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EDITORIAL

Neurociencia hoy

hay, seguramente, mayor sabiduria que cono-

cer bien el comienzo de las cosas". Citando
esta frase intento destacar la importancia de indagar
las caracteristicas de un proceso desde sus origenes
con el fin de interpretar correctamente su desarrollo.
En las civilizaciones antiguas, tales como la egipcia y
la griega, el hombre se pregunto, sin obtener res-
puestas satisfactorias, donde residia la base de su
pensamiento y qué relacion tenia con el alma. Lue-
go se sucedieron periodos historicos sin cuestiona-
mientos sobre la existencia del alma o la mente. Pero,
cuando en 1662 Thomas Willis (y no fue el primero
en hacerlo) separd el cerebro de su rigida envoltura
Osea, un multifacético publico cientifico lo rodeaba y
seguia atentamente sus movimientos, colaborando
algunos de ellos en las maniobras de extraccion y
documentacién grafica ®. Ese dia, mientras Willis le-
vantaba el cerebro y lo mostraba a la audiencia,
comenzaba una nueva era llamada Edad Neurocén-
trica, era que se ha prolongado hasta nuestros dias.
De alli en mas, los investigadores han contribuido con
numerosisimos avances fundados, tal como lo hiciera
primitivamente Willis, en el cooperativismo cientifico.
Como un fendmeno de desintegracion e integracion
consecutivas, el progreso y la necesidad de la espe-
cializacion en las neurociencias ha producido por un
lado la atomizacion de los conocimientos y las acti-
vidades y, junto a ello, la obligacion perentoria de la
interaccion de sus componentes. En base a la vigori-
zacion intelectual que producen las innumerables
facetas de la interaccion humana, la discusion cienti-
fica genera nuevas e importantes ideas. Cada vez
mas la ciencia recurre a principios basicos fisicos,
guimicos o matematicos aparentemente aislados, pa-
ra explicar trascendentes fenémenos biol6gicos. En
esta "intima solidaridad de las ciencias" ® han fructi-
ficado los mas sorprendentes descubrimientos, pasa-
dos y recientes. En ambientes florecientes, y otras
veces en medios desfavorables, por no decir hostiles
o simplemente indolentes.

E n el ensayo "Retraso", Francis Bacon dice: "No
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En tiempos en que la neuroanatomia funcional bus-
ca y encuentra su correlato en la anatomia molecu-
lar; en que los hallazgos micromorfoldgicos se expli-
can por cambios en el entorno bioldgico y viceversa;
y en que la psicopatologia y la neurociencia de la
cognicion aunan esfuerzos por comprender las en-
fermedades psiquiétricas, las alteraciones mentales
tienden a explicarse a través de modelos matemati-
cos de alteracion de la plasticidad neural. Son los
mismos tiempos en que la neurofisiologia avanza
sobre campos antes insospechados, tales como la
inmunidad, la plasticidad neural y las funciones psi-
cofisioldgicas; en que las neuroimagenes avalan un
dialogo entre psicoanalistas y neurocientificos; y en
que la neurorrehabilitacién potencia sus tratamien-
tos basandose en los nuevos conceptos neurobioldgi-
cos de crecimiento, regeneracién y plasticidad neu-
ral. Mientras leemos a Damasio refrescando y re-
frendando las teorias de Bergson, asistimos a la rela-
cion neurobiolégica entre nutricion, comportamien-
to y neuroquimica; vemos emerger nuevas discipli-
nas tales como neurofilosofia y neuroeconomia, y
vemos transformarse la practica de diagnostico y tra-
tamiento merced a la neurogenética, los estudios
sobre muerte celular, la terapia génica y la experien-
cia en stem cells.

En todos esos tiempos, que son los actuales, el ar-
bol ramificado hasta el infinito funciona multidis-
ciplinariamente en un dnico y gran tronco comun:
la neurociencia.

Marta Jones

1- Zimmer C. Soul made flesh. The discovery of the brain and how it chan-
ged the world. New York/London/Toronto: Free Press; 2004.

2- Ramén y Cajal S. Los ténicos de la voluntad. Bs.As./México: Espasa-
Calpe; 1946.
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Identificacion répida de bacterias
aisladas de pacientes fibroquisticos
mediante espectroscopia infrarroja
y analisis multivariante

resumen

A partir del afio 2004 se ha registrado en el Hospital de
Nifios de La Plata, un aumento en el nimero de aislamientos
de B. cepacia en pacientes fibroquisticos (FQ), asi como tam-
bién en nifios con otras patologias. La identificacion rapida y
precisa de estas bacterias resulta esencial para la iniciacion
del tratamiento adecuado. Los métodos bioquimicos emple-
ados de rutina para la identificacion microbiolégica, no brin-
dan por lo general resultados certeros, demandan al menos 5
dias de analisis y s6lo permiten discriminar hasta el nivel de
especie. Sin embargo, las bacterias identificadas como "B.
cepacia" comprenden un grupo de 9 especies 0 genomovares
altamente relacionados, denominado colectivamente el
Complejo B. cepacia.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar una estrategia que
permitiera la identificacion y caracterizacién rapida de orga-
nismos aislados de muestras de esputo de pacientes FQ a
nivel de subtipo de genomovar, basada en el empleo de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-
IR) combinada con técnicas de analisis multivariante.

Se obtuvieron espectros de 14 aislamientos hospitalarios y 16
cepas de referencia previamente confirmadas por técnicas de bio-
logia molecular (PCR y corte con enzimas de restriccion) en un
espectréometro Perkin Elmer (Spectrum One). Para ello se utiliza-
ron colonias obtenidas en medio sélido en condiciones estanda-
rizadas, proveniente de un cultivo confluente resuspendidas en
H5O, transferidas a una celda de ZnSe y llevadas a sequedad
hasta obtener un film homogéneo y transparente. Los espectros
se normalizaron y sus derivadas primeras fueron sometidas a
diferentes andlisis multivariantes para su diferenciacion y cons-
truccion de librerias espectrales. Se desarrollaron y compararon
dos sistemas de caracterizacion, diferenciacion e identificacion
basados en: 1) andlisis de clusters (AC) empleando el coeficiente
de Pearson y el algoritmo de Ward (software OPUS V.4.0, Bruker
Optics, USA) y 2) un sistema de redes neuronales artificiales
(ANNs) que discrimina en tres diferentes niveles (género, geno-
movar y subtipo), entrenado aplicando diferentes algoritmos
(NeuroDeveloper®© software, Germany).
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Se demostro que FT-IR combinada con AC y/o
ANNSs permite la identificacion rapida (menos de
36 horas), precisa y a bajo costo de organismos
de interés clinico.

Palabras clave: diagnéstico microbiol6gico,
Burkholderia cepacia, espectroscopia infrarroja,
analisis multivariante.

introduccion

Los pacientes fibroquisticos son susceptibles a
infecciones pulmonares crénicas causadas por un
amplio rango de bacterias ®. Estas infecciones
exacerban el progresivo deterioro pulmonar.
Aunque Pseudomonas aeruginosa ha sido descri-
to como el organismo mas comUnmente asociado
a la morbilidad y mortalidad de estos pacientes,
en las dos ultimas décadas Burkholderia cepacia
ha aparecido como responsable de brotes epidé-
micos entre personas fibroquisticas “®. En el
ambito local, particularmente en el Hospital de
Nifios de La Plata, durante el afio 2004 se regis-
traron 40 aislamientos de B. cepacia, en estos pa-
cientes. B. cepacia, no es un simple organismo,
sino que corresponde a un grupo de bacterias, las
cuales incluyen nueve especies 0 genomovares es-
trechamente relacionados, colectivamente desig-
nados como el Complejo B. cepacia “*°. La taxo-
nomia e identificacién de las especies que inte-
gran este complejo es dificultosa empleando las
técnicas bioquimicas convencionales; y se ha do-
cumentado que bacterias pertenecientes a otros
géneros como Pandoraea y Ralstonia pueden ser
confundidas como especies de Burkholderia ©"®.
Los métodos bioquimicos demandan al menos 5
dias de andlisis, son costosos y en el caso de
Burkholderia no permiten discriminar hasta el
nivel de especie. Andlisis basados en polimorfis-
mos de los genes 16S rDNA vy recA fueron desa-
rrollados en los Ultimos afios a fines de identifica-
cién “*19_Sin embargo, si bien estas técnicas repre-
sentan un avance importante, su implementacion es
costosa, consume un tiempo considerable y no re-
sulta sencilla, sobre todo en el ambito hospitalario.
Una estrategia radicalmente diferente, para la

répida identificacion de organismos clinicamente
relevantes, es el empleo de técnicas espectrosco-
picas “**?, El fundamento de las mismas es que un
espectro infrarrojo (IR) constituye una especie de
huella dactilar, que representa la composicién
guimica global de la muestra analizada y que, por
lo tanto, permite su caracterizacién. La espec-
troscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR) combinada con técnicas de analisis multi-
variante ha sido propuesta en los Ultimos afios
como un método fisicoquimico alternativo para
la identificacidon y caracterizacion molecular mi-
crobiana @2, Esta metodologia al analizar directa-
mente espectros de células enteras, sin ningun tipo
de tratamiento ni uso de reactivos especiales, tiene
bajos costos operativos y lo que es mas importante
permite obtener resultados en tiempos reducidos.
En otros organismos patdgenos (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Estrep-
tococcus spp., Candida spp.) FT-IR demostré su
poder de resolucién para diferenciarlos hasta el ni-
vel de cepa ™™,

El objetivo de este trabajo fue aplicar FT-IR com-
binada con técnicas multivariantes, como anélisis
de cluster y redes neuronales artificiales (RNA)®",
para construir bibliotecas basadas en espectros de
cepas de referencia del complejo B. cepacia y
Pseudomonas que permitiesen la posterior identifi-
cacion rapida, de organismos aislados de pacientes
con fibrosis quistica. La metodologia desarrollada
permitira también realizar estudios de biodiversi-
dad y epidemioldgicos.

materiales y métodos

Microorganismos y condiciones de cultivo

Las cepas y aislamientos bacterianos utilizados en
este trabajo se indican en la Tabla I. Se estudiaron
14 aislamientos obtenidos al azar entre 40 mues-
tras de esputo de pacientes fibroquisticos trata-
dos en el Hospital de Nifios de La Plata Sor Ma-
ria Ludovica durante el aflo 2004. Previo al ana-
lisis por espectroscopia los aislamientos se carac-
terizaron e identificaron por métodos bioquimi-
cos y técnicas de biologia molecular ¢®. Todos los
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organismos fueron mantenidos a -70°C en glice-
rol al 30%. Para iniciar cada proceso se sembraron
placas con agar Mueller-Hinton (MH) suplemen-
tado con 5% de sangre de carnero. Las placas se
incubaron 24 hs a 36°C. Las colonias se repicaron
e incubaron por 8 hs en las mismas condiciones.
En estudios de optimizacion se tomaron muestras
de fase lag, exponencial y estacionaria.

Espectroscopia Infrarroja

Adquisicion y pre-tratamiento de los espectros: es-
pectros infrarrojos de cada uno de los organis-
mos en estudio, fueron obtenidos a partir de las
colonias crecidas en medio sélido. Para la toma
de muestra se utiliz6 la técnica descripta por
Helm y colaboradores™, la cual consiste en to-
mar dos anzadas de material microbiano prove-
niente de un cultivo confluente (con anza de pla-
tino calibrada de 1mm de diametro), resuspender
el material en 120 uL de H>O, transferir 100 uL
de la suspension a una celda de ZnSe y llevar a
sequedad hasta obtener un film homogéneo y
transparente. Las celdas fueron leidas en un es-
pectrometro infrarrojo con transformada de
Fourier (Perkin Elmer, Spectrum One, USA). Los
espectros de absorcién fueron registrados entre
650 y 4000 cm™ con una resolucion de 6 cm™ y
cada uno resultd del promedio de 64 escaneos,
Para evitar interferencias debidas a bandas rota-
cionales del vapor de agua, las medidas se reali-
zaron bajo corriente de aire seco. Los espectros
fueron sometidos a un pre-tratamiento utilizando
el software OPUS version 4.0 (Bruker Opticks,
Alemania), el cual consistio en la obtencion de la
derivada primera y segunda de cada espectro
para posteriormente llevar a cabo un test de cali-
dad espectral (TC)®. Sélo los espectros que su-
peraron este test fueron incluidos en los andlisis
posteriores. Para disminuir corrimientos de la li-
nea de base, aumentar la resolucion de las bandas
e igualar biomasa, los espectros originales fueron
derivados y sometidos a una normalizacién vec-
torial empleando el software OPUS.

El espectro IR de cualquier material de origen bio-
I6gico puede dividirse en 5 regiones o ventanas
espectrales, de las cuales se obtiene diferente infor-

macion. La Figura 1 muestra un espectro micro-
biano tipico el cual representa la composicion bio-
quimica total de las células analizadas; se indican
las ventanas espectrales y las absorciones de las
principales macromoléculas y grupos funcionales.
La region 3.100 a 2.800 cm*, designada W1, co-
rresponde a las absorciones debidas a estiramien-
tos y balanceos de uniones C-H de los grupos fun-
cionales CHg y >CHo, presentes en cadenas de
acidos grasos. En la region Wo, entre 1.800 y
1.500 cm™, denominada regién de Amidas, predo-
minan las absorciones debidas al grupo >C=0
caracteristico de la unién amida de proteinas y de
ésteres. La region W3, entre 1.300 y 1.500 cm™, es
la llamada region mixta, ya que incluye la absor-
cién de grupos funcionales de lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucleicos. La region espec-
tral Wy, entre 1.200 y 900 cm™, es asociada a ban-
das debidas a estiramientos C-C y C-O y a defor-
maciones C-O-C y C-O-H de polisacaridos. El
intervalo entre 900 y 650 cm™, Wg, conocido co-
mo huella dactilar, exhibe gran variedad de picos
de muy baja intensidad, caracteristico de la mues-
tra en estudio ™2,

[) Estudios de reproducibilidad

Previo a la utilizacidn de los espectros para la cons-
truccioén de las bases de datos, se analizé la variabi-
lidad que muestran los organismos en estudio con
relacion a su expresion fenotipica. Para ello se re-
gistraron no menos de 15 espectros de cada cepa,
obtenidos de por lo menos 3 cultivos independien-
tes realizados en el término de 6 meses. A fin de
darle un valor numeérico al nivel de reproducibili-
dad o variabilidad (NR), se aplicé sobre los 15
espectros replicados de cada especie la ecuacion
"Normalization to reprolevel" en el rango 1.700-900
cm™, con la cual se obtuvo una medida de la disimi-
litud entre espectros “'2. Finalmente, para visualizar
el NR en forma de dendrograma se introdujo valor
de disimilitud obtenido en el algoritmo de prome-
dios ponderados (“"Average Linkage"), software OPUS.

lI) Anélisis de cluster e identificacién
Para la construccion de librerias espectrales que
permitieran discriminar e identificar aislamientos
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Tabla 1. Cepas de referencia y aislamientos hospitalarios utilizados en el estudio y sus res-
pectivos origenes.

Género Especies (genomovar) | Cepa Procedencia
cepacia (I)* ATCC 25416 | PCR/RFLP cebolla, EEUU
multivorans (I1)* ATCC 17616 | PCR/RFLP suelo, EEUU
cenoepacia (llla)* LMG 18863 PCR/RFLP paciente fibroquistico Canada
Cepa hospitalaria cedida por la
cenocepacia (lllb)* PCR/RFLP Cétedra de Microbiologia, Fac.
Medicina (UBA)
stabilis (IV)* LMG 18870 PCR/RFLP paciente fibroquistico, Canada
dolosa (VI)* LMG 21820 PCR/RFLP paciente fibroguistico Reino Unido
ambifaria (VII)* LMG 19467 PCR/RFLP paciente fibroquistico Australia
anthina (VIII)* LMG 20983 PCR/RFLP paciente fibroguistico Reino Unido
ubonensis (X) ATCC
NF23 PCR/RFLP HNLP
Burkholderia NF57 PCR/RFLP
NF59 PCR/RFLP
NF64 PCR/RFLP
NF67 PCR/RFLP
NF69 PCR/RFLP
cenocepacia (ll)* NF72 PCR/RFLP
NF74 PCR/RFLP
NF77 PCR/RFLP
NF87 PCR/RFLP
NF96 PCR/RFLP
NF98 PCR/RFLP
NF99 PCR/RFLP
NF101 PCR/RFLP
NF102 PCR/RFLP
ATCC 13388
ATCC 19429 RKI, Berlin, Alemania
ATCC 25619
Pseudomonas aeruginosa ATCC 31482
ATCC 10145
ATCC 15442
ATCC 27853

* Especies pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia
ATCC: American Type Culture Collection; LMG: Belgian Co-ordinated Collections of microorganisms - Bacteria Collections,

Ghent, Belgica.

Las cepas ATCC y LMG de Burkholderia cepacia forman parte del International Burkholderia cepacia Strain Panel y fueron
cedidas por el sector bacteriologia del Hospital de Nifios Ricardo Gutierrez (Buenos Aires- Argentina).
HNLP: Hospital de Nifios de La Plata "Sor Maria Ludovica".
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desconocidos y para estudios epidemioldgicos a
fin de poder diferenciar fenotipicamente aisla-
mientos, se seleccionaron las ventanas espectrales
gue permitieron la diferenciacion entre los dife-
rentes genomovares del Complejo B. cepacia, pa-
ra lo cual se fueron combinando las distintas ven-
tanas espectrales indicadas en la Figura 1 hasta
que la discriminacion obtenida por FT-IR estu-
viera de acuerdo con la identificacion molecular
y bioquimica. Una vez establecidas las ventanas
adecuadas, se calculd el coeficiente de disimilitud
entre espectros utilizando el producto momento
de Pearson (“"scaling to 1* range") y para la cons-
truccion del dendrograma que muestra la clasifi-
cacion final alcanzada, se utilizé el algoritmo de
Ward. Las librerias basadas en el analisis de clus-
ters, fueron construidas utilizando los software:
Spectrum One (Perkin Elmer) y el paquete IDENT
del software OPUS.

IV) Construccion de redes neuronales e identificacion
La construccion de una libreria basada en una red

neuronal artificial para identificar aislamientos bac-
terianos se realizd utilizando el software Neuro-
Developer®, desarrollado por Synthon Analytics,
Heildelberg, Alemania “**". La construccion de la li-
breria requiri6 varias etapas: a) adquisicion y pre-
tratamiento de espectros; b) normalizacién de da-
tos; c) ingreso de espectros para entrenamiento de
la red; d) definicion de la topografia de la red; €)
optimacion del nimero de niveles jerarquicos de la
red, del nimero de capas escondidas de la red neu-
ronal y de las funciones a utilizar y el calculo del
error minimo; f) validacion de la red neuronal arti-
ficial mediante tres técnicas: "winner takes all"
(WTA), la regla 402040 y la extrapolacion; g) iden-
tificacion de aislados desconocidos.

Caracterizacion de organismos por PCR-RFLP
La identidad de los 9 genomovares de referencia del
Complejo B. cepacia, asi como de los aislados hos-
pitalarios fue confirmada por aplicacion de métodos
de biologia molecular utilizando la técnica de PCR
y corte con enzimas de restriccion (recA-RFLP) @,

Figura 1. Espectro FT-IR de absorcion de una muestra de Pseudomonas aeruginosa depositada sobre una celda de
ZnSe, obtenido por 64 scaneos a 6 cm™ de resolucion. Se muestran las distintas ventanas o regiones en que puede
dividirse un espectro para facilitar su andlisis y las absorciones correspondientes a los grupos funcionales presen-

tes en las principales macromoléculas.
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resultados y discusién

El fenotipo de un microorganismo varia en funcion
de la composicion del medio de cultivo, tiempo de
crecimiento, pH, temperatura, sistema de cultivo,
etc. Por lo tanto, al ser los espectros un reflejo del
fenotipo, es de critica importancia definir un pro-
cedimiento estandarizado de toma de muestra a fin
de lograr reproducibilidad en los mismos. Los estu-
dios de identificacion de muestras biolégicas por
sus espectros son confiables si la muestra y condi-
ciones de medida son estandarizadas.

Estandarizacion de condiciones de cultivo

Diversas investigaciones demostraron que la
presencia de polimeros de reserva derivados de
hidroxi-alcanoatos (polibeta-hidroxibutirato,
PHB), dificulta la caracterizacién e identifica-
cién por FT-IR debido a que los mismos exhi-
ben importantes bandas de absorcién a lo largo
de todo el espectro IR (PHB posee 11 picos

caracteristicos) “2**', Por esta razén y teniendo
en cuenta que estos organismos forman PHB
durante su crecimiento, se debi6é determinar en
qué fase del cultivo la presencia de PHB no
representaba una interferencia. Como se obser-
va en la Figura 2, colonias tomadas al cabo de 8
hs de crecimiento en medio sélido, no presen-
tan un nivel detectable de PHB que pueda afec-
tar la posterior diferenciacién espectral. En
vista de este resultado, se adoptd para todos los
organismos este tiempo de crecimiento para la
toma de muestra.

Reproducibilidad de las medidas

Estandarizadas las condiciones para la obtencién
de muestras se procedié a registrar no menos de 15
espectros de cada cepa a efectos de determinar, la
reproducibilidad fenotipica de las mismas. En la
Figura 3 se puede observar el nivel de reproducibi-
lidad (indicado con lineas punteadas) obtenida para
3 diferentes genomovares del Complejo B. cepacia.

Figura 2. Espectros FT-IR de un aislamiento hospitalario perteneciente al genomovar Illa del Complejo B. cepacia
que produce diferentes cantidades del material de reserva poli-hidroxi-butirato (PHB) en funcién del tiempo de cre-
cimiento. a) espectros IR de células tomadas a las 8 hs de crecimiento en medio MH, donde no se detecta produc-
cién de PHB; y b) las mismas células tomadas a las 24 hs de crecimiento donde se detecta la presencia de PHB.

(a) 8 hde cultivo (sin PHB)
(b} 24 h de cultivo (con PHE)
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Los replicados provienen de 3 cultivos indepen-
dientes. Este andlisis demostrd que en las condi-
ciones de cultivo y medida seleccionadas el nivel
de reproducibilidad mostrado por las cepas anali-
zadas era satisfactorio (NR<<16), ya que la biblio-
grafia internacional establece como admisibles
valores menores a 25 @,

Diferenciacion de los genomovares pertene-
cientes al Complejo B. cepacia por FT-IR

La guemometria es una poderosa herramienta de
analisis que resulta de la aplicacion de técnicas com-
putacionales a la espectroscopia vibracional “5*". A
partir de la superposicion de los espectros de cada
una de las cepas de referencia de los distintos geno-
movares del complejo B. cepacia, (Tabla 1), se selec-
cionaron 5 ventanas espectrales que permitieron la
discriminacion entre los mismos. El criterio de
seleccion tiene en cuenta las regiones donde las
diferencias entre espectros de una misma clase son
minimas y las diferencias entre clases resultan méxi-
mas. Las ventanas seleccionadas fueron utilizadas
como datos de entrada, conjuntamente con el coe-
ficiente de Pearson y el algoritmo de Ward, para la
construccion del dendrograma indicado en la Fi-
gura 4a. El mismo muestra que los distintos geno-
movares pueden ser claramente discriminadas a tra-
vés de sus espectros infrarrojos. Las cepas utilizadas
habian sido analizadas por métodos moleculares
(PCR-RFLP) para confirmar su identidad. Los re-
sultados obtenidos empleando el gen recA (Figura
4b), fueron confrontados con bases de datos inter-
nacionales lo cual permitié corroborar el genomo-
var de cada cepa “%?,

Construccion de librerias basadas
en el andlisis de cluster

Habiendo establecido que la espectroscopia IR
permite la diferenciacion de genomovares de B.
cepacia, se paso a construir una libreria o base de
datos espectrales que permitiera la posterior
identificacion de aislados bacterianos desconoci-
dos. Para la construccion de esta libreria los
espectros pertenecientes a los diferentes genomo-
vares de referencia fueron divididos en dos gru-
pos. Un primer grupo de 10 espectros de cada

genomovar, tomados al azar, fue cargado en el
software OPUS y procesados usando el paquete
IDENT para construccion de bibliotecas. Luego
se cargaron en el software, las 5 ventanas espec-
trales seleccionadas previamente (indicadas en la
Figura 4a) para la diferenciacién. En las mismas se
calculé el coeficiente de disimilitud de Pearson. La
libreria resultante, fue posteriormente validada
con el otro grupo de espectros (5 de cada geno-
movar). A partir de los espectros que la libreria
no identificd correctamente se determingé el % de
certeza o incertidumbre para la identificacion. El
porcentaje de certeza para la identificacion de orga-
nismos pertenecientes a los genomovares 11, llla,
Ib, IV, VIl y X vari6 entre el 90 y el 95%; en tanto
que para los genomovares I, VI y VIII estuvo com-
prendido entre el 80 y el 85%. Es importante resal-
tar que estos valores pueden ser mejorados am-
pliando el nimero de espectros con los cuales se
construye y valida la libreria.

Los espectros obtenidos de los aislamientos hos-
pitalarios fueron posteriormente desafiados con-
tra la libreria desarrollada, resultando todos ellos
identificados como genomovar lllb del complejo
B. cepacia excepto un aislamiento (nimero 87)
gue fue identificado como genomovar VI. El ana-
lisis posterior de todos los aislamientos por méto-
dos moleculares demostré sin embargo, que to-
dos ellos correspondian al genomovar Illb. Se
concluyé por lo tanto que esta libreria basada en
el andlisis de cluster presentd un 7% de identifi-
caciones incorrectas con los aislamientos hospita-
larios ensayados.

Si bien la identificacién de microorganismos al
nivel de subtipo (Illb en este caso) es necesaria
para el tratamiento y seguimiento de los pacien-
tes, en diversas ocasiones se requiere alcanzar un
nivel de clasificacion mayor y diferenciar los ais-
lados microbianos a nivel de cepa, en especial en
brotes o estudios epidemiolégicos. Con este fin se
estudié el conjunto de 14 aislados hospitalarios
provenientes de un brote registrado en el
Hospital de Nifios de La Plata durante el afio
2004 (Tabla I). Se analizaron los espectros pro-
medio obtenidos de 15 replicados de cada aisla-
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Figura 3. Dendrogramas mostrando los niveles de reproducibilidad para los genomovares | (a), VI (b) y VIII (c),
en el rango 1.700 - 900 cm™. Los resultados provienen de 3 experiencias independientes con no menos de 5 repli-
cados cada una registradas en el lapso de 6 meses. Para la construccién del dendrograma se utilizaron la funcion
"Normal to reprolevel" para el calculo de la distancia espectral y Average Linkage para mostrar la distribucion de
las distancias obtenidas (OPUS 4.0, Bruker, Optick, Alemania). El nivel de reproducibilidad (NR) alcanzado por
cada cepa se indica con linea de puntadas.
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miento, a través de un andlisis de clusters utili-
zando el coeficiente de Pearson y el algoritmo de
Ward en las ventanas definidas previamente. Los
resultados (Figura 4c) indican que si bien todos
ellos fueron identificados como Illb, como se
mencioné previamente, la espectroscopia IR fue
capaz de diferenciarlos en 4 grupos o clusters. Es
importante resaltar que los métodos bioquimicos
aplicados a estos aislamientos permitieron identi-
ficarlos s6lo hasta el nivel de género (Complejo B.
cepacia) y la técnica de biologia molecular los agru-
p6 como pertenecientes al genomovar Il1b (nivel de
subtipo). FT-IR demostré ser en este caso una me-
todologia de mayor poder de discriminacion.

Construccion de librerias espectrales basadas
en redes neuronales artificiales

Una segunda estrategia de identificacion implica
el desarrollo de librerias empleando un sistema de
clasificacion jerarquica basado en redes neurona-
les artificiales (RNA). En este trabajo fue desarro-
Ilada una libreria basada en tres niveles de clasifi-
caciéon (Figura 5a): el nivel superior (top-level)
permite discriminar entre los géneros Pseudomo-
nas y Burkholderia; el segundo nivel (subnet 1)
diferenciar los genomovares del Complejo B. ce-
pacia y el tercer nivel (subnet 2) distinguir entre
las dos subespecies del genomovar Il (I11a o 111b).
Utilizando el 75 % de los espectros registrados de
cada genomovar de referencia se entrenaron y
validaron las tres redes neuronales en forma inde-
pendiente y luego fueron conectadas en forma de
arquitecturas neurales en multicapas. El entrena-
miento de cada una de ellas (top-net, subnetl y
subnet 2) consistié en la basqueda de los nimeros
de onda que mejor diferencian las clases estudia-
das (Figura 5b), asi como también el ajuste de
otras variables como el nimero de nodos inter-
nos. Posteriormente utilizando los espectros
reservados para el testeo (25 % del total de espec-
tros), se calcularon los % de certeza para la iden-
tificacion de cada uno de los genomovares, obte-
niéndose valores comprendidos entre el 97 y 100 %,

dependiendo del genomovar. Bajo este sistema de
identificacion por redes neuronales artificiales to-
dos los espectros correspondientes a los aislados de
muestras de esputo de pacientes fibroquisticos fue-
ron correctamente clasificados como pertenecien-
tes al genomovar Il1b (Figura 5c).

Los dos modelos de clasificacion elaborados en el
presente estudio prueban que la informacion conte-
nida en el espectro IR es suficiente para diferenciar fe-
notipicamente los organismos pertenecientes al Com-
plejo B. cepacia y diferenciar éstos de Pseudomonas.
Se demostrd que las diferentes cepas poseen estructu-
ras especificas que FT-IR es capaz de reconocer.

Es importante resaltar en cuanto a la metodologia
en general el tiempo empleado en la obtencion de
resultados. Si se toma en cuenta el tiempo que
insume el cultivo de la muestra de esputo (24 horas
mas 8 horas para el repique), el tiempo que insume
preparar la muestra y secarla (15 minutos mas 45
minutos) y el tiempo de lectura y carga de espectro
en la libreria (1 hora en total), se llega a la conclu-
sion que la obtencion de resultados por FT-IR insu-
men menos de 36 horas.

conclusiones

En el presente trabajo se demostr6 que FT-IR com-
binada con analisis multivariante constituye una
poderosa herramienta para la caracterizacion e
identificacion de organismos aislados de muestras
de esputo de pacientes fibroquisticos. Las librerias
construidas permitiran el diagnostico bacteriolégi-
co de organismos pertenecientes al complejo B. ce-
pacia y Pseudomonas a las 36 horas posteriores a la
toma de muestra. La metodologia demostré altos
niveles de certeza y bajo costo operativo. Un mayor
nivel de seguridad podra ser alcanzado con un
aumento en el nimero de datos durante el entre-
namiento de la red neuronal. La estrategia de diag-
néstico microbiologico desarrollada es inédita
tanto en el &mbito local como internacional y con-
tribuird a la resolucién de un problema social
importante a nivel hospitalario.
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Figura 4. a) Dendrograma resultante de un analisis de cluster jerarquico de datos obtenidos de espectros FT-IR
correspondientes a los diferentes genomovares del Complejo B. cepacia. El analisis fue realizado usando la 1ra
derivada normalizada vectorialmente y con la combinacion de ventanas espectrales indicadas. b) Andlisis por RFLP
del gen recA para algunos de los genomovares del complejo B. cepacia. ¢) Agrupamiento jerarquico obtenido de
las medias de la derivada 1ra de 15 replicados de espectros obtenidos de 14 aislamientos microbianos recupera-
dos de muestras de esputo de pacientes fibroquisticos.
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Figura 5. Libreria sobre la base de redes neuronales artificiales. a) Representacién esquematica de la red neuronal
artificial en multicapas. Cada "subnet" fue optimizada independientemente para ejecutar una discriminacion par-
ticular dentro de la base de datos general b) nimeros de onda seleccionados (imputs) que mejor diferenciaron los
genomovares del Complejo B. cepacia correspondientes a la subnet 1. ¢) Validacion de la libreria espectral y repre-
sentacion de la forma en que el software presenta los resultados.
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¢Qué conocen los usuarios (estudiantes de
Medicina) sobre recuperacion de informacion?

What do users (students of medicine) know
about information retrieval?

Resumen

¢Qué conocen los usuarios (estudiantes de Medicina) sobre
recuperacion de informacién?

Objetivo: evaluar el grado de conocimiento y utilizacion de
los recursos de informacidn en Ciencias de la Salud que pose-
en los alumnos de medicina que concurren a las bibliotecas
pediatricas platenses.

Material y método: se realiz6 una encuesta a alumnos de la
Facultad de Ciencias Médicas que asistieron a las bibliotecas
del Hopital Sbarra (HS) y del Hospital de Nifios de La Plata
(HNLP), entre octubre del 2004 y marzo del 2005. Las res-
puestas eran multiple choice, con una opcién abierta para
incluir informacion no consignada.

Resultados: se evaluaron 192 alumnos. De ellos, 180 cursan
en la Céatedra de Enfermedades Infecciosas, 14 en Cirugia, 12
en Pediatria, 2 en Obstetricia. De las 34 bibliotecas de salud
de la ciudad, las mas consultadas son: HS-153, Fac. Cs
Meédicas-152, HNLP-146, Central de la Universidad-113. El
60% considera que los servicios bibliotecarios son "Buenos".
El 64 % ha participado en actividades de capacitacién sobre
busquedas bibliograficas (cursos, demostraciones, charlas),
organizadas por Catedras-7, Bibliotecas-4. Casi la totalidad
(94%-181) ha realizado personalmente busquedas en
Internet, utilizando Medline-158, Lilacs-144, Google-125,
Revistas cientificas-103. Las dificultades que encuentran en
ésto son: el poco acceso libre a textos completos y la recu-
peracién de mucha informacién poco especifica; y los aspec-
tos positivos: el acceder a informacién remota, de calidad y
actualizada. El 86% no conoce las Normas de Vancouver.
Casi la mitad (43%) no contesta o no sabe confeccionar tra-
bajos cientificos. El 93% considera que el conocimiento
sobre esta temética influird positivamente en su futura prac-
tica profesional.

Conclusiones: los recursos mas utilizados son los de acceso
libre y gratuito, incluyendo bases de datos, publicaciones mé-
dicas y buscadores generales. Se reconoce que existe infor-
macion de calidad pero acceder a ella insume costos y tiem-
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po; y necesitarian mas herramientas para optimizar
la pertinencia de los resultados de las consultas.

Es preocupante que alumnos que estan préximos a
convertirse en profesionales, desconozcan los linea-
mientos para realizacion y presentacién de trabajos
cientificos, asi como el 7% que considera que esta
habilidad no influird en su futura practica médica.

Abstract

Purpose: the object of this work was to assess
how much the students of medicine who make
use of Pediatrics libraries know about Health
Sciences information resources and how they use
such resources.

Materials and Methods: a survey was made of
students of Medical Sciences who went either to
the Sbarra Hospital (SH) library or La Plata
Children Hospital (LPCH) library from October
2004 to March 2005. Answers were given as
multiple choice with the possibility to include
non-stated information.

Results: of the 192 students who were evaluated,
180 attend the Chair of Infectious Diseases, 14 are
in Surgery, 12 in Pediatrics, and 2 in Obstetrics. Of
the 34 Health Libraries in La Plata, SH Library
(153), Faculty of Medical Sciences Library (152),
LPCH Library (146), and University Central
Library (113) are the most frequently used by the
students. 60% of the students think library services
are 'good', 64% have attended training events on
bibliography research (courses, demonstrations,
and lectures) organised by Faculty Chairs (7) or
libraries (4). Most of the students (94%) have
browsed through the Internet themselves, using
Medline (158), Lilacs (144), Google (125), scientific
publications (103). Problems that are bound to
arise include unavailability of whole texts and
searches that result in too much general information.
The advantage is that they can have access to quality
updated information, otherwise unavailable. 86% of
the students do not know about the Uniform
Requirement for Manuscript Submitted to Biomedical
Journal (Vancouver). Nearly half of them (43%) do
not know how to write a scientific paper. 93% of
the students believe that acquiring this ability will

have a positive effect on their future career.
Conclusions: free resources including databases,
medical publications, and general browsers, are the
resources most frequently used. Users acknowledge
that there is good quality information however it
takes them too much money and time to have
access to it and they would need more tools to
obtain better results. It is of great concern that
students who will shortly become professionals are
not familiar with the guidelines for scientific
papers, as well as the fact that 7% of them think
this ability will not affect their practice.

Descriptores (DeCS): almacenamiento y Recu-
peracién de la Informacién - Educacién de Pre-
grado en Medicina.

Introduccion

La ciudad de La Plata, capital de la Provincia de
Buenos Aires (Argentina) cuenta con 34 bibliote-
cas especializadas en el area biomédica @, de las
cuales 3 estan dedicadas a la salud materno infan-
til; pertenecen al Ministerio de Salud de la Pro-
vincia de Buenos Aires, formando parte una de
ellas del Programa Provincial Materno Infantil y
las otras dos a entidades hospitalarias.

La Biblioteca del Hospital Zonal Especializado
"Dr. Noel H. Sharra" -Ex Casa Cuna- (HS) @ esta
especializada en la temas relacionados con la
Infancia: sus aspectos médicos, sociales, psicol6-
gicos, culturales... con especial hincapié en creci-
miento, desarrollo, adopcién, estimulacion tem-
prana, abandono, maltrato, nutricién, SIDA,
atencién primaria de salud, etc.

Brinda sus servicios (consulta en sala, préstamos
a domicilio, busquedas bibliogréaficas, localiza-
cion de informacién, asesoramiento bibliografi-
co, etc.) a personal del Hospital, profesores y
estudiantes universitarios, profesionales de dis-
tintas areas, y personas de la comunidad interesa-
dos en esta tematica.

La Biblioteca del Hospital Interzonal de Agudos
Especializado en Pediatria Superiora Sor Maria
Ludovica (HNLP) © de la Ciudad de La Plata da
respuesta a las demandas generadas desde esta ins-
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titucion de maxima complejidad para la atencion
pediatrica (es Centro de Referencia Provincial aun-
que frecuentemente supera los limites de la pro-
vincia e inclusive del pais). Asimismo, brinda apo-
yo a las investigaciones que se llevan a cabo a tra-
vés del Instituto de Docencia e Investigaciones
Pediatricas (IDIP) y en relacién a la docencia, me-
diante las multiples catedras y unidades de resi-
dencia con sede en el Hospital.

La Facultad de Ciencias Médicas ® de la Univer-
sidad Nacional de La Plata conlleva en si la res-
ponsabilidad de formar y capacitar a los médicos
del futuro, como entidad educadora responsable
de los cambios de realidad del pais en relacién con
la Medicina, la salud, los aspectos socioeconémi-
cos y los avances cientificos.

Las actividades de docencia, investigacion y trans-
ferencia de conocimientos a la sociedad, han per-
mitido brindar a la comunidad los innumerables
aportes originales a la ciencia médica que se han
hecho en casi sesenta afios.

Esta Facultad otorga en las carreras de grado el
titulo de Médico. El Plan de Estudios de la Carrera
de Médico comprende, en la actualidad, 36 asig-
naturas distribuidas en 5 afios y una Préactica Final
obligatoria (Reforma Curricular de 2003).

La cantidad ingente de informacion y su disponi-
bilidad es una de las grandes ventajas de Internet
que, sin embargo, también presenta inconvenien-
tes. Intentar localizar documentos o datos de cual-
quier tipo en la red es una ardua tarea. Al contra-
rio que las fuentes tradicionales, en las cuales la
informacién se encuentra estructurada, en Internet
esté dispersa y distribuida andrquicamente. No to-
da la informacién que existe es de calidad y el nivel
de recambio en la red es muy alto, ya que los docu-
mentos aparecen, cambian y desaparecen a un rit-
mo Vvertiginoso.

Objetivo

Evaluar el grado de conocimiento y utilizacién de
los recursos de informacion en Ciencias de la Salud
gue poseen los alumnos de medicina que concu-
rren a las bibliotecas hospitalarias pediatricas de la
ciudad de La Plata.

Material y métodos

Se realizd una encuesta anénima (Anexo 1) a 192
alumnos de la Facultad de Ciencias Médicas que
asistieron a las bibliotecas del Hospital Sbarra (HS)
y del Hospital de Nifios de La Plata (HNLP), entre
octubre del 2004 y marzo del 2005. El cuestionario
era entregado a los alumnos que se autoevaluaban.
Las respuestas eran multiple-choice, con opciones
abiertas para incluir informacion no consignada.

Resultados

Las preguntas intentaron evaluar los conocimien-
tos que los estudiantes encuestados poseian sobre
bibliotecas biomédicas de la ciudad, calidad de sus
servicios, capacitacion y habilidades sobre Internet
y sus recursos de informacion, y redaccion de tra-
bajos cientificos.

Se evaluaron 192 alumnos, 82 en la biblioteca del
HSy 110 en la del HNLP.

Las materias que se consignan en la Tabla 1,
corresponden a alumnos que ingresaron con el
plan de estudios anterior al 2004, que se cursa-
ban durante el 6° y/6 7° afio de la carrera. Al rea-

Gréfico 1: cantidad de encuestas realizadas

B Hospital Sbarra

43%

B Hospital de
Nifios LP

Tabla 1: materias que cursan los alumnos

Materias Cantidad de respuestas
Cirugia 14
Enfermedades 180
Infecciosas 2
Obstetricia 12

Pediatria 0

Otras
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lizar la encuesta algunos cursan mas de una mate-
ria, por eso el total no es 100%. En el plan vigen-
te estas materias se cursan en 4° y 5° afio.

Varias céatedras solicitan a los estudiantes la ela-
boracién de trabajos de investigacién y/o actuali-
zacion, generando de ese modo un aluvién de

Tabla 2: bibliotecas consultadas

consultas en las diferentes bibliotecas biomédicas
de la ciudad.De las 34 unidades de informacion
(U) de ciencias de la salud platenses, las mas con-
sultadas han resultado la del HS (153), la Facul-
tad de Medicina (152), el HNLP (146), y la Bi-
blioteca Central de la Universidad (113).

Biblioteca Cantidad de respuestas
1. Bioética. COE (Oncolégico) 45
2. Cétedra de Histologia y Embriologia B. UNLP 5
3. CENEXA 6
4, Central de la UNLP (de Plaza Rocha) 113
5. Central del Ministerio Salud de PBA (51 y 4) 27
6. Centro de Documentacion Médica de La Plata (Agremiacién 62
Meédica - Sociedad Médica)

7. CESALP 4
8. Colegio de Médicos PBA. Distrito | 10
9. Colegio Farmacéuticos de PBA* 15
10 CUCAIBA 1
11. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP 14
12. Facultad de Medicina. UNLP 152
13. Facultad de Odontologia. UNLP 1
14. Facultad de Veterinaria UNLP 6
15. FECLIBA 15
16. Federacion de Bioquimicos de PBA* 35
17. FEMEBA 11
18. Freudiana 0
19. Hospital "Alejandro Korn" de Romero 8
20. Hospital "San Juan de Dios" 54
21. Hospital "San Roque" de Gonnet 68
22. Hospital de Nifos "Sor Ludovico" 146
23. Hospital Italiano de La Plata 11
24. Hospital Sbarra (Ex Casa Cuna) 153
25. IMBICE 1
26. Instituto Cardiovascular. 0
27. INUS 0
28. IOMA 1
29. Laboratorio Central. Ministerio de Salud PBA* 4
30. Médica. COE (Oncoldgico) 28
31. Programa Materno Infantil. Minist Salud PBA* 0
32. Servicio de Toxicologia. Hosp. de Nifios 4
33. Sociedad Odontoldgica de La Plata 0
34. Otra: 0

* PBA= de la Provincia de Buenos Aires.
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Estas cantidades son ldgicas por el hecho de res-
ponder a los lugares de cursada de la carreray de
realizacion de las encuestas.
El 94% considera positivamente los servicios que
se brindan en las bibliotecas.

Tabla 3: calidad del servicio bibliotecario

Apreciacion Cantidad de respuestas
Muy Bueno 66

Bueno 115

Regular 10

Malo 0

puede ofrecer informacién sobre las nuevas
Tecnologias de la Informacion y la Comunicacién
(TICs) y los recursos que éstas permiten manejar, si
esa capacitacion no es puesta en practica no logra
transformarse la ensefianza en aprendizaje.

Tabla 5.

Actividades organizadas por: Cant. de respuestas

Algunas catedras ofrecen clases tedrico-practicas
sobre busquedas bibliogréficas y manejo de infor-
macion &7,

Con el cambio curricular efectuado en 2004 se
incorporo la Capacitacion en Informatica Médica
durante todo el transcurso de la carrera @, y los
alumnos que ingresaron con esta modalidad actual-
mente se encuentran cursando el 1° y/o 2° afio,
razon por la cual no estan incluidos en este estudio.
Del total de 123 (64%) respuestas obtenidas, las
principales actividades de capacitacién que recibie-
ron los alumnos fueron: charlas (88), cursos (12) y
demostraciones (23), organizadas por Céatedras (7
casos) y Bibliotecas (4).

Tabla 4: cantidad de horas que durd la capacitacion

Catedras 7
1. Enfermedades Infecciosas 63
2. Patologia 18
3. Farmacologia 12
4. Cirugia 11
5. Medicina Interna 3
6. Obstetricia 1
7. Pediatria 2
8. No especifica 5
Bibliotecas 3
Hosp. San Juan de Dios 1
Hosp. Nifios LP 3
Facultad de Medicina 2
No especifica 1
Congresos 2
Cardiologia 1
Estudiantes Medicina 1
Laboratorio 1
No especifica 1

Horas Cantidad de respuestas

1 20

2 28

3 5

4 6

5 1

6 9

7 0

8 2
12 1

Gréfico 2: han realizado personalmente
busquedas en internet

@3l
=] ]
O Mo contesta

La carga horaria dedicada a la capacitacién es sig-
nificativa s6lo en 11 respuestas (6 y 8 hs), ya que el
mayor porcentaje (20 + 28 casos) recibid solamen-
te 1-2 hs. Si bien se considera que en ese lapso se

Se especificd la ejecucion "personal” de busquedas, ya
que en La Plata existen bibliotecas que ofrecen servi-
cios de localizacion de informacién, que son realiza-
das por los bibliotecarios y no por los usuarios.
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Casi la totalidad de los alumnos (181) ha realizado
personalmente busquedas en Internet, utilizando para
ello mayoritariamente los siguientes recursos: las bases
de datos Medline (158) y Lilacs (144); el buscador
Google (125) y las Revistas cientificas (103).

Tabla 6: recursos utilizados en las busquedas

Tabla 8: beneficios que brinda Internet

Recursos Cant. de respuestas

1. Medline 158
2. Lilacs 144
3. Cochrane 11
4, Embase 1
5. Google 125
6. e-Medicine 41
7. Sociedades cientificas 35
8. Revistas cientificas 103
9. Yahoo 47
10. Biblioteca Virtual en 21
Salud (BVS)

11. Otros * 10

Opciones Cant. de respuestas

Acceso a informacion

. 83
remota, y de calidad
Capacitacion permanente 75
Actualizacion 152
Conocer bibliotecas y 59
centros de informacion
Otros* 2
No contesta 3

* Otros: Escuela de Medicina de Sao Paulo, Fisterra,
Intermedicin, Intramed, Biblioteca Fac. Med. UNLP,
CD-rom, Medscape, CDC, no especifica.

Al analizar las respuestas consignadas en "Otros"
se puede observar que se confunde "recurso de
informacién" con "soporte" (cd-rom); que se em-
plean sitios especializados (Fisterra, Interme-
dicin, Intramed, medscape, e-medicine) y busca-
dores generales (Google, Yahoo).

Tabla 7: problemas que presenta Internet

* Otros: uno no especifica y otro contesta: "intercam-
bio de informacidn con otros estudiantes”.

Las dificultades que encuentran en esto son: el
poco acceso libre y gratuito a textos completos y la
recuperacién de mucha informacion poco especifi-
ca; y entre los aspectos positivos: el poder acceder
a informacidén remota, de calidad y actualizada.

Gréfico 3: conoce las Normas Vancouver

e
200 168
1501
1001”
501"
1" 15
0.
Sl NO No contesta

Tabla 9: las Normas Vancouver sirven para
redaccion de...

Opciones Cant. de respuestas

Mucha informacién
recuperada poco especifica 111
Poca informacién
recuperada 26
Insume mucho tiempo 99
Insume muchos costos 83
Pocos hallazgos de 30
revistas, posteriormente
Pocos articulos completos

. . 114
de acceso libre y gratuito
Otros 1
No contesta 1

Manuscritos para enviar a

revistas biomédicas 4
Restimenes (solamente) para

enviar a revistas biomédicas 1
Citas bibliogréaficas

(solamente) para enviar a 7
revistas biomédicas

No contesta 181

El 86% (las respuestas erréneas sumadas a la falta de
respuesta, que se asumié como desconocimiento) no
conoce el campo de aplicacion de las Normas de Van-
couver® o Requisitos uniformes para la redaccion y pre-
paracién de manuscritos enviados a Revistas Biomédicas.
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Gréfico 4: ;sabe elaborar trabajos cientificos?

120
100 ™ 109
80
60 70
40
20
0 T T I i3 | 1
1] NO No contesta

Casi la mitad (43%) no contesta o considera que no
sabe confeccionar trabajos cientificos.

Tabla 10: cémo influira este conocimiento en
su préactica médica

Apreciacion Cantidad de respuestas
Positivamente 179
Negativamente 1

No influird 2

No contesta 9

A pesar de que casi la totalidad considera que el
conocimiento sobre esta temética influira positiva-
mente en su futura practica profesional, es preocu-
pante que alumnos que estan proximos a convertir-
se en profesionales desconozcan los lineamientos
para la realizacion y presentacion de trabajos cienti-
ficos. Aunque con una incidencia baja, también es
preocupante que el 7% considere que esta habilidad
no repercutira en el desempefio de su profesion.

Conclusiones

El resultado del proceso de ensefianza - aprendi-
zaje depende en gran medida de la motivacion y
preparacién previa que tuvieron los alumnos. El
aumento de las demandas en las diferentes Ul,
esta directamente relacionado con las obligacio-
nes generadas desde las Catedras que requieren la
elaboracion de actualizaciones, trabajos mono-
graficos, charlas, etc. Por lo tanto la identifica-
cion de factores que se relacionan con el rendi-
miento académico es un tema a tener en cuenta
en el proceso de mejora de calidad de la ense-
flanza universitaria.

Este tipo de metodologia muestra una mayor dis-
posicién del alumno para integrarse en el area de
la investigacidn, para seguir participando en el
uso de las bibliotecas y herramientas informativas
que redundaran en su formacion y actualizacion.
A pesar de ello los alumnos poseen pocos conaoci-
mientos sobre un namero importante de bibliote-
cas (47% de ellas han tenido menos de 10 res-
puestas), que abarcan tematicas mas especificas
pero que por dicho motivo pueden ofrecer infor-
macion mas relevante.

Los usuarios muestran satisfaccion por la calidad
de los servicios bibliotecarios recibidos.

El 64% de los encuestados ha recibido capacita-
cion sobre las TICs y los recursos de informacion
biomédica, generada por las Catedras en un alto
porcentaje. Esto deberia llevar a las bibliotecas a
reflexionar sobre la necesidad de intensificar la
propia labor docente, y a aprovechar los espacios
y oportunidades que dispone cada una para for-
talecer esta mision.

Se estima que la tendencia a utilizar la informati-
ca en todos los &mbitos (laboral, académico, do-
méstico) y los requerimientos pedagdgicos, cons-
tituyen la base que ha dado como resultado que
el 94% de los alumnos haya realizado "personal-
mente" blsquedas en Internet.

Al igual que en estudios similares “@ , en este tra-
bajo se demuestra que la poblacion analizada va
familiarizandose paulatinamente con las TICs
aplicadas a su &rea de especializacion.

Los recursos més utilizados son los de acceso libre
y gratuito, incluyendo bases de datos, publicacio-
nes médicas y buscadores generales. Se reconoce
que existe informacidn de calidad, pero acceder a
ella insume altos costos y tiempo.

El introducir al estudiante en la investigacién
tiene como ventaja adquirir una mentalidad cien-
tifica no so6lo centrada en el conocimiento empi-
rico, sino capacitada para la discusion diagnosti-
ca y terapéutica.

Propuestas

Deben identificarse los factores que se relacionan
con el rendimiento académico a fin de mejorar la
calidad de la ensefianza universitaria.

Las bibliotecas deben intensificar la propia labor
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docente y aprovechar los espacios y oportunida-
des que dispone cada una para fortalecer esta
misiéon. El uso de bibliotecas y herramientas in-
formativas redundaran en una mejor formacién y
actualizacion del alumno.

La incorporacion de la Capacitacion en Infor-
matica Médica durante toda la carrera posibilita-
ra la formacién permanente en las TICs, aunque los
resultados se podran evaluar quizas recién dentro
de unos afos, cuando los alumnos que ingresaron
en el aflo 2004 con esta nueva modalidad hayan
cursado algunos afos y/o comiencen a egresar.

Se deberian difundir otras opciones para ampliar
la gama de recursos y demandas, y que ésta no so-
lo se canalice a través de Medline, Lilacs, Google
y las revistas cientificas; de ese modo podria
mejorarse la percepcién que se tiene de las difi-
cultades que ofrece la Gran Red. Se necesitarian
mas herramientas informaéticas para optimizar la
pertinencia de los resultados de las consultas.

El conocimiento de Normas favorecerd la locali-
zacion de informacion asi como la calidad de los
documentos elaborados por los propios usuarios.
Se deberian corregir las dificultades que se les
presentan a los alumnos/futuros profesionales, para
acceder a la informacién, observando el desarro-
llo de los mismos a través de su carrera (los
docentes) y la evolucién del ritmo y de las de-
mandas (en las bibliotecas), con el fin de evaluar
si las metodologias que se van implementando en
la alfabetizacion tecnoldgica logran los objetivos
educacionales propuestos.

Como objetivos constantes de la tarea docente
dentro de las Unidades de Informacién podemos
recomendar:

- Capacitar en la busqueda de informacién para la
asistencia, docencia e investigacion.

- Posibilitar el acceso en las Unidades de In-for-
macion a informacion de calidad.

- Brindar herramientas actualizadas que faciliten
la educacion permanente.

- Trabajar conjuntamente con docentes, tutores y
ayudantes; frente a la investigacion o realizacion
de este tipo de trabajo con el alumno.
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ANEXO I Encuesta utilizada
Biblioteca Hospital Sbarra Biblioteca Hospital de Nifios de La Plata

Fecha:
Ud. es alumno de:
O Cirugia
O Infecciosas
O Obstetricia
[ Pediatria
O Otra (Cual?

Sefialar qué bibliotecas de La Plata ha consultado:
[ Bioética. COE (Oncoldgico)
O Catedra de Histologia y Embriologia B. UNLP
O CENEXA
O Central de la UNLP (de Plaza Rocha)
O Central del Ministerio Salud de PBA (51 4)
O Centro de Documentacion Médica de La Plata (Agremiacion Médica - Sociedad Médica)
O CESALP
O Colegio de Médicos PBA. Distrito |
O Colegio Farmacéuticos de PBA*
O CUCAIBA
O Facultad de Ciencias Exactas. UNLP
O Facultad de Medicina. UNLP
O Facultad de Odontologia. UNLP
O Facultad de Veterinaria UNLP
O FECLIBA
O Federacién de Bioquimicos de PBA*
O FEMEBA
O Freudiana
0 Hospital "Alejandro Korn" de Romero
O Hospital "San Juan de Dios"
O Hospital "San Roque" de Gonnet
O Hospital de Nifios "Sor Ludovica"
O Hospital Italiano de La Plata
O Hospital Sharra (Ex Casa Cuna)
O IMBICE
O Instituto Cardiovascular.
O INUS
O IOMA
O Laboratorio Central. Ministerio de Salud PBA*
O Médica. COE (Oncolégico)
O Programa Materno Infantil. Minist Salud PBA*
O Servicio de Toxicologia. Hosp. de Nifios
O Sociedad Odontoldgica de La Plata
O Otra: (Cual?)
* PBA: de la Provincia de Buenos Aires.
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¢Como calificaria el servicio que prestan las bibliotecas médicas de La Plata? (en general)
Muy Bueno O Bueno O Regular O Malo O

¢Ha participado, en alguna oportunidad, de...(tildar qué actividad)... sobre busquedas bibliograficas?

- una charla/clase NO O sid (Horas reloj estimadas: )
- un curso NO O sid (Horas reloj estimadas: )
- una demostracion NO O sid (Horas reloj estimadas: )
- otra: (especificar): (Horas reloj estimadas: )

Esta/s actividad/es sobre busquedas bibliogréaficas la/s organizé:

O una céatedra. Cual?:

O una biblioteca Cudl?:
O un congreso cientifico. Cuél?:
O un Laboratorio Medicinal. Cual?:
O Otro:

¢Ha realizado Ud. mismo busquedas bibliograficas en Internet?
s NO O

Si su respuesta es Sl: sefialar utilizando qué recursos.
O Medline
O Lilacs
O Cochrane
O Embase
O Google
O e-Medicine
O Sociedades Cientificas
O Revistas cientificas
O Yahoo
O Biblioteca Virtual en Salud (BVS)
O Otros. Consignar cudles:

Problemas que se le hayan presentado como consecuencia de las bisquedas en Internet:
O mucha informacion recuperada poco especifica
O poca informacion recuperada
O insume mucho tiempo
O insume muchos costos
O pocos hallazgos de revistas, posteriormente
O pocos articulos completos en linea
O Otros:

Sefiale aspectos positivos de las busquedas en Internet:
O Acceso a informacion remota, y de calidad
O Capacitacion permanente
O Actualizacion
O Conocer bibliotecas y centros de informacion.
O Otros:
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¢Conoce las normas de Vancouver? Sl O

¢Sabe como se realiza un trabajo cientifico?
SO NO O

en su préctica profesional...

Positivamente O

NO O
O manuscritos para enviar a revistas biomédicas
O resumenes (solamente) para enviar a revistas biomédicas

O citas bibliogréaficas (solamente) para enviar a revistas biomédicas

Considera que este conocimiento (sobre bibliotecas, busquedas, redaccion de trabajos...) influira

Negativamente [

... que sirven para redaccion de:

No influirda O
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Respuesta a la lesion disruptiva en el sistema
nervioso central en desarrollo

Parte I: Dimension témporo-espacial

y vulnerabilidad neural:

Resumen

El sistema nervioso central (SNC) cumple su maduracion con
caracteristicas que le son particulares: un proceso general de
desarrollo, pautado y acorde a un plan establecido genética-
mente, el cual sucede durante la gestacion y aun después de ella;
y un aspecto topografico, en el cual cada sector anatémico lleva
a cabo ese plan general de desarrollo con un ritmo propio y en
un tiempo particular, cambiando la morfologia semana a sema-
na. Por lo tanto, a la complejidad estructural que acarrea el plan
en si mismo, se agrega aquella derivada de su desigual y carac-
teristica maduracion topografica.

A través del tiempo y apuntando a establecer limites cronoldgi-
cos para un diagnostico de situacion, los neuropatélogos han
tratado de fijar parametros estrictos de desarrollo del SNC. Se
establecid asi la relacién entre malformaciones y edad embrio-
naria y fetal. También la relacién entre enfermedad del SNC y
edad gestacional fue detectada desde las primeras descripciones
en la lesion por hipoxia-isquemia en el recién nacido pretérmi-
no, aun cuando no se estudio en detalle su causalidad hasta bas-
tante tiempo después. De este modo, el tripode lesion-tiempo-
topografia asoma en forma de desafio actual que, si bien no es
innovador, resurgi6 en los Ultimos afios como un factor impor-
tante en el diagndstico de situacion, a la vez que se modificd en
su concepto al agregar revolucionarios descubrimientos en el
campo molecular. En este articulo se relatan brevemente algu-
nos antecedentes de estos fenémenos y se citan las opiniones y
aportes de autores relevantes en el tema. También se alerta sobre
las dificultades que surgen en la interpretacion de las imagenes
patoldgicas como consecuencia inevitable del complejo desarro-
llo epigenético del SNC. Finalmente, y como elemento original,
se plantea el "timing molecular" como un concepto que, si bien
existe publicado en su esencia en forma dispersa a partir de los
descubrimientos que son mencionados, es novedoso en si
mismo por su terminologia y la integracion de su concepcion.

' No existe una palabra en espafiol para "timing", por lo cual en el siguiente texto los términos
"timing" y "cronologia" seran usados indistintamente con el significado de un orden en relacién con
el tiempo.

- 133 -



Actualizacion

Palabras clave: encefalopatia neonatal - lesion pre-
natal - cronologia - timing molecular - vulnerabili-
dad neural - hipoxia-isquemia.

Response to disruptive lesions in the developing
central nervous system. Part I: Temporal-spatial
dimension and neural vulnerability.

Abstract

The central nervous system (CNS) completes its
maturation with characteristics that are peculiar to
it: a general process of development regulated ac-
cording to an established genetic prescription that
proceeds throughout gestation, and even thereafter,
plus a topographical feature in which each anato-
mic sector executes its portion of that general deve-
lopmental pattern with its own rhythm and timing,
changing in morphology from one week to the
next. We thus see that to the structural complexity
inherent in the genetic program itself is added on
the accompanying feature of the CNS's asymmetri-
cal and characteristically topographical maturation.
Over the course of time - and always aiming at esta-
blishing time limits for case diagnosis - neuropa-
thologists have tried to delineate strict develop-
mental parameters for the CNS. The relationship
between specific malformations and embryonic or
fetal age was established. The association of CNS
diseases with precise gestational ages was first do-
cumented in the early descriptions of the hypoxia-
ischemia lesion in preterm neonates, even though
the details of the etiology were not elucidated until
a much later time. Thus, the tryptic of lesion-time-
topography looms up as a present-day challenge
that, though hardly novel, has reemerged in these
recent years as an important element in case diag-
nosis, while at the same time becoming modified
upon incorporation of the revolutionary discove-
ries within the field of molecular biology. This arti-
cle briefly summarizes certain precursors of these
phenomena and cites the opinions and contribu-

tions of the relevant authors within the subject.
Moreover, as an inevitable consequence of the
complexity of neural epigenetic development, this
treatment also underscores the difficulties associa-
ted with the interpretation of pathological images.
Finally, and as an innovative notion, the term
"molecular timing" is proposed. Although in its
essence the concept is found dispersed throughout
the publications dealing with molecular discove-
ries, it is nevertheless novel because of its termino-
logy and the conceptual integration that its funda-
mental meaning achieves.

Key words: neonatal encephalopathy - prenatal in-
jury - chronology - molecular timing - neural vul-
nerability - hypoxia-ischemia.

Una aproximacioén al tiempo neural

Categorizar las enfermedades del SNC inmaduro?,
y asignar su etiologia a un determinado lapso ha
sido una preocupacién constante por parte de los
neuropatdlogos pediatricos. Algunos de ellos han
realizado el esfuerzo de encontrar un indicio tem-
poral, una especie de pista cronoldgica anatdmica,
histolégica y clinica que fuera de utilidad para datar
las lesiones del parénquima nervioso ocurridas,
presuntamente, en los periodos pre y perinatal “.
La pretension de definir una lesién enmarcandola
en un cuadro etario de relativa exactitud, parece-
ria constituir una utopia mas dentro de muchas
gue suelen hallarse en el campo de las ciencias bio-
I6gicas. Sin embargo, el factor temporal define as-
pectos basicos del diagnéstico neuropatolégico y
acarrea insoslayables connotaciones clinicas y de
orden médico-legal. La misma frase que define el
tiempo como "aquello que evita que todo suceda si-
multdneamente” y se fusione en una masa incarac-
teristica de formas y fenémenos, nos alerta de que
su existencia permite, como contrapartida, adjeti-
var y caracterizar precisamente en funcién de ese
tiempo los eventos y modificaciones que ocurren,
por ejemplo, durante la génesis del SNC. Y como

% La maduracién del SNC continta meses a afios después del nacimiento, y éste en si mismo no determina un hito importante en el desarrollo normal de aquél. Por
lo tanto, cuando hablamos de SNC inmaduro debemos tener presente que el estado de inmadurez, tanto morfolégica como funcional, continda bastante més alla

de las 38 semanas de edad gestacional.
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su desarrollo es dinamico y progresa cambiando la
morfologia semana a semana, resulta que esa cua-
lidad que otorga complejidad estructural y dificul-
tad diagnéstica facilita, a su vez, establecer mojo-
nes que servirdn como referentes cronolégicos. Al
respecto dice Rorke: "Whereas the majority of ge-
neral pathologists agree that diagnosis of central
nervous system disease is difficult and best left to
an expert neuropathologist, they, in turn, often
regard brain and spinal cord lesions of infants a
terra incognita. Neuropathologists primarily con-
cerned with diagnostic problems of older children
and adults at least deal with anatomical features
that are basically fixed, such that morphological
deviations may confidently be attributed to one or
another disease process. The pediatric neuropatho-
logist is not so fortunate. The infant nervous sys-
tem, in particular the brain, manifests changing
gross and microscopic features from one week to
the next during gestation, and accurate diagnosis
of lesions from the stage of viability at roughly 22
to 24 weeks' gestation to term and beyond, requi-
res familiarity with normal morphogenesis at each
stage. For this reason, some ‘lesions’ may not
necessarily be classically malformative, e.g., pachy-
gyria, destructive or inflammatory, but may result
from a lag in developmental milestones, the most
obvious being retardation in myelination." ©.

En la descripcion de los diferentes patrones topo-
gréaficos visualizables en la pérdida neuronal post-
natal, Friede “@ya habia hecho hincapié en la varia-
cién que depende de la edad y en el episodio que
significa el nacimiento en si mismo, asi como en la
dificultad que la variacion madurativa y regional
del cerebro infantil imprime en la interpretacion de
la expresion morfoldgica.

El factor etario es una de las variables obligadas en
la patogenia de las lesiones prenatales y perinatales
en el SNC, cuyos diferentes cuadros han sido suje-
tados al factor temporal tan tempranamente como
en los primeros relatos de cada entidad. Los ante-
cedentes de este mecanismo asociativo (edad + to-

pografia) estan en especial referidos a lesiones tar-
dias casi siempre post-natales, tales como la leuco-
encefalomalacia periventricular (LEM) y la hemo-
rragia de la matriz germinal (HPIV)?, las cuales se
han descripto afectando primariamente al recién
nacido pretérmino; en ellos la edad gestacional jue-
ga un rol determinante. Gunn y col. reflexionan
sobre lo sorprendente que resulta el escaso esfuer-
zo realizado para explorar los efectos de la madu-
racion sobre la sensibilidad a las injurias “*. Los tra-
bajos publicados recientemente en relacion con la
vulnerabilidad de los diferentes componentes del
neuroepitelio a las injurias pre y perinatales contra-
rrestan holgadamente esa pasada situacion 9,
Con respecto a las lesiones disruptivas que ocurren
dentro del Utero, ya sea en los primeros meses 0
bien hacia la mitad o fines de la gestacion, tales
como la hidranencefalia, el sindrome de transfusién
feto-fetal, la porencefalia y la esquizencefalia, com-
parten idénticos comentarios en relacion a la apari-
cién de los diferentes modelos. Ellos estan, en efec-
to, ligados al cumplimiento de las sucesivas etapas
del desarrollo del SNC hecho que, como ya ha sido
mencionado, no se presenta simultdneamente en
todos los niveles anatémicos del mismo.

Otra visién mas refinada del tema muestra que la
vulnerabilidad tisular regional aparece relacionada
con la distribucién especifica de ciertos receptores
(por ejemplo, glutamato), lo cual también es fun-
cién de la maduracion del SNC. A lo que fue con-
siderado hace décadas un especial estado de sensi-
bilidad (denominado vulnerabilidad selectiva)
debido a factores anatdmicos, vasculares y meta-
bélicos, se han agregado mecanismos moleculares
relacionados con la neurotransmision, mas especi-
ficamente con los cambios madurativos en la fun-
cién de los correspondientes receptores.

Ciertas dificultades se transforman
en restricciones ciertas

Si bien la dependencia del factor temporal es un

®En 1903, Couvelaire reconoce la relacion de la prematurez con las hemorragias, y Schwartz y Fink en 1925 son los primeros en presentar una serie de 100 casos estu-
diados sistematicamente; por su parte, Parrot en 1873 describe exhaustivamente las lesiones necréticas de la sustancia blanca (Friede RL. Developmental Neuropatho-
logy. New York/Viena: Springer-\erlag; 1975. p.24-45). Sin embargo, son Banker y Larroche (Banker B, Larroche JC. Periventricular leukomalacia of infancy (a form
of neonatal anoxic encephalopathy) Arch Neurol. 1962; 7:386-410) quienes establecen por primera vez una correlacion clinico-patoldgica en ese tipo de lesion.
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andador del cual disponen los neuropat6logos
para poder definir el momento de lesion, existen
ciertas restricciones asi como también dificulta-
des concretas.

El SNC cambia su morfologia semana a semana
durante el tiempo que dura la gestacion. Es preci-
so, por lo tanto, familiarizarse con los detalles
morfoldgicos que se presentan como cambios ana-
tomicos e histologicos normales durante el desa-
rrollo del SNC. Este conocimiento es de suma uti-
lidad a la hora de abordar la interpretacién de las
diversas formas de lesion.

Las formas de lesién son diferentes dependiendo
del grado de madurez alcanzado. Asi, el SNC in-
maduro reacciona de manera particular a la inju-
ria, ya sea en forma de necrosis celular, apoptosis,
necrosis tisular, y/o alteracién de la morfogénesis
(interrupcion, retardo y/o cambios en el desarrollo
del SNC). Cuanto mas precoz es el evento mayor
es la posibilidad de que elementos en diferencia-
cién (neuronales, gliales, endoteliales) sean lesio-
nados, con la consecuente pérdida de los contin-
gentes que migrardn para formar las estructuras
grises definitivas. Cuando la necrosis tisular ocurre
antes del periodo de terminacion en la formacién
del 6rgano, el defecto estructural resultante puede
ser dificil de distinguir de una malformacion @
(tanto mas cuanto mas precoz es el insulto) y de
hecho ha sido considerado como tal, por ejemplo
en la esquizencefalia. Sin embargo, una anomalia
gue macroscépicamente puede aparecer como una
malformacién congénita, puede ser mostrada his-
tologicamente como correspondiente a la secuela
de un proceso destructivo durante la vida intraute-
rina (disrupcion). La correcta ubicacion del proce-
so dentro de las malformaciones o bien de las dis-
rupciones depende de definir concretamente cada
uno de esos términos. El primero, como la "alte-
racion morfolégica que resulta de un desarrollo
intrinsecamente anormal”; y el segundo, como la
"alteracion morfoldgica que resulta de una destruc-
cidn o interferencia extrinseca en la formacion de

una parte hasta ese momento bien formada" “¢*",
La interrupcion o retardo de la maduracion, y la
alteracion de la migracion con defecto de la lami-
nacion son fenémenos ya descriptos en relacion
con la hipoxia ®*y con algunas infecciones con-
génitas ®. Se sabe que la asfixia neonatal tiene un
efecto adverso en la proliferacion neural @ 2®, Tam-
bién se han demostrado peculiares diferencias en la
arborizacion dendritica y el desarrollo sindptico en
la corteza cerebral en nifios pretérmino con curso
neonatal complicado en relacion con nifios pretér-
mino con evolucion postnatal sin complicaciones®.
La interpretacién de los defectos del desarrollo del
SNC puede complicarse aln mas cuando sobre un
proceso malformativo intrinseco se instala un pro-
ceso de tipo disruptivo ©?; y si la alteracion ocurre
tan tempranamente como el primer mes de vida
intrauterina, la distincién puede no ser tan facil,
con el riesgo de considerar como errores localiza-
dos de la morfogénesis lo que en realidad es la alte-
racion de una parte que hasta ese momento se desa-
rrollaba normalmente. Lo mismo cabria conside-
rar en la ausencia de un érgano por mecanismo vas-
cular; si esta hip6tesis es correcta, deberia llamarse
también disrupcién @, Es posible que muchos de
los errores tempranos en el desarrollo de diversos
Organos, excluidos los mecanismos genéticos, obe-
dezcan a trastornos vasculares y/o episodios de hi-
poxia-isquemia, a agentes infecciosos, particular-
mente virales, o bien a efectos de téxicos, drogas o
medicamentos. A la hora del consejo genético la
distincién entre una malformacion propiamente di-
cha y una disrupcion es de gran importancia.

En el tejido nervioso una disrupcion debe ser en-
tendida como un proceso dindmico. El caso del
SNC es Unico en el hecho de que su desarrollo con-
tinda activamente en la segunda mitad de la gesta-
cién y también después del nacimiento. El término
disrupcion que aplicamos con cierta rapidez a una
estenosis de origen vascular en un érgano que ha
alcanzado con pocas variantes su estructura defini-
tiva en etapas todavia tempranas del desarrollo,
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adquiere significado diferente cuando lo aplicamos
a un sistema sofisticado, complejo y en continuo
cambio como es el SNC. Algunas consideraciones
dan la medida de estos conceptos. Por ejemplo, la
posibilidad de que se lesione la proliferacion celu-
lar y la diferenciacion neuronal de la corteza rema-
nente y se detenga parcialmente el desarrollo ulte-
rior del SNC, introduce un aspecto dindmico a las
disrupciones que hace que estas se perpetlen aun
bastante después del momento de accion de la inju-
ria ®. Por efecto del desarrollo en cascada propio
del tejido nervioso, una injuria precoz puede mani-
festarse indirectamente en procesos formativos que
son, a veces, muy posteriores al momento de la in-
juria. Es una particular caracteristica de la madura-
cién del SNC el responder a los insultos a través de
una cadena de eventos bioquimicos, histoldgicos y
finalmente anatémicos que, deslizados en el tiem-
po, pueden continuar después que el insulto ceso.
De ese modo, defectos migracionales tempranos re-
percutirdn en la neuritogénesis, sinaptogénesis y
aun en la mielinizacién pre y post-natal.

En las lesiones ocurridas cerca del fin de la gesta-
cidn los pardmetros cambian. Cuanto mas desa-
rrollado esta el SNC, més dificil es deducir la cro-
nologia de una lesiobn que aparece tardiamente.
Ademés esta el fendmeno de la cronicidad de la le-
sion en si misma. Cautelosamente dice Rorke: "Las
lesiones cronicas y bien establecidas pueden estar
presentes desde el nacimiento, y su aspecto basico
no cambiar independientemente de cuanto viva el
individuo. Si el nifio sobrevive meses o afios, el ori-
gen prenatal puede no ser aparente con el sélo
estudio morfolégico. Mas aln, la evaluacién ana-
tomopatoldgica estd frecuentemente complicada
por repetidos episodios hipdxico-isquémicos u
otro tipo de injuria al SNC, como por ejemplo me-
ningitis. Una primera lesién no confiere inmunidad
para un segundo o tercer episodio, 0 aln multiples
episodios de destruccion tisular. Es concebible, por
lo tanto, que en un mismo espécimen puedan en-
contrarse lesiones de diferente antigliedad" “ *®.

En conclusion, se han esbozado una serie de pro-
blemas metodol6gicos y de interpretacion que
pueden surgir durante el examen de necropsia del
SNC en desarrollo. Pese a las dificultades existen-
tes, se debe intentar la aproximacién a una defini-
cién cronoldgica (relativamente inexacta) del mo-
mento en que ocurrieron la injuria y la exteriori-
zacion de la lesién, fendmenos ambos que tratan-
dose del SNC, como ha sido explicado, suelen no
suceder con simultaneidad.

Como regla, ante la evidencia de dafio estructural
del SNC en la infancia, todo examen histologico
debe intentar establecer el diagnéstico de lesion
relaciondndolo con su temporalidad.

Las moléculas son cerraduras
en las ventanas de vulnerabilidad

No es que el concepto clasico de timing sea nove-
doso. Con una gran claridad, y basado en el desa-
rrollo de Lemire y col.”®, ha sido originalmente
empleado por Volpe ®*» como marco para la cla-
sificacion de las malformaciones del SNC, inclu-
yendo tangencialmente a las disrupciones. Mas aln,
se ha mencionado repetidas veces que la impron-
ta en las malformaciones no la deja el agente, sino
el momento (timing) en que ocurrié la injuria.
Este concepto y este tipo de ordenamiento, sin
embargo, no habian sido usados para la elabora-
cién de una clasificacién que contuviera en espe-
cial a las disrupciones. La primera en hacerlo or-
ganizadamente, abarcando en un concepto holisti-
co a las alteraciones del desarrollo (disruptivas y
no disruptivas, pero con particular relevancia para
las primeras), fue Squier en la publicacion de su
libro "Acquired Damage to the Developing Brain.
Timing and causation" ©.

El aspecto que hemos descripto hasta aqui define
las posibilidades de situar una lesion en el periodo
en que ocurrié y/o se exteriorizg, incluso desde sus
aspectos celulares®. Subyacentes, existen los meca-
nismos moleculares entroncados en la descripcion

* La cronologia celular del dafio neural puede hallarse en numerosas publicaciones. Una muy detallada y particularmente gréfica es la puntualizada por JW Keeling ©2.
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anterior. ¢Es que existe un timing molecular? La
respuesta es que el timing obedece a un proceso
intimo de orden molecular; las ventanas de vulne-
rabilidad no son otra cosa que los momentos mo-
leculares aptos para acceder a la lesion. Aun en los
episodios que tienen una base genética, la injuria
se expresa en el momento molecular que es apto
para ello. Vale decir, en su ventana de vulnerabili-
dad. En relacidn con estos conceptos, es necesario
hacer una distincién entre el tiempo en que sucede
la lesion, y aquel tiempo exclusivo en el que le es
posible expresarse y manifestar sus consecuencias
como tales, fenémenos que en el SNC no siempre
coinciden. La tan mencionada vulnerabilidad celu-
lar lo es a la muerte neuronal y glial por excitoto-
xicidad y por injuria oxidativa, precisamente en
esas células que poseen aquellas enzimas y recepto-
res que permiten que se desencadene el proceso de
excitotoxicidad y la reaccion a las sustancias oxida-
tivas. Sin receptores y sin enzimas, no hay cualidad
existente para la respuesta celular a los estimulos
que desencadenan la tormenta molecular. Estas
propiedades no existen sin la presencia de la madu-
racion gestada por el transcurso del tiempo.

Intentando realizar un cronograma de este plan-
teo en base a la topografia de las lesiones, pode-
mos ejemplificar la sucesién de eventos comen-
zando en las 18 SEG, periodo en el cual y hasta la
finalizacién de la gestacidn, el estado enzimético
del SNC favorecerd la generacién de peréxido
sobre la degradacion del mismo, propendiendo a
gue la sustancia blanca atraviese un lapso de vul-
nerabilidad a la toxicidad por radicales libres “2.
Posteriormente, con la maduracion de los elemen-
tos oligodendrogliales entre los 2 y 5 meses de
vida post-natal, el nivel de enzimas antioxidantes
se elevard y aumentara la resistencia a la acciéon
deletérea de los radicales libres, a la vez que
comenzara la expresién citoplasmica de proteina
bésica de mielina. Este concepto de sensibilidad
embrioldgica decreciente respecto de las sustan-
cias oxigenadas esta basado en el incremento gra-

dual de la actividad de enzimas tales como catala-
sa y glutation-peroxidasa ©, el cual cerrard pro-
gresivamente la ventana de vulnerabilidad, dismi-
nuyendo correlativamente la posibilidad de exis-
tencia de una lesién de la sustancia blanca de tipo
LEM. No so6lo las células oligodendrogliales, sino
también los axones de la sustancia blanca cerebral
muestran un ritmo de maduracién durante el pe-
riodo critico de crecimiento, que es coincidente
con el de la LEM, sugiriendo la susceptibilidad a
este tipo de agresion ®2.

El concepto de lesidn por excitotoxicidad elabora-
do por Olney ©° rescata al glutamato, el principal
neurotransmisor cerebral, como protagonista de
un tipo de lesion basado en un fendmeno de corte
temporal. Las sinapsis excitatorias forman parte
de un plan embriolégico destinado a favorecer el
desarrollo neural a través de la plasticidad, y son
puestas en marcha desde la misma actividad eléc-
trica cerebral. Este plan embriolégico se desen-
vuelve a lo largo del tiempo en forma cambiante,
adecuandose la cantidad, calidad y actividad de
receptores de glutamato a las necesidades formati-
vas de cada distrito neural en las diferentes etapas
de gestacion ©*9, Sin embargo, enfrentado a una
injuria de magnitud considerable, la cantidad exis-
tente de receptores y su madurez (los receptores
inmaduros se abren mas facilmente permitiendo el
flujo de calcio), el grado de actividad de los re-
ceptores y sus caracteristicas moleculares, y no
tanto el glutamato en si mismo, determinaran la
toxicidad final y, en definitiva, el tipo y grado de
lesién cerebral “. Aunque el mecanismo descrip-
to es comun a todo el parénquima en desarrollo,
el resultado esta sujeto a las diversas situaciones a-
natomo-clinicas relacionadas con la topografia y
con el periodo gestacional, cuya base molecular
es la que acabamos de mencionar. Por ejemplo,
Honig y col. usaron marcadores moleculares para
mostrar que el desarrollo cortical cerebral presen-
taba un patrén espacial y temporal en relacion con
las mencionadas moléculas “V; y Furuta y Martin
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demostraron experimentalmente la presencia de
receptores de glutamato durante la corticogénesis
hacia la mitad de la gestacion, con localizaciones
diferentes y cambiantes en la zona marginal, la
placa cortical y la subplaca “?. En humanos, la le-
sion temprana de las neuronas en la subplaca cor-
tical cerebral (las primeras neuronas en migrar),
determinara alteraciones en la inervacién talamo-
cortical, o bien alteracién de la maduracion sinap-
tica de los mismos circuitos tdlamo-corticales si la
injuria es mas tardia“**¥; aunque con un mecanis-
mo hipotético relacionado con apoptosis y recep-
tores de neurotransmision“>*49, vemos que el mo-
mento de muerte neuronal en la subplaca (gene-
ralmente entre las 20 y 35 SEG) determina dife-
rentes consecuencias clinicas y morfoldgicas de
acuerdo al tiempo de gestacion. Los oligodendro-
citos inmaduros expresan receptores de glutamato
de tipo AMPA-KA en un periodo de tiempo que se
corresponde con el lapso fetal en el cual la sustan-
cia blanca es sensible a la lesion por hipoxia-isque-
mia y/o infeccion (LEM)“?; del mismo modo, el
nivel de receptores AMPA-KA est4 elevado en sec-
tores del tronco cerebral hacia la mitad de la ges-
tacion disminuyendo después del nacimiento, lo
cual puede ser relevante en la patogenia de la ne-
crosis pontosubicular®®, mientras que el episodio
breve de asfixia total compromete en especial a las
estructuras subcorticales en el nifio a término el
cual presenta, en estos sitios, un predominio de
receptores de glutamato de tipo NMDA®", Resulta
evidente que el patron de neurotransmision -en
esas localizaciones anatémicas y en esos periodos
determinados de tiempo- aun cuando no es el U-
nico mecanismo, es un factor determinante y bas-
tante selectivo de vulnerabilidad.

La edad gestacional juega un rol indudable en la
aparicion de HPIV en el nifio pretérmino. Si bien
existen condiciones vasculares y anatémicas rela-
cionados con la inmadurez, la actividad enzimatica
de la trombina y la plasmina entre otras proteinas
existentes en el cerebro fetal como estructuras ne-

cesarias para la migracion celular, determinan una
evolucion deletérea no presente en etapas mas a-
vanzadas del desarrollo cerebral “®. La produccién
de trombina y sus receptores por parte de neuronas
y glia tiene funciones embrioldgicas v, por lo tanto,
connotaciones netamente temporales.

La intervencion de factores genéticos es ostensible
en raros casos de HPIV causados por alteracion
de la coagulacién de tipo hereditario “?, y en algu-
nos casos de esquizencefalia familiar . La pre-
sencia de malformaciones familiares atribuidas a
anomalias vasculares es una triple frontera entre
lo genético-familiar, lo disruptivo y lo malforma-
tivo, en la cual la vasculopatia malformativa de-
terminada genéticamente esti presente en varios
miembros de la familia, y produce como eslabén
final la alteracion disruptiva de diversos érganos,
entre ellos el SNC 59,

En la LEM en particular, las alteraciones genéti-
cas constituyen factores de riesgo cuya patogenia
recién esta comenzando a explorarse .
Resumiendo, son las caracteristicas anatomicas y
fisiopatologicas inherentes a cada periodo gesta-
cional lo que permite caracterizar bioquimica, y
luego morfoldgicamente, la respuesta del SNC a
determinada lesién. Asimismo, en muchas ocasio-
nes la respuesta del SNC no es sino la manifesta-
cién del uso inapropiado y exagerado de un me-
canismo en principio normal, que se desvia ante la
presencia del estimulo anormal.
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El tratamiento de la enfermedad de Chagas es actualmente
insatisfactorio. Los compuestos empleados (nifurtimox y
benznidazol) tienen actividad solo en la fase aguda siendo
ineficaces en la fase crénica por presentar serios efectos
adversos. Nuevos compuestos son necesarios. La manifes-
tacién clinica mas importante es la miocarditis crénica tar-
dia, siendo menos frecuente la miocarditis aguda. Debido a
gue la afeccion se disemina por todo el corazén (miocitos
y sistema especializado de conduccion) los trastornos elec-
trocardiograficos (TECG) son representativos de la patolo-
gia como arritmias y trastornos de conducciény repolari-
zacién ventricular. Nuestro objetivo fue obtener un mode-
lo electrocardiogréafico de la enfermedad de Chagas croni-
ca en ratén para la evaluacion de nuevos farmacos. Para
realizar el modelo crénico se inocularon 100 ratones CF1
via intraperitoneal con Trypanosoma cruzi clon H510C8C3
y se medicaron parcialmente con benznidazol (50 mg/kg/dia
via oral, 10 dosis). Se realiz6 electrocardiografia bajo anes-
tesia con pentobarbital sédico (30 mg/kg/dosis), a los dias
45, 90 y 150 post-infeccion. Como controles se emplearon
20 ratones sanos. Se observé diferencia significativa entre
grupo control y enfermo en frecuencia cardiaca, intervalo
PRy QRS, indicando afeccion del nédulo sinusal y del sis-
tema de conduccion. Los TECG reprodujeron la progre-
sién de las lesiones en funcién del tiempo. Con la evolu-
cion de la enfermedad el intervalo PR se prolongé signifi-
cativamente y aparecieron arritmias auriculares (dia 45) y
ventriculares (dia 90). El riesgo relativo (RR) de muerte fue
elevado para eje eléctrico (RR 80), arritmias (RR32), QRS
(RR 32) y PR (RR 15). Finalmente se realiz6 una prueba
terapéutica piloto con trifluralin y benznidazol logrando
modificacién favorable electrocardiografica. Como conclu-
sion el modelo electrocardiografico propuesto es represen-
tativo de la enfermedad de Chagas cronica y permite el
ensayo experimental de nuevos farmacos anti-Trypanosama
cruzi in vivo.
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cion". Si se considera imprescindible citar dicho material debe
mencionarse su origen en el lugar correspondiente del texto.
Trabajos no publicados: (Salinas Pérez C. Estudio patogénico
de la nefropatia IgA. En preparacion) (Smith J. New agents for
cancer chemotherapy. Presentado en el Third Annual Meeting
of the American Cancer Society, 13 Junio 1983, New York).
Tablas

Deben ser numeradas en caracteres romanos por orden de
aparicion en el texto. Seran escritas a doble espacio, no sobre-
pasaran el tamafio de un folio y se remitiran en hojas separa-
das. Tendran un titulo en la parte superior que describa con-
cisamente su contenido, de manera que la tabla sea compren-
sible por si misma sin necesidad de leer el texto del articulo.
Si se utilizan abreviaturas deben explicarse al pie de la tabla.
Debe evitarse presentar los mismos datos en texto, tablas y
figuras.

Figuras

Tanto se trate de gréaficos, dibujos o fotografias, se numeraran
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Normas de publicacion

en caracteres arabes por orden de aparicion en el texto.
Deben entregarse en papel o en copia fotografica nitida en
blanco y negro (no diapositiva) de un tamafio maximo de
20,3 por 25,4 cm. Los autores deberan tener en cuenta, para
el tamafio de simbolos, letras, cifras, etc., que después de la
reduccién, si se precisa, deben tener una dimension de 3 mili-
metros. En el dorso de la figura deberé adherirse una etique-
ta en que figuren: nimero de la figura, nombre del primer
autor y orientacion de la misma (mediante una flecha, por
ejemplo). Las figuras se entregaran en un sobre, sin montar.
En el caso de que las figuras ya estén escaneadas, las mismas
deben remitirse en formato jpg.

Las microfotografias deben incluir escala e indicacion de los
aumentos. Eventualmente es posible la reproduccién de foto-
grafias o dibujos en color, siempre que sea aceptado por el
Comité de Redaccion y exista acuerdo previo de los autores
con el Grupo Editor.

Si se reproducen fotografias de pacientes éstos no deben ser
identificados. Las figuras se acompafiaran de una leyenda,
escrita en hoja incorporada al texto, que debe permitir enten-
derla sin necesidad de leer el articulo.

Responsabilidades Eticas

Permisos para reproducir material ya publicado. Los autores
son responsables de obtener los oportunos permisos para re-
producir en Ludovica Pediatrica material (texto, tablas o figuras)
de otras publicaciones. Estos permisos deben solicitarse tanto al
autor como a la editorial que ha publicado dicho material.
Autoria. En la lista de autores deben figurar Unicamente aque-
llas personas que han contribuido intelectualmente al desa-
rrollo del trabajo. Haber ayudado en la coleccién de datos o
haber participado en alguna técnica no son por si mismos cri-
terios suficientes para figurar como autor. En general, para
figurar como autor se deben cumplir los siguientes requisitos:
1. Haber participado en la concepcién y realizacion del tra-
bajo que ha dado como resultado el articulo en cuestion.

2. Haber participado en la redaccién del texto y en las posi-
bles revisiones del mismo.

3. Haber aprobado la version que finalmente va a ser publicada.
La Secretaria de Redaccion de Ludovica Pediatrica declina
cualquier responsabilidad sobre posibles conflictos derivados
de la autoria de los trabajos que se publican en la Revista.
Publicacion previa. En la carta de presentacién que debe
acompanar el envio del articulo debe hacerse constar que el
contenido del mismo es completamente original y que no ha
sido publicado previamente. De no cumplirse este requisito
debe hacerse constar si:

1. Parte de los resultados han sido ya incluidos en otro articulo.
2. Una parte de los pacientes ha sido ya reportada en un tra-
bajo anterior.

3. El texto o parte del texto hasido ya publicado o esta en vias
de publicacion en actas de congreso, capitulo de libro o carta
al director.

4. Todo o parte del texto ha sido ya publicado en otro idioma.
Ludovica Pediatrica acepta material original, pero considera
la publicaciéon de material en parte ya publicado si el nuevo
texto aporta conclusiones diferentes sobre un tema. El autor
debe ser consciente que no revelar que el material sometido a
publicacion ha sido ya total o parcialmente publicado consti-
tuye un grave quebranto de la ética cientifica.
Consentimiento informado. Los autores deben mencionar en
la secciéon de métodos que los procedimientos utilizados en
los pacientes y controles han sido realizados tras obtencion de
un consentimiento informado de los padres. Es también con-
veniente hacer constar que el estudio ha sido revisado y apro-
bado por los Comités de Investigacion y/o Etica de la nstitu-
cion donde se ha realizado el estudio.

Envio de originales

Los trabajos deben ser enviados con dos copias y un doble
juego de tablas y figuras. Se procurara que las copias sean de
excelente calidad. Debe utilizarse un sobre de papel fuerte,
protegiendo si es preciso con cartén el manuscrito, evitando
la utilizacion de clips y no doblando las figuras. El manuscri-
to debe acompafiarse de una carta de presentacion firmada
por todos los autores en la que se debe hacer constar la origi-
nalidad del trabajo asi como la aceptacion expresa de todas las
normas. Es asimismo necesario que las copias se acompafien
de soporte informatico indicando sistema operativo (PC o
Macintosh) y programa utilizado. Se aconseja guardar una
copia de todo el material enviado. El envio se efectuara a:
Docencia e Investigacion. Hospital de Nifios Superiora Sor
Maria Ludovica de La Plata.

Calle 14 N° 1631. La Plata 1900.

La Secretaria acusara recibo. El manuscrito serd inicialmente
examinado por el comité de redaccién vy si se considera vali-
do sera remitido a dos revisores externos. EI Comité de Re-
daccién, ya directamente o una vez atendida la opinién de los
revisores, se reserva el derecho de rechazar los trabajos que no
juzgue apropiados, asi como de proponer las modificaciones
de los mismos que considere necesario. En caso de acepta-
cion, si es necesario, el autor recibira material para su correc-
cién, que procurara devolver a la Secretaria de Redaccion
dentro de las 48 horas siguientes a su recepcion.

Compruebe el contenido de su envio:

Carta con firma de todos los autores; tres copias completas
del articulo; pagina titular incluyendo: titulo, lista de autores,
nombre y direccién del centro, financiacion, teléfono, fax del
autor y correo electronico, recuento de palabras, fecha de
envio; resumen en castellano (en hoja aparte); resumen en
inglés (en hoja aparte); palabras claves (en castellano e inglés);
texto; bibliografia (en hoja aparte); leyendas de las figuras (en
hoja aparte); tablas (en hoja aparte); figuras identificadas (tres
unidades); carta de permiso si se reproduce material; consen-
timiento informado para fotos. @
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