el programa GRAPH PAD PRISM 5.0. Los valores se expresan como
proporciones, aplicando la prueba del Ji cuadrado y test exacto de Fisher con
un nivel de significancia de p<0,05.

2. Resultados

En la Tabla 1 se pueden observar las caracteristicas demograficas y
epidemioldgicas de la poblacion evaluada, la cual en su mayoria estuvo
conformada por donantes de sexo femenino (68,42%) y del grupo de edad
entre 18 y 20 afos (65,79%). En relacion al grupo sanguineo y factor Rh se
constato que el 68,42% (p<0,0001) resulto del tipo O Rh positivo.

En cuanto al municipio de procedencia se conocio que Maracaibo obtuvo
el mayor registro (p<0,0001) con el 72,98% de los donantes procedentes del
estado Zulia.

De acuerdo a las encuestas realizadas a los donantes, se encontro
que del total solo el 28,95% de los sujetos refirieron tener antecedentes de
infeccion por virus dengue; sin embargo, al evaluar la inmunidad de éstos el
63,64% (7/11) resultaron positivos para IgG anti dengue corroborandose en
ellos el antecedente epidemiologico referido, en tanto que el 36,36% (4/11)
resultaron seronegativos a IgG a pesar de haber notificado antecedente
previo de infeccion por el virus. No se detectaron casos activos a ninguno
de los agentes infecciosos investigados de rutina en los bancos de sangre del
pais (anticuerpos anti-HBcAg, HBsAg, VIH-1/2, VHC, HTLV-I/Il, sifilis, Chagas)
en los 38 donantes voluntarios de sangre (datos no mostrados).
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TABLA 1. Caracterizacion demografica y epidemioldgica de los
donantes de sangre voluntarios, estado Zulia, Venezuela.

Aspectos demograficos y epidemiologicos N° (%)
Género
Masculino 12 31,58
Femenino 26 68,42 @
Edad
18-20 anos 25 65,79
21-30 anos 12 31,58
31-35 afos 1 2,63

Clasificacion ABO Rh

O+ 26 68,42 °
O- 1 2,63
B+ 6 15,79
B- 0 0,0
A+ 5 13,16
A- 0 0,0
AB- 0 0,0
AB+ 0 0,0

Estado de procedencia
Zulia 37 97,37
Mérida 1 2,63

Municipios del estado Zulia

Maracaibo 27 72,98 ©
San Francisco 5 13,51
Cabimas 2 5,41
Santa Rita 1 2,70
Mara 1 2,70
Lagunillas 1 2,70

2p<0,002 con respecto al género masculino; ’p<0,0001 con todos los grupos
sanguineos y factor Rh; p<0,0001 con respecto al resto de los municipios del
estado Zulia; N°: total de casos; %: porcentaje

En el total de las muestras analizadas no se encontro circulacion sérica
de la proteina NS1, ni de anticuerpos IgM anti-dengue. En relacion a la IgG
este isotipo se encontro en 28,95% de los donantes, mientras que el 71,05%
(p<0,001) no habian sufrido la enfermedad (Tabla 2).
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TABLA 2. Distribucion porcentual de acuerdo a la presencia de la
Proteina no estructural 1 del virus (NS1) y de los anticuerpos IgM e
IgG anti-dengue.

Parametros N° (%)
Estado NS1 anti-dengue
Negativo 38 100
Positivo 0 0,0

IgM anti-dengue
Negativo 38 100
Positivo 0 0,0

IgG anti-dengue
Negativo 27 71,052
Positivo 11 28,95

a p<0,001 con respecto a los positivos a IgG anti dengue; N°: total de casos; %:
porcentaje

3. Discusion

En el presente estudio no se demostro infeccion activa por virus
dengue en los donantes voluntarios de sangre analizados, y que resultaron
serologicamente negativos a la proteina NS1'y a los anticuerpos IgM especificos
a dengue. Este hallazgo difiere al reportado en una region endémica de
México, en el que 2% (16/800) de los donantes presentaron anticuerpos IgM
contra el virus (Rodriguez et al., 2009). El resultado preliminar obtenido
en esta investigacion, llama la atencion dado que siendo Venezuela y
especificamente el estado Zulia una region endémica a esta infeccion, se
esperaria encontrar casos activos; sin embargo, hay que destacar la limitacion
en cuanto al analisis de un nimero mayor de muestras dada las dificultades
en la obtencion de reactivos.

Otros estudios han reportado resultados similares e incluso inferiores,
asi lo refieren investigaciones realizadas en Puerto Rico donde se reporto6 que
el ARN del virus dengue fue detectado en 1 de cada 1.000 donantes de sangre
(Mohammed et al., 2008). En Honduras y Brasil fueron detectados en el 0,3%
(n: 2994) y 0,04% (n: 4858) de los donantes de sangre, respectivamente
(Linnen et al., 2008).
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En Australia los brotes de dengue han aumentado en tamano vy
frecuencia, a pesar de ello en el 2008 el estudio realizado en donantes por
Linnen et al., (2008) no detecto el agente en los donantes estudiados. Por su
parte Faddy et al., en 2013 usando muestras de sangre completa recopiladas
durante la epidemia de dengue que azoto a ese pais en 2008-2009, estimaron
con sus resultados que el riesgo de un receptor a contraer infeccion a dengue
por la transfusion de sangre y o sus derivados procedentes de un donante era
de aproximadamente 1 por cada 7.146 donaciones.

En esta investigacion el tipo de sangre O Rh positivo fue el mas frecuente
(68,42%) mientras que el A Rh negativo, B Rh negativo, AB Rh negativo y AB
Rh positivo fueron infrecuente; resultados similares fueron reportados en
donantes colombianos de la poblacion del Valle del Aburra y en la capital de
Antioquia en donde el tipo sanguineo mas comun fue el O (Carmona-Fonseca
J, 2006; Patino et al., 2012). De lo anterior queda en evidencia y surge con
ello la necesidad de promover la donacion repetitiva en aquellos individuos
que presentan los tipos sanguineos menos frecuentes para asi aumentar
la disponibilidad de productos sanguineos y fortalece la convocatoria a la
donacion voluntaria.

De acuerdo a la OPS, se reporto 32,22% de donaciones altruistas y
67,78% por reposicion en América Latina, en 2009. Segin este organismo en
2010, Venezuela se ubicé en el antepenultimo lugar registrando el segundo
valor mas bajo de los paises de Latinoamérica y el Caribe (4%) en la donacion
voluntaria, después de México, con 2,75%; mientras que Cuba y Nicaragua
registraron las tasas mas altas 100% y 87,1% respectivamente. Para el 2011
Venezuela se ubico en el puesto nimero 13 registrando un ligero ascenso
(6,38%) en la donacion voluntaria en comparacion con el ano anterior (OPS,
2013). En el estado Zulia el nUmero de donantes aceptados para el ano 2013
fue de 44.736 de los cuales el 96,30% (43.081) fueron donantes por reposicion
mientras que el 3,70% (1.655) correspondieron a donantes voluntarios.

La OPS reporto prevalencia para VIH de 0,23%, VHB (0,53%), VHC
(0,32%), sifilis (1,81%), chagas (0,33%), HBcAg (3,12%) y HTLV-1/11 (0,21%),
en unidades de sangre tamizadas en Venezuela para 2011 (OPS, 2013). Estos
datos son consistentes con los registrados por el Instituto Hematologico de
Occidente del estado Zulia-Venezuela, donde la prevalencia global registrada
fue de 5,18%, siendo la de sifilis la mas elevada (2,45%) seguida de HBcAg
(1,66%) continuada de HBsAg con 0,18%, VIH-1/2 (0,41%), chagas (0,19%),
VHC (0,15%) y HTLV-1/11 la mas baja (0,13%). Patino et al., 2013 determinaron
la seroprevalencia de marcadores de infecciones transmisibles por via
transfusional y encontraron como marcador mas prevalente en las pruebas
a sifilis (1,2%), seguido de tripanosomiasis (1,0%), VHC (0,6%), VIH (0,5%) y
VHB (0,2%). Datos éstos muy similares a los reportados en este trabajo, y que
estan en concordancia con otros estudios realizados en América Latina donde
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se da una vision mas cercana de la magnitud del problema en nuestro medio.
México por ejemplo, en el 2004 registré una prevalencia de 0,07% para VIH,
0,13% para VHB y 0,31% para VHC (Rivera-Lopez et al., 2004), datos similares
han sido reportados en Chile y Brasil (Soza y Lopez, 2006; Maresch et al.,
2008).

A pesar de que en este estudio no se detectaron casos activos a ninguno
de los agentes infecciosos investigados incluyendo el dengue en la poblacion
de donantes, se destaca la presencia de anticuerpos IgG anti-dengue en
el 28,95% de los donantes que negaron tener antecedentes de infeccion
previa por dengue, lo cual pudiera sugerir portadores asintomaticos de la
enfermedad entre los donantes de sangre y que potencialmente puedan
transmitir la infeccion a sus receptores. Sin embargo, ademas de realizar
la deteccion del antigeno NS1 y de los anticuerpos IgM e IgG anti-dengue,
también se debe complementar el diagnoéstico de laboratorio con pruebas
de biologia molecular para detectar la posible presencia del ARN viral, para
evaluar la seguridad de la sangre en paises como Venezuela y en especial en
areas donde el dengue es endémico.

El control de la propagacion de los arbovirus, y su incidencia y severidad
en la actualidad en areas endémicas es esencial para predecir los riesgos
de transmision por transfusion de sangre. Es por ello que la vigilancia y la
supervision son necesarias para permitir una aplicacion rapida de las medidas
para mitigar el riesgo de transmision a los receptores de sangre, incluyendo
analisis de sangre y pruebas de laboratorio que ayuden con el diagnostico
temprano de la enfermedad.
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La ovariotomia y el advenimiento de la
cirugia abdominal en Venezuela

Edixon Ochoa*

Introduccion

El 31 de agosto de 1874, el Dr. Francisco Eugenio Bustamante (Coro,
6/9/1839 - Maracaibo, 30/12/1921), médico, profesor universitario, politico,
parlamentario, escritor y diplomatico, practico en Maracaibo la primera
ovariotomia realizada en el pais. El motivo de aquella intervencion: un
quiste ovarico voluminoso que aquejaba a la Sra. Adelina Wagner. Aquella
“barbaridad quirargica”, como la llamara el Dr. Angel Martinez Sanz,
presente al momento de la operacion y opuesto a su practica, acontecio
durante los periodos postvargasiano de la Medicina Nacional (1854 - 1889)
y preuniversitario de la Medicina Regional (1499 - 1891), y consagrd a
Bustamante como el Fundador de la Cirugia Abdominal en Venezuela.

En aquella proeza quirdrgica, inédita en el ambito regional y nacional,
Bustamante fue asistido por galenos tan notables como él y de significativa
recordacion y trayectoria en el estado Zulia: Manuel Dagnino (1834 - 1901),
médico y escritor (historiografo, filosofo, bidgrafo, narrador, ensayista,
dramaturgo y autor cientifico); Temistocles N. Vaamonde (Maracaibo,
14/12/1857 - idem, 26/3/1907), médico, docente y periodista; Guillermo
Quintero Luzardo (Maracaibo, 3/11/1868 - idem, 1/6/1930), médico,
profesor universitario, parlamentario y escritor (poeta, dramaturgo, orador
y autor cientifico); VenancioJosé Hernandez (Maracaibo, 18/5/1867 - Idem,
15/8/1945), meédico, profesor universitario, escritor (autor cientifico y
ensayista); Rafael Lopez Baralt (Maracaibo, 18/3/1852 - idem, 8/7/1918),
médico, politico y escritor (poeta, orador, historiador y autor cientifico); y
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José de JesUs Olivares (Distrito Miranda, 3/3/1849 - Maracaibo, 30/7/1908),
médico y profesor universitario.

El historico acontecimiento fue descrito y resefado en dos articulos.
El primero, publicado en 1884, pertenece al Dr. Temistocles N. Vaamonde,
coparticipe del hecho quirlrgico. El segundo, fechado en 24 de marzo de
1894, tiene por autor a A.V. Barroso y aparecio publicado en el ejemplar N°
35 del periddico “La Libertad” de Maracaibo, edicion correspondiente al 27
de marzo de 1894. Este Ultimo, dada la pormenorizada narracion tanto de la
intervencion quirlrgica ejecutada por Bustamante como de sus antecedentes
histdricos, es el que se transcribe a continuacion, preservando su ortografia
original y salvando la ilegibilidad de algunos de sus parrafos perceptible en
el microfilme:

OVARIOTOMIA

A mi distinguido compafiero y amigo Sr. Dr. M. Iturbe:

|

Porque sabemos cudnto nos interesa d las ciencias la disquisicion de
hechos tan notables como éste, nos ocupamos de describir someramente la
ovariotomia que, con el mds completo éxito feliz, practicé ayer en la capital
el doctor Francisco E. Bustamante, principe de la Cirugia en la América
Meridional.

Queremos unicamente exponer los detalles de tan interesante trabajo
quirdrgico los cuales perseguimos en el teatro anatémico mismo con todo el
interés debido sélo porque lo consideramos provechoso a los amantes de la
ciencia, quedando desde luego nosotros excusados de lo que, literariamente
estimado, debe carecer este articulo, mdxime cuando hemos de hablar de
una de las mds hermosas conquistas de la Medicina operatoria.

Nacida la ovariotomia en 1701 del cerebro creador de Hustom, sin previa
deliberacion, como dice Malgaigne, en 1808 el célebre cirujano americano
Mac Dowel practicola por vez primera como un hecho cientifico de los mds
trascendentales al progreso de la patologia quirurgica. Después Chrysmar,
en Alemania, Lizars y Spencer Wells, ddndole todo el poderoso impulso de
su ingenio, en Inglaterra, Krassowski en Rusia, Woyer Kowski, Maisovneuve,
Jober, Nelaton, Pean y Koebele en Francia, todos prdcticos eminentes que la
ejecutaron para glorificacién de sus nombres ilustres. Y cosa notable, fue al
sefor doctor F. E. Bustamante en 1874 a quien tocd la singular satisfaccion
de ejecutarla el primero en Venezuela con éxito admirable, precisamente en
momentos en que en la capital del mundo cientifico el ilustre Pean afiadia con



RevisTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZuLIA 3* época. Afio 5 N° 12,2014
Ciencias Exactas Naturales y de la Salud 97

la misma operacién un nuevo laurel d la corona de sus triunfos; y para mayor
encumbramiento d nuestro ilustrado vy distinguido compatriota sélo d Pean,
para aquella época, era dable en Paris practicar con éxito la ovariotomia, y
en Strasburgos al sabio Koeberle. Tan hdbil y afortunado como Spencer, con
la serenidad y tino de un Nelaton, se dice con razén que la cuchilla en manos
del Sr. doctor Bustamante es un elemento preciso que arrebata diariamente
muchas vidas a la muerte, como lleva la luz @ muchos ojos.

1

La enferma Adelina Wagner es una mujer de alta talla, oriunda de
la isla de Aruba, madre de siete hijos y como de 46 afos. La operacion se
practicé en una quinta situada d orillas del lago y al norte de esta ciudad.

A las nueve de la mafiana del dia de ayer, el gran cirujano tenia
metddicamente dispuesto todo el aparato con la mds rigurosa asepsia y
antisepsia; un cuarto de hora después la enferma se colocd en decubito
supino en la mesa operatoria, que tiene dos metros de longitud, por 084
cms. de ancho y otros tantos de altura aproximadamente (*)".

El sefior doctor Manuel Dagnino pulsaba la radial izquierda; y el sefior
doctor T. Vaamonde, situado a la derecha de la operada empezé a anestesia
general con cloroformo, la cual fue completa después (...) inyeccion dérmica

de morfina.

Eran entonces las 10 y 18: el gran cirujano sentése entre las piernas
de la operada, que semiflejadas descansaban sobre dos sillas, limitd el
campo operatorio como lo previene la técnica del caso con cuatro compresas
empapadas en solucidon antiséptica caliente renovdndolas durante la
operacion, seguramente para alcanzar el mayor relajamiento de los tejidos.

A la derecha del operador el sefior doctor G. Quintero L., ocupado de
los instrumentos; d la izquierda el doctor V. Herndndez, d uno y otro lado de
las partes externas y medias de la paciente, los sefiores doctores R. Lopez
Baralt y Jesus Olivares, todos en traje de anfiteatro.

A las 10 y 20 minutos el doctor Lopez con el pulgar derecho sobre el
anillo umbilical de la enferma lo elevd ligeramente, y el diestro cirujano
que aparecia entonces como iluminado por todos los resplandores del
saber, y sostenido por las fuerzas de su vigoroso intelecto con dnimo sereno
hundié lentamente la cuchilla, en primera posicién, a 2 V> centimetros por
debajo del ombligo, deslizdndolo a lo largo de la linea alba para terminar
d 2 centimetros sobre la arcada pubiana. Incindida la piel, cayo sobre el

(*) En los tres dias precedentes la enferma se dio barios antisépticos; y durante la anestesia y en la operacion
se le lavaba la region con solucion fénica.
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tegido celular dividiéndolo d pequenos golpes de bisturi con la mds notable
limpieza y sin producir la menor cola. Los doctores Lopez y Olivares aplicaron
sus manos d los lados de la herida y el cirujano dividié inmediatamente
la aponeurosis media para caer sobre las fibras de los rectos abdominales;
separado ese plano muscular incindié la gran serosa practicando en ella
sobre una sonda granulada un largo corte del uno al otro extremo de las
primeras incisiones.

Terminado este primer tiempo operatorio el neoplasma quedd
de manifiesto; el cirujano introdujo entonces su diestra de plano en la
escavacion abdominal rasando la cara superior del quiste para enuclearlo
y desprenderlo de sus adherencias; trajo al exterior dos largas y gruesas
bridas que, ligadas, secciond; hundio en seguida el trocar Koeberle en la
pared anterior del quiste y le sustrajo gran cantidad de un liquido opalino,
viscoso y gelatiniforme de bastante densidad; después aplicé fuertemente d
sus paredes dos pinzas forceps (de Charre), las cuales agarré como se hace
para una extraccion del feto, y obrando por suaves tracciones acompafadas
de pausados movimientos de lateralidad y circunduccion, traté de atraerlo al
exterior; pero era tal el volumen del quiste aprisionado, que el inteligente
operador vidse obligado a prolongar la incision por un solo golpe de tigeras
hasta el nivel del hueco umbilical; a eliminar nueva cantidad de liquido
patoldgico, y por unas segundas tracciones hizo entonces en breves instantes
la completa extirpacion del tumor. Eran las 10 y 46 minutos.

Acto continuo ligd con catgut el grueso pediculo a que quedaba unido
secciondndolo d centimetro y medio por fuera de los bordes de la herida.
Los doctores Lopez y Olivares con la INTELIGENTE aplicacién de sus manos
sostenian las visceras y recogian las pocas gotas de sangre que se exhalaban
de aquellas paredes cruentas. Inmediatamente se ocupd del cirujano en la
limpieza conveniente de la cabidad y de los bordes de los tejidos divididos
aplicando 4 6 6 pinzas de Pean d la luz de algunos pequefos vasos, cohibido el
mds ligero derrame hizo la sutura peritoneal que estuvo terminada a las 11
y 10 minutos. Seguidamente dio las ligaduras correspondientes con catgut,
limpié de nuevo los bordes con unas compresas esponjas yodoformadas vy
procedio al segundo plano sutural a puntos pasados en los musculos rectos.
Luego hizo la sutura de la piel con hilos de plata (6 a 8 puntos) é imitando
el proceder de Spencerwells dejo el pediculo al exterior, tocé con solucién
fénica concentrada su punto de seccion aplicando d su extremidad libre
el clamp de Nelaton y Braker - Broorn; espolvoreé yodoformo en la linea
cruenta; cubridla con gasa yodoformada y algodones antisépticos y puso el
vendaje terminal; golped luego carifiosamente las mejillas d la operada que
abrio sus ojos sonreida, y termind la grave operacion siendo entonces las 11
v 48 a. m.

Hemos de observar que la anestesia se hizo con todas las prescripciones
de la ciencia, sin que en ninguno de sus periodos, hasta el de Chassaignac,
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apareciera el mds ligero accidente, no embargante haber resistido
fisiolégicamente la enferma d su accion por espacio de mds de media hora.
Durante la operacion el pulso se mantuvo siempre lleno vy regular; la sangre
derramada no pasé de 1 2 onzas; y por ultimo que 24 horas después el
estado de la enferma es de lo mds satisfactorio.

El liquido patoldgico extraido del quiste alcanza d mds de 30 litros; y
el tumor, unilocular, que ya ostentaba como ramificaciones capilares en sus
paredes, pesa en conjunto 40 libras.

Nueva gloria que alcanza el sefior doctor Bustamante, y nuevo timbre
conque honra d su patria y d la ciencia!

]

Para terminar. Ninguna pretension de vanidad ha guiado nuestra pluma.
A otras de probada competencia y correccion en el decir tocard el elogio
merecido de aquella operacion que apenas hemos descrito con la desnudez
de la verdad mds severa; por lo que, lo repetimos, sabemos que lejos de
estos centros de estudios hay muchos, como nosotros amantes fervorosos de
la ciencia de Hipocrates y de Galeno, que aprovechardn este trabajo,hu(...)
de suyo siquiera para formar idea mds clara y precisa del manual operatorio
de la ovariotomia.

Habiamos es(...)lo que precede el primero del actual (...), dia siguiente
al de la operacidn, pero circunstancias ajenas a nuestro deseo impidieron su
publicidad, la hacemos hoy de(...) de poder decir que acabamos de visitar a
la operada a quien encontramos cas(...) completamente buena, sin presentar
la menor (...)traccion cicatricial en el abdomen; y de(...)a en la cama por no
haberse desprendido completamente el clamp. En los primeros dias de su
asistencia la enferma presentd una ligera reaccion febril, sin que llegara a
observarse el mds leve sintoma de peritonitis.

A.V. BARROSO
Maracaibo, Marzo 24 de 1894
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Normas para la presentacion de trabajos

1. Principios de la Revista

La REVISTA DE LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA es un érgano cientifi-
co de difusiéon de trabajos parciales o definitivos de investigadores y/o
equipos de investigacién nacionales y extranjeros. Su naturaleza es multi-
disciplinaria e interdisciplinaria, por ello su tematica se divide en tres gran-
des ejes: a. ciencias sociales y arte; b. ciencias del agro, ingenieria y tecno-
logia; c. ciencias exactas, naturales y de la salud. Su publicacién es cuatri-
mestral. Cada niimero, de los tres del afo, se corresponde con uno de los
tres ejes tematicos. La Revista de la Universidad del Zulia, por su caracter
histrico y patrimonial, esta adscrita a la CATEDRA LIBRE HISTORIA DE
LA UNIVERSIDAD DEL ZULIA.

2. Métodos de Envio y de Evaluacion de los Trabajos

Los autores interesados en publicar su trabajo en la Revista de la Uni-
versidad del Zulia deberan remitir tres copias del mismo sin identificacion
en sobre cerrado a la siguiente direccion: Avenida Guajira, Fundadesa-
rrollo, planta baja de la Sede Rectoral de La Universidad del Zulia. Este so-
bre debe estar acompafado de otro, el cual contendra el original del tra-
bajo con la identificacion del autor o autores, indicando: nombre, apelli-
do, institucién que representa (universidad, instituto, centro de investiga-
cion, fundacion), correo electrénico. Asi mismo en este sobre se presenta-
rd una comunicacion escrita firmada por todos los autores y dirigida al Di-
rector de la Revista. En esta comunicacién se manifestard el interés de los
autores de proponer su trabajo para la publicacién en la Revista de la Uni-
versidad del Zulia, previa evaluacién del Comité de Arbitraje. Se agregara
también a este sobre una sintesis curricular de cada autor con una exten-
sion no mayor de diez (10) lineas. También se podrd presentar el trabajo
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dirigiéndolo a los siguientes correos electronicos: revistadeluz@gmail.com;
revistauniversidaddelzulia@gmail.com. El curriculo de los autores se envia-
ra en archivo adjunto, distinto al que contendrd el trabajo. Los articulos pro-
puestos para esta revista deben ser inéditos y no deben haber sido propues-
tos simultdneamente a otras publicaciones. Todos los trabajos serdn evalua-
dos por parte de un Comité de Arbitros-Especialistas de reconocido presti-
gio, seleccionado por el Comité Editorial de la Revista. La evaluacién de los
Arbitros se realizara mediante el procedimiento conocido como par de cie-
gos: los arbitros y los autores no conoceran sus identidades respectivas. Los
criterios de Evaluacién son los siguientes:

a.  Criterios formales o de presentacién: 1) originalidad, pertinencia y
adecuada extension del titulo; 2) claridad y coherencia del discurso;
3) adecuada elaboracién del resumen; 4) organizacién interna del
texto; 5) todos los demds criterios establecidos en la presente norma-
tiva.

b.  Criterios de contenido: 1) dominio de conocimiento evidenciado;
2) rigurosidad cientifica; 3) fundamentacion teérica y metodoldgica;
4) actualidad y relevancia de las fuentes consultadas; 5) aportes al co-
nocimiento existente.

Al recibirse la respuesta del Comité de Arbitros designado se informa-
ra a los autores por correo electrénico la decision correspondiente; en
caso de ser aceptado el trabajo debera remitirse por correo electrénico la
version digital del mismo.

3. Presentacion de los trabajos

Los trabajos deben presentar un resumen de 150 palabras como ma-
ximo y hasta cinco palabras claves; tanto el resumen como las palabras cla-
ves estaran en espanol e inglés. Igualmente el titulo y el subtitulo del traba-
jo seran presentados también en espanol e inglés. La extension maxima
del trabajo sera de veinte (20) paginas, y diez (10) como extensién mini-
ma. Todos los trabajos seran presentados en hoja tipo carta, impresos por
una sola cara, con numeracién continua y con margenes de tres (3) centi-
metros a cada lado. El texto se presentara a espacio y medio, en fuente Ti-
mes New Roman, tamano 12.
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4. Cuerpo del articulo

Se dividird en Introduccién, Desarrollo y Conclusiones (o Considera-
ciones Finales, segtin sea el caso). La introduccién incluira el propésito u ob-
jetivo general perseguido. El Desarrollo se organizard en secciones y subsec-
ciones debidamente identificadas con subtitulos numerados completamen-
te en arabigos de acuerdo al sistema decimal, respondiendo a una sucesién
continua y utilizando un punto para separar los niveles de divisién. La Intro-
duccién y Conclusion estan exceptuadas de esta numeracion. Las fechas y
horas se expresardn numéricamente. En caso de existir ilustraciones (grafi-
cos, mapas, fotos) debe hacerse referencia a los mismos en el texto. Estas
ilustraciones seran contadas dentro de la extension maxima del articulo. Las
notas explicativas o aclaratorias deben reducirse al minimo necesario y co-
locarse al pie de paginas debidamente sefializadas. Los materiales comple-
mentarios se recogeran en anexos, los cuales se identificaran con una letra'y
un titulo y se colocaran después de la bibliografia. Los anexos seran conta-
dos también dentro de la extensién maxima del articulo.

5. Citado

El citado se realizara en el texto utilizando la modalidad autor-fecha,
establecido en el Reglamento para la presentacién de trabajos en la Univer-
sidad del Zulia, indicando, en caso de ser cita textual, apellido(s) del autor,
seguido de coma, afo de publicacién de la obra, seguido de dos puntos y
el (los) nimero(s) de la(s) pagina(s), por ejemplo: de acuerdo a Rincén
(1998: 45) o (Rincén, 1998: 45); si no es cita textual sino una parafrasis no
se indicara el nimero de pagina, ejemplo: de acuerdo a Rincén (1998) o
(Rincén, 1998). Si hay varias obras del mismo autor publicadas en el mis-
mo afno, se ordenaran literalmente en orden alfabético; por ejemplo, (Rin-
c6n, 2008a: 12), (Rincén, 2008b: 24). Si son dos autores, se colocaran so-
lamente el primer apellido de cada uno, por ejemplo: Segiin Morales y
Fleires (2008: 90) o (Morales y Fleires, 2008: 90), siguiendo el mismo cri-
terio explicado anteriormente para las citas textuales y las parafrasis. En
caso de ser tres autores o mas se colocara el apellido del autor principal se-
guido de “et al”, ejemplo: (Rincén et al., 2008: 45). Deben evitarse, en lo
posible, citas de trabajos no publicados o en imprenta, también referen-
cias a comunicaciones y documentos privados de difusion limitada, a no
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ser que sea estrictamente necesario. En caso de fuentes documentales,
electrénicas u otras que por su naturaleza resulten inviables o complejas
para la adopcién del citado autor-fecha, sugerido en estas normas, puede
recurrirse u optarse por el citado al pie de pégina.

6. Referencias bibliogréficas

Las referencias (bibliogréficas, hemerogréficas, orales y/o documen-
tales) se presentaran al final del texto, segtin lo establecido en el Reglamen-
to para la presentacion de trabajos en la Universidad del Zulia. El orden de
las referencias es alfabético por apellido. Las diferentes obras de un mismo
autor se organizaran cronolégicamente, en orden ascendente, y si son dos
obras 0 mas de un mismo autor y afio, se mantendra el estricto orden alfa-
bético por titulo.
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