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Acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) hydrolyzes acetylcholine and other cholinesters. AChE
exist in tissue and fluid as a set of molecular forms. In mammals, there are AChE dimers that
possess glycophospholipid residues for membrane attachment. Possible differences in the
oligosaccharidic residues in AChE dimers and monomers from mouse erythrocytes, were analyzing
their interaction with immobilized lectins. Results showed that mouse erythrocytes are rich in
dimers, and differ from monomers in the sedimentation coefficient. AChE dimers migrated at 3.8S
in sucrose gradient with Brij-96 or 5.1S with Triton X-100. After reduction with mercaptoethanol
and iodoacetate, the separated enzyme subunits had values of 2.0S (Brij-96) or 3.2S (Triton X-
100). The results confirmed that monomers remained glycophospholip residues. The binding of
AChE dimers and monomers with various lectins shown that the dimers were bound to Con A
(90-95%), LCA (90-95%), WGA (70-75%), RCA (25-30%) indicating that the oligosaccharides
linked to AChE of mouse erythrocyte contain mannose, the fucosylation core, terminal N-
acetylglucosamine and galactose or sialic acid. Moreover, some enzyme forms were devoid of
terminal N-acetylglucosamine, galactose, and sialic acid because the enzyme unbound to WGA
failed also in being adsorbed to RCA. As regard the association of the separated AChE subunits
with lectins, we found that most of them were bound to Con A and LCA, about half to WGA (55-
60%) and the few (5-10%) to RCA, and this revealed that some erythrocyte AChE dimers consisted
of uneven subunits differing in the terminal sugar: subunits with and without WGA- or RCA-
reactivity.

Modulation of pH regulatory mechanisms of
human lymphocytes by several protein kinases
Laura A. de la Rosa, Mercedes R. Vietes and Luis M. Botana .........ccccccceeeeviiinnnnns 21

Eukariotic cells regulate pHi by means of membrane-associated proteins which are ion transporters
and whose activity might be regulated by several signaling pathways, including phosphorilation
by kinases. In the present paper, we have studied the effect of drugs that modulate the activity
of 4 kinases, on the activity of the pHi-regulating ionic transporters involved in cytosolic
alkalinization, in human lymphocytes.

Colesterol and triglycerids levels from impared
glucose oral tolerance patients and diabetic patients
Rosa Maria Lépez, Alma Guadalupe Arellano M. and Gloria Ruiz Guzman............. 29

Diabetes mellitus is the most frequent metabolic disease in the world and in our country. It has
been observed that diabetic patients have alterations in blood lipids, and so they have a higher
vascular risk than non-diabetics ones. The purpose of this work was to determine if the subjects
with impaired glucose tolerance also present alterations in the blood lipids in comparison with
normal and diabetic people.
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We made measurement of serum cholesterol, triglycerides, HDL-C and LDL-C in 131 subjects
and then they were classified as normal, impaired and diabetics.

48% of the study population was normal, 37% have impaired glucose tolerance and 15% are
diabetics. The 44% presented alterations in the lipid levels. The comparison between groups
shown that there are not differences in the frequency of cholesterol alterations, but the
triglycerides was more frequent altered in diabetics. While HDL-C was altered in impaired and
diabetic patients, indicating that the subjects with impaired glucose tolerance have a different
metabolic state respect with the other two groups and remark the importance of a earlier diagnostic
and treatment that can delay the progression of the diabetes mellitus and reduce the associated
health risks.

Influence of electrostatic interactions on the complexation
of 2-naphthalen sulfonate by cyclodextrin derivatives )
Fernando Lopez de las Heras, José Vazquez Tato and Emilio Alvarez Parrilla........ 39

The electrostatic interactions effect over the complexation of the anionic guest 2-naphthalen-
sulfonate by two monoamine cyclodextrin derivatives was studied. These results suggested
that, depending on the position of the amino group, the electrostatic interactions between this
group and the sulfonate group can show a positive or negative effect over the complex strength.
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Elda Fournier Sdnchez and Marlenis Cala Cala .........ooeuoveeoeeeieeeeeeeeeesaen A7.........

Ginger is an economically important product due to its numerous potential uses. The aim of the
present study was to develop a new methodology which alfowisro propagation of ginger,

and, in this way, try to recover the agricultural tradition of Guantanamo Province, in Cuba. Basal
culture medium was that from Murashige and Skoog (1962), and was supplemented with different
concentrations of BAP and kinetine. The best multiplication coefficient (3.1) was obtained in the
growth factor-free medium (basal culture medium). The optimal age for sub-culture planting was
found between 21 and 28 days post planting, and the optimal density was of six explants per
container. In summary, the present work has provided an adequate methodology for obtaining in
vitro multiplication of a hard to culture plant, such as ginger.

Dosis response of Biobrasteroid BIOBRAS-16 in the culture of tomato
(Lycopersicon esculentum, Mill.)Var. “Campbell 28”. (SHORT COMMUNICATION).

Alberto Fernandez Turro, Salvador Batista Mejias, Luis Gustavo Moisés Medina, Elda
Fournier SGnchez and C.F. Coll .......c..uiiiiiiiiiii e 51........

This work was carried out in “El Resplandor”, belonging to the Various-Crops Enterprise of
Imias, in Guantanamo Province, Cuba. This enterprise is included within the Cuban Semi-desert
(Southern coastal band) on a sandy and clayish soll, the investigation was developed from April
to June, 2000, with the purpose of determining the most appropriate dose of application of
brassinoesteroid (BIOBRAS-16) in order to obtain better yields in a tomato plantation
Lycopersicon esculenturiMill.) Var. Campbell 28. The bioactive product was sprinkled in
following way 27 days after been transplanted only in the morning with the treatments of 1)
witness, 2) 25 mg/ha, 3) 40mg/ha, and 4) 50 mg/ha, respectively. The measured variables were:
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stem diameter, fecundation and yield. The results showed that the bioactive product was effective
in all the included treatments, being treatment 4 the most effective. This sprouted a significant
difference in yield in comparison to the rest of the treatments, followed by the treatment 3 and 2.

Cacti from Samalayuca, Chih., Mexico
Irma Delia Enriquez Anchondo ..., 55

The Samalayuca Dunes Region is an endorreic basin from Chihuahuan Desert Region, located in
the county of Ciudad Juarez, Chihuahua, 50 km south of the border.

This region data from ancient times, aproximately 10,000 years ago.

The extension of this area is about 65,000 hectares, the sandy silique dunes are the main body,
ocupying an extension of 10,000 hectares.

It constitutes a very arid ecosystem, highly richness in endemisms and interesting biodiversity in
both flora and wildlife.

Cacti plants are abundant, at this time were found 16 species within 5 genera, 3 tribes and 3
subfamilies, where the most abundant is cactoideae subfamily.

Some of this species are in special status for Mexico, Texas and New Mexico.

The Samalayuca and Presidio sierras, are the most important habitat for these plants in the area.
Because of the intense human activities in this zone, plants like cacti are in serious risk to be
destroyed so we want to take care at this time in order to learn more about them to preserve and
to conserve our biological resources.

Ecology and economic importance of macroscopic mushrooms
from the Sierra Madre Occidental of Chihuahua, México
Miroslava Quifidnez-Martinez and Fortunato Garza-Ocanas.........c.cccceeeeevveeenenns 63

The Sierra Madre Occidental of Chihuahua, Mexico, contains a considerable diversity of
macroscopic mushrooms with different characteristics and attributes. Some of these characteristics
include parasitic and symbiotic life forms. The lack of studies in the area was one of the reasons
for this study. The macroscopic mushrooms represent an important component of the forest
ecosystem and therefore, it is important to have an inventory of the number and characteristics of
the different species, their attributes and spatial distribution. The results will lead to a better
understanding and developing of future studies on mushroom ecology and economic importance
of the species found. This study will also contribute to a general perception of the mycology of
the Sierra Madre Occidental, the association between mushrooms and different plant species, and
the economic potential of edible mushrooms. Edible species represent a good alternative of
diversification and economic return for rural communities within the region. In general the inventory,
understanding and conservation of macroscopic mushrooms represent an excellent alternative for
conservation of the forest resources.

Proteomics. Beyond the genome
Joaquin Rodrigo Garcia and Guillermo Bojorquez Rangel .........cccveveveeeicieeiviie e, 71

During the last twenty years, researchers all over the world have focused their work on determining
the approximately three thousand millions of base pairs that structure the human genome under
one of the most ambitious international research project: The Human Genome project. Itis arriving
to its end and new interrogates have appeared. This has created new research fields and one of
them is the Proteomic. This term appeared from the conceps of proteins and genome and intends
to recognize the functions of every identified gene product, the proteins. To do that there are some
technological tools that are being developed, which can accomplish these objectives and in the
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next fifteen years can be helpful as diagnostic tools in some diseases. Proteomic will have an impact in the understanding
of physiopathology, creation of new drugs and in the production of vaccines. Nowadays, there is a great investment from
many laboratories to obtain the technology to reach these goals.

Toxic effect of pesticides on muscle relaxation. Studies
on sarcoplasmic reticulum CaATPase (SERCA)
Luis Fernando Plengue-Tellechea and Javier Vargas Medrano............cccccvevvveeiiieeiiieesiie e 75

Sarcoplasmic reticulum @aATPase (SERCA) is a membrane protein, and thus, its activity may be modulated by membrane
lipids. This is a protein that uses ATP hydrolysis to pump cytosofici@a the sarcoplasmic reticulum (SR) stores,
maintaining cytosolic Caconcentration low, and playing a crucial role in muscle contraction and relaxation. SR membranes
are simple membrane models, therefore attractive to study of the effect of physiologically-active compounds?on the Ca
homeostasis of skeletal muscle.

These studies will be carried out in SERCA-enriched SR-membranes, isolated from rat skeletal muscle; and will be focused
on the actions of commonly used pesticides. In this way, we hope to improve the treatment and management that the health
department makes of occupational or accidental intoxications.
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Presentacion

Luis Fernando Plenge Tellechea
Coordinador

C uando se habla a@@nciaen los tiempos actuales se muestra el
largo camino que nos queda por recorrer. El cientifico de origen
francés Luis Pastewgs autor de un proverbio que dice: “la suerte favo-
rece alas mentes preparadas”. Sin duda, él experimento en su vida que
la formacion es un proceso vital para el desarrollo de las ciencias en un
pais.

En nuestra region fronteriza hay un gran potencial de recursos natura-
les qué estudiar, problemas ambientales y de salud. México es un pais
donde la sobreexplotacién de los recursos y la marginacion de la socie-
dad han creado una serie de necesidades tanto socioeconémicas como
de salud.

En este volumen, hemos incluido una nueva variante: que los tomos de
la revista ya no seran de temas exclusivos sino de temas libres de inves-
tigacion en las &reas de Ciencias Naturales y Exactas, lo cual sin duda,
fortalecera este medio cientifico de comunicacion. Es por ello, que en
este volumen le presentamos temas de vanguardia como lo son las areas
de salud, ecologia y biodiversidad. Incluimos tanto articulos de origen
regional, nacional, como del extranjero. Lo importante de estos articulos
es que no muestran so6lo un contenido tedrico, sino que se incluyen en su
mayoria temas de nuevos resultados experimentales, por lo que nuestra
revista viene cumpliendo uno de sus principales objetivos: ser un medio
de difusion cientifica de calidad para laregiony el pais. La tarea no ha
sido facil, pero conjuntado los esfuerzos de quienes se han motivado a la
tarea de sacar adelante este volumen, lo ven realizado.

Nuestro Instituto se ve fortalecido con el programa de esta revista
debido ala calidad de los articulos incluidos en este volumen. Prueba de
ello es el prestigio académico de los miembros del Consejo Editorial
Internacional, que sin duda, cuenta con académicos investigadores muy
reconocidos, ello con el acumulado curriculo que los avala en un trayec-
to de largos afios en el camino de las ciencias en México y el extranjero.

Estos temas de investigacion incluyen aspectos de salud como neuroqui-
mica, que involucra la investigacion de la enzima acetilcolinesterasa, la
cual es vital en el proceso de neurotransimision. Esta enzima es muy
estudiada en aspectos relacionados con agentes toxicos externos en los

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



10

organismos, por ejemplo con la intoxicacion causada por plaguicidas y
veneno de serpientes.

Otros temas importantes en el area de salud son la cuantificacion del
pH intracelular, necesario para detectar cambios metabolicos dentro de
la célulay por ende, de los tejidos corporales; estudios relacionados con
la diabetes, un problema serio de salud publica en nuestra region fronte-
riza. Ademas, se incluyen temas de frontera como los proteomas, rela-
cionados con las proteinas expresadas por el genoma humano, como el
estudio de las proteinas puede implicar la solucion de problemas de sa-
lud como el cancer y diabetes; también incluimos temas sobre la aplica-
cidn de ciclodextrinas, carbohidratos ciclicos de origen natural, las cua-
les se relacionan con areas tan diversas como la contaminacion y los
alimentos; estudios de los efectos causados por plaguicidas sobre la re-
gulacion celular de calcio en el musculo, lo cual es vital, como ejemplo
para estudiar su afeccion sobre el fendbmeno de la contraccidn muscular.
También incluimos temas de agronomia; de ecologia de nuestra region,
como son los estudios de vegetacion y de biodiversidad.

Sin duda, el presente tomo abarca un amplio margen de la ciencia.
Repito una frase que mencioné en el volumen anterior: la ciencia es Unica,
no podemos reducirla a los términos de basica y aplicada, “por tanto, no
me explico como hay una ciencia aplicada que no sea basica y una basi-
ca sin aplicar, ambas van de la mano, ya que buscan descubrir y solucio-
nar un bien comun”. Ahora incluyo el bien comun: buscar el bienestar del
hombre, no lo contrario, que genera la division.

iMuchas gracias a Dios y a todos por la realizacion de este volumen!
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L.OS MONOMEROSQUE FORMAN LOS DIMEROS DE

| a acetilcolinesterasa de eritrocito de ratdn
estan glicosilados de manera distinta

José Luis Gomez Olivare'sy Cecilio Jesus Vidal Morend

La acetilcolinesterasa (AChE, 3.1.1.7) hidroliza acetilcolina y otros ésteres de colina. En tejidos y fluidos corpora-
les, la AChE existe como un conjunto de formas moleculares. En mamiferos, los dimeros y mondmeros de AChE
poseen un dominio glicofosfatidilinositol para anclarse a las membranas. Las diferencias posibles en los residuos
de oligosacaridos enlazados a dimeros y mondmeros se analizaron por su interaccién con lectinas inmovilizadas.
Los resultados mostraron que los eritrocitos de ratén estan enriquecidos en dimeros, que difieren de los monémeros
por su coeficiente de sedimentacion. Los dimeros de AChE migraron a 3.8S en gradientes de sacarosa con Brij96 o
5.1S con Triton X-100. Las subunidades separadas por la reducciéon con mercaptoetanol y iodoaceto, tuvieron
valores de 2.0S (Brij-96) o 3.4S (Triton X-100). Los resultados confirmaron que los mondmeros mantienen el anclaje
glicosfatidilinositol. La interaccién de los mondmeros y dimeros con distintas lectinas, mostré que los dimeros se
unieron a Con A (90-95%), LCA (90-95%) WGA (70-75%) RCA (25-30%), sefialando que los oligosacaridos
ligados a la AChE contienen manosa, fucosa, N-acetilglucosamina y galactosa o acido sialico. Aunque, algunas
formas enzimaticas estuvieron desprovistas de N-acetilglucosamina, galactosa y acido sialico, debido a que hubo
enzimas que no se absorbieron a WGA ni a RCA. Teniendo en cuenta, la asociacion de las subunidades de AChE
separadas, encontramos que la mayoria de ellas se unieron a Con Ay LCA, casi la mitad a WGA (55-60%) y pocas
(5-10%) a RCA, y esto revelé que algunos dimeros de AChE en eritrocitos estan constituidos de algunas
subunidades que difirieron en el azicar terminal: subunidades que interaccionan con o sin WGA- o RCA-

INTRODUCCION dos a una subunidad estructural o tallo de naturaleza semejante
al colageno. El subindice sefiala el numero de subunidades

La acetilcolinesterasa (AChE, EC. 3.1.1.7) cumple su papel fisi@zataliticas en cada molécula. Ademas, entre ellas se distinguen
I6gico principal en la transmisién colinérgica al hidrolizar depor su solubilidad, interacciones i6nicas o hidrofébicas,
manera eficaz al neurotransmisor, acetilcolina (ACh), produpardmetros hidrodinamicos y dotacién de carbohidratos.
ciendo acetato y colina. La AChE se considera una enzima casLas formas globulares de la AChE son un grupo heterogé-
perfecta, debido a que su capacidad catalitica esta en el limiteo y pueden agruparse entre moléculas anfifilicgs(fidro-
de la difusion. Unas 25,000 moléculas de ACh se transformditicas (G'). Estas Ultimas, también se conocen como no anfifilicas
en cada sitio activo por segundo (Massoulié y col., 1993). (GM). Las formas &poseen un dominio hidrofébico que las

La acetilcolinesterasa se presenta en seis tipos estructuradexla a las membranas y permite su asociacion con detergentes.
de asociacion cuaternaria, que se generan por un procesamieriz-os monémeros ($, dimeros (Q y tetrameros (@ difieren
to alternativo del ARN mensajero. Se han establecido dos tipes el coeficiente de sedimentacion (en unidades Svedberg)
de formas moleculares: las globulares (G) que pueden s@F-5S, 6-7Sy 9-11S, respectivamente). El aumento del coefi-
mondmeros, dimeros y tetrameros, (& y G,) de la subunidad  ciente de sedimentacion de la proteina dependera del tamafio
catalitica de unos 75-kDa, mientras que las formas asimétrices la subunidad estructural.
(A) contienen uno, dos o tres tetramerog 3y A ,) asocia- Se ha demostrado la interaccion enzima-fosfolipido o enzi-

* Doctor en Biologia, especialidad en Bioquimica y Biologia Molecular, Laboratorio de Biomembranas. Departamento de Ciencias de la Salud. Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa. Av. Rafael Atlixco nim. 186. Col. Vicentina. C.P. 09340. Apartado Postal. 55-535. Distrito Federal. México. Correo electrénico:
gool@xanum.uam.mx

** Doctor en Bioguimica. Grupo de Neuropatologia de los Sistemas Colinérgicos. Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular —A. Facultad de
Veterinaria. Universidad de Murcia. Campus Espinardo. C.P. 30100. Murcia, Espafia. Correo electrénico: cevidal@um.es
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ma-detergente por andlisis de sedimentacién, cromatografia delLa glicosilacion de la acetilcolinesterasa
exclusion molecular y electroforesis de cambio de carga de las
micelas. La formacion de complejos enzima-detergente modifidaa estructura primaria de las subunidades de la AChE contie-
el coeficiente de sedimentacion de la proteina, en mayor o menw varias secuencias consenso para adicionar oligosacaridos
medida, segun las propiedades micelares del detergente. Taen-residuos de asparagina (Asn) (sitios potenciales de N-
bién, se altera el radio de Stokes (sobre 1 nm) y la migracidglicosilacién), cuyo nimero depende del organismo y del
electroforética (Bony col., 1988; Garcia-Ayllon, 1999). tejido considerado. La AChE de suero fetal bovino contiene
La mayoria de los tejidos y medios biolégicos de todos 105 sitios potenciales de N-glicosilaciéon (Doctor y col., 1990;
vertebrados contienen AChE, aunque las proporciones depdprody y col., 1987). La AChE humana contiene tres secuen-
den del tejido y de la especie animal que se considere (Chatonniets de N-glicosilacién (1, N*°y N*9, y por estudios de
y Lockridge, 1989). En los mamiferos, la AChE se localiza sobmautagénesis, se ha observado que la eliminacion progresiva
todo en los tejidos excitables, nervios y misculos (Marnay &fecta gradualmente a la biosintesis y secrecion de la enzima,
Nachmansohn, 1938). pero no altera su actividad (Velan y col., 1993). Sin embargo,
En aquellos tejidos desprovistos de ésteres de colina, se émacultivos de células de pollo, la adiciéon de tunicamicina
sugerido que estas enzimas realizan otras funciones, no reladiopide la N-glicosilacién y suprime completamente la pro-
nadas con la transmision sinaptica. Algunos datos indican quedaccién de AChE activa, pero no la sintesis.
AChE tiene actividad peptidasica. Se ha determinado que sonPor experimentos de union a lectinas se puede comprobar
capaces de hidrolizar sustratos extrafios que no tienen un signifi:e las ChEs extraidas de diferentes tejidos de organismos
cado fisiologico especifico, como por ejemplo, la aspirina y sude la misma especie presentan pautas de glicosilacién espe-
derivados neutros. La AChE actla sobre encefalinas y sus padfica, una propiedad que puede ser demostrada por
cursores. Por tal capacidad, se ha propuesto que participan eelictroforesis desnaturalizante con SDS y no desnaturalizante,
maduracion y degradacién de neuropéptidos (Massony col., 1998%i como por la interaccién con anticuerpas.ejemplo, los
eritrocitos y linfocitos de bovino poseen AChE en su mem-
a) La actividad AChE en las células sanguineas brana, y aunque las enzimas de los dos tipos celulares po-
seen la misma secuencia de aminoacidos y propiedades
Los eritrocitos, linfocitos, megacariocitos y plaguetas poseehidrodindmicas, difieren en su interaccion con lectinas (Meflah
actividad AChE (Barthay col, 1987; Richiery col., 1992; Soreq ¥y col., 1984). En el érgano eléctrico Twrpedq las formas
col., 1994; Marcos y col., 1998), esto representa un enigma aceiméricas y asimétricas se distinguen por su interaccién con
ca de un posible papel fisiolégico en estas células. el anticuerpo anti-carbohidrato Elec-39 (Bon y col., 1987).
Las plaquetas proceden de los megacariocitos y ambos tipasto parece indicar que, aunque estan expuestas en la super-
celulares muestran actividad AChE. Cuando a cultivos de meggeie celular, ambas moléculas sufren diferentes procesos de
cariocitos se adicionan algunos analogos de ACh e inhibidoresaduracién.
de las colinesterasas (ChEs) se favorece la megacariopoyesi&l proposito de este estudio fue investigar en eritrocitos

(Bursteiny col., 1980). de ratén, las posibles diferencias en los oligosacaridos uni-
dos a las subunidades de AChE entre los dimeros y las
b) Estructura quimica de los dimeros de AChE subunidades monomeéricas que los constituyen, a través

de su interaccién con diversas lectinas inmovilizadas.

Los dimeros hidrofobicos (§ de la AChE de diversos tejidos y )
especies estan conformados por monémeros que se mantiehDdrERIALES Y METODOS
unidos mediante puentes disulfuro intercaternarios. Ambos
mondémeros estan anclados a la membrana plasméatica por Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico, o
enlace amida entre el extremo C- terminal de la subunidad catalitiea su defecto, del mayor grado de pureza. En ocasiones, los
y la etanolamina, que a su vez se liga a una molécula de glio@activos se disolvieron en agua Milli-RX; purificada por
silfosfatidilinositol (GFI) (Massoulié y col., 1993). electrodesionizacion, sistema RX, grado analitico tipo II.

A este tipo de estructuras se les denomina formas anfifilica&uando fue necesario, los reactivos se prepararon con agua
G, Tipo |y se han encontrado en eritrocito de mamifero, 6rganidilli-Q Plus, tipo 1, grado reactivo.
eléctrico déTorpedq muasculo d&Xenopusriiién, higado y timo Los siguientes productos fueron de Sigma-Aldrich (Espa-
de rata, masculo esquelético y cardiaco de ratdn (Futermarfig): Sepharose-4B, las lectinas inmovilizadaSaleavalina
col., 1983; Garcia y col., 1988; Gémez, y col., 1999; Roberts gnsiformigCon A-Sepharoselens culinarigLCA-Sepha-
Rosenberry, 1985). También, se ha descrito que hay mondmerrase),Triticum vulgarisq\WGA-agarosa) JRicinus communis
anclados por GFl en células tumorales humanas (Saez-Valer¢gRCA-Sepharose), acido iodoacético, acido 5,5'-ditiobis-2-
Vidal, 1995). Esta clase de monémeros abunda en larvas diérobenzoico (DTNB), acetiltiolcolina (ATCh), tetraisopro-
Drosophila y tal vez representen formas enzimaticas primitivapilpirofosfaramida (Iso-OMPA), sacarosa, cloruro de sodio
(Arpagausy col., 1998). (NacCl), acido etildeniaminotetraacético (EDTA), acido
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etilenglicol-bis-(aminoetiléter)-N,N,N’,N'-tetraacético (EGTA), para medir la actividad AChE en las fracciones del gradiente.

acido N(2-hidroximetil) piperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES),En este caso, la actividad se expresa en unidades arbitrarias,

inhibidores de proteasas (bacitracina, benzamidina, pepstatimtle modo que cada unidad representa el aumento de 0.001

leupeptina, inhibidor de tripsina de soja y fluoruro de fenilmeunidades de absorbancia pdrde muestra y por minuto.

tilsulfonilo (PMSF)), polixietilén-10-oleil-éter (Brij 96), las enzimas

catalasa de higado bovino y fosfatasa alcalina de intestino b} Conversién de los dimeros de AChE en mondmeros

vino. La casa comercial Merck (Espafia) suministré el Triton

X-100 (TX-100) b-mercaptoetanol se adquirié de Acros (EspaLos extractos solubles de las membranas de los eritrocitos con

fia). Triton X-100 (que s6lo contenia dimeros anfifilicos de AChE)
se sometieron a un tratamiento reductortcamercaptoetanol

a) Obtencion de las membranas de eritrocito de ratén (14 mM), en agitacién constante durante 40 min a 25°C. Inme-
diatamente, se realizé la alquilacién con iodoacetato de sodio

Los ratones 129BGH se obtuvieron del Jackson Memorial (140 mM). Para ello, se afiadio el reactivo a la muestra, se ajusto

Laboratory (Bar Harbor, EU), que suministro las parejas reel pH 8.5, y la mezcla se incubé en agitacion 40 min a 25°C en la

productoras. Se emplearon ratones de 16-20 semanas de edaduridad. Se elimino el exceso de reactivos por filtracion en

Tras anestesiar a varios ratones con vapores de éter etilituhos Ultrafree-15 (Millipore, EU).

en camara fria a 4°C, se les extrajo la sangre (alrededor de 1 ml/

ratén) por puncién cardiaca con una jeringa previamente hd) Interaccion de las formas

medecida con una disolucion anticoagulante (NaCl 154 mM gnoleculares de AChE con lectinas

EDTA 5.4 mM, pH 7.5).

Las células sanguineas se separaron por centrifugaciérmdas muestras (0.5-1.0 ml), que contenian dimeros o0 monéme-
1000 X g en centrifuga analitica durante 10 minutos y se lavass aislados, se afiadi6é 0.25-0.5 ml de Sepharose-4B en sus-
ron tres veces con sucesivos volimenes de solucién amonpiension (prueba control), Con A-Sepharose, LCA-Sepharose,
guadora de fosfatos (5 mM, NaCl 154 mMy EDTA 5.4 mM pHWGA-agarosa o RCA-agarosa. Las mezclas se incubaron 16 h
7.5), sedimentando las células por centrifugacién como antesn agitacion constante a 4°C.

Después del primer lavado, se eliminaron los glébulos blan- Durante la incubacion, la lectina se une a las glicoproteinas
cos para descartar proteasas. formando complejos de gel/lectina/proteina. La enzima libre se

Después, los eritrocitos se lisaron con 20 volimenes deepard de la unida a la lectina por centrifugacién a 5,000 X g,
solucion amortiguadora de fosfatos 5 mM pH 7.5, por caddurante 10 min a 4°C en una microfuga (Beckman, EU). Se colec-
volumen original de sangre. Tras una agitacion vigorosa y earon 450-906n| del sobrenadante, evitando tomar las bolitas
frio, 10-15 minutos a 4°C. Para colectar las membrana®on enzima ligada. A continuacién, en los sobrenadantes se
eritrocitarias rotas, la suspension se centrifugd a 100,000vgloré la actividad AChE (por el método de microplaca), y ese
durante 30 minutos a 4°C. La fraccion membranal se lavé deslor se corrobord con la actividad AChE medida en los perfiles
veces con la misma soluciéon amortiguadora anterior, para elile sedimentacion de las muestras con la enzima no ligada.
minar la hemoglobina y residuos de plasma. Los resultados se expresaron como porcentajes de la acti-

La AChE se extrajo por resuspension de las membranas sedidad AChE retenida por cada lectina en particular, respecto a
mentadas en solucién de extraccion con Triton X-100 (Hepda del sobrenadante del ensayo control (muestra incubada
15 mM; NaCl 1 M, MgCJ50 mM apH 7.5y TX-100 1%), y para con Sepharose-4B sin lectina).
evitar la proteolisis se incluyeron las antiproteasas; EGTA 5mM,

EDTA 3mM, bacitracina 1mg/ml, benzamidina 1 mM, pepstatina) Preparacion de los gradientes densidad de sacarosa

10mg/ml, leupeptina 26:g/ml, inhibidor de tripsina de soja 0,1

mg/mly PMSF 12mM. La mezcla se mantuvo en agitacion todalLos gradientes continuos de densidad de sacarosa se elabo-

la noche a 4°C. Finalmente, la AChE solubilizada con Triton Xraron a partir de dos disoluciones de sacarosa de diferente

100 se recogi6 por centrifugacion a 100,000 X g, 1 ha4°C. concentracién (5% y 20% p/v), preparadas en solucién
amortiguadora de Tris-HCI 10 mM, pH 7.0, con NaCl 1 M,

b) Medida actividad acetilcolinesterasica MgCl, 50 mM y Triton X-100 (0.5%), que en ocasiones fue
sustituido por Brij-96 (0.5% p/v).

La actividad AChE se midié en espectrofotdmetro por el mé- Para formar el gradiente se empled un sistema de vasos

todo de Ellman y colaboradores (1961), con ATCh coma@omunicantes (Kontron, Espafia). En cada vaso se deposita-

sustrato (InM) y con Iso-OMPA (5@nM), el inhibidordela  ron 5 ml de cada una de las disoluciones de partida. El vaso

butirilcolinesterasa (BuChE). Una unidad de actividad AChEKjue contenia la sacarosa concentrada presentaba en su base

representa el contenido de enzima que hidrolinaVLde  una salida que se conectaba a un tubo de goma, que se ajus-

sustrato por hora a 37°C. taba a una bomba peristéltica (Gilson, Francia), y cuyo extre-

En los andlisis de sedimentacion, se emple6 un microensaym final desembocaba en el tubo de centrifuga de polialémero
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comunicaba ambos vasos, se accionaba el funcionamiento de

(Beckman, EU) de 12 ml de capacidad. Al abrir la llave que (N N )
, t”
la bomba peristéltica. El gradiente se formaba a medida que S proteina P X

pasaba la disolucién diluida hacia el vaso de la concentrada. problema ’ (N -N )
El flujo de salida se controlaba con la bomba peristaltica. t e

La centrifugacion de las muestras en gradientes con saca- 20, w proteina
rosay Brij 96, o Triton X-100, sirvié para separar e identificar estandar
las formas moleculares y obtener una primera informacion acer-Donde N correspondié al namero total de fracciones reco-
ca del caréacter hidrofilico o hidrofébico de las mismas. gidas del gradiente, Nue la fraccion en la que la actividad de

Para conocer el coeficiente de sedimentacion de cada forfeaforma molecular de AChE fue maxima yfNe la fraccion
molecular de la AChE, se usaron proteinas estandares de coefin la mayor actividad de la proteina de referencia. En cada
ciente de sedimentacién conocido: catalasa de higado bovinaso se eligio la proteina estandar que estuviese mas préxima
(11.4S) y fosfatasa de intestino bovino (6.1S). Una vez deposh el gradiente a la forma molecular cuyo coeficiente de sedi-
tado un volumen de muestra (0.3-1.0 ml) sobre la superficie deentacién se deseaba conocer.
los gradientes, se centrifugaron los tubos a 165,0Q0(Xgnte )

18 ha 4°C, en un rotor basculante SW41Ti (Beckman, EU). RESULTADOS Y DISCUSION

Luego, los tubos se perforaron cuidadosamente por su base
y se recogieron fracciones con una bomba peristaltica (Gilsoa) Solubilizacién de los dimeros y conversiéon en monémeros
Francia) y un colector de fracciones (Pharmacia, EU). Por cada
tubo de 12 ml, se obtenian 40-42 fracciones de unaal2fie ~ Las células sanguineas de mamifero son ricas en AChE unida
se almacenaban a -20°C hasta el momento de valorar la acti@isu membrana plasmatica y al igual que en otros tejidos,

dad acetilcolinesterasica en cada fraccion. requiere de detergentes para su solubizacion, la interaccién
con éstos demuestra sus propiedades hidrofébicas.
f) Medida de actividad de las enzimas marcadoras En este caso, con el uso del TX-100 se consiguio solubilizar

el 80% de la AChE de la membrana de los eritrocitos. En la
La catalasa descompone el peréxido de hidrégeno, dando adgiabla 1, se muestra la actividad especifica estimada en los
y oxigeno molecular. EIJ@, absorbe en la region del ultravioleta eritrocitos de raton. Cabe sefialar que este valor fue mayor a la
a 240 nmé= 41 M'cm?). Poco antes de valorar la actividad deactividad AChE determinada en otros tejidos (plasma, cora-
esta enzima, se preparé un medio de reaccién que conteafmn e higado) del mismo animal (Garcia-Ayllén y col., 1999;
peréxido de hidrogeno 18 mM en solucién amortiguadora d&émez y col., 1999 y 2000).
fosfato 50 mM, pH 7.0. En una cubeta de cuarzo se afiadian; 1 ml
de medio de reaccion y 5-ilde muestra, se agitabay se mediz TABLA 1. Actividad AChE solubilizada de eritrocitos de ratén.
la disminucion de absorbancia a 240 nm en un espectrofotdémetro La actividad AChE se determind en espectrofotometro, empleando

: ~ : 25 ml de muestra. Cada unidad de actividad AChE representa la
modelo Uvikon 930 (KOﬂtI’OI’], Espana) atemperatura ambiente cantidad de enzima que hidroliza un mmol de ATCh por hora a 37°C

(Chancey Herbert, 1950). (AE). Las medidas se realizaron por triplicado. Los resultados
La fosfatasa alcalina hidroliza el p-nitrofenilfosfato (obNPP) muesnan1?232:;;0‘);2?(22;0 eyrit'fo gfjgizgifgtgj‘é‘”da‘ de

a pH alcalino, para generar fosfato y p-nitrofenol, que absof- '

be a 405 nmg=18,2 Mtcmt). La mezcla de reaccion con Actividad Contenido Actividad

pNPP 0.75 mM, se prepar6é mezclando@08e pNPP 38 mM solubilizada de proteina especifica

con 10 ml de tampén dietanolamina 100 mM, pH 9.8. La medi- (U/mi) (mg/mi) (U/mg)

da de la actividad se realizé en placas de microvaloracign 5.96 + 0.70 3.35+1.23 1.95 + 0.51

(Nunc, EU), empleando el modo dual de longitud de onda,
405 nmy 620 nm, para medir el incremento de absorbancialLos detergentes no iénicos a veces pueden modificar la

(A,s As,p €n cada uno de los pocillos, que contenian l@apacidad de union o las propiedades cinéticas de receptores

mezcla de reaccion (2501) y la muestra (16nl) (Gareny y enzimas (Mcintosh y Davidson, 1984). En este sentido,

Levinthal, 1960). Moore y col. (1989) observaron que, a bajas concentraciones
(0.05-0.25% v/v), el TX-100 reducia la actividad AChE de eri-

g) Calculo del coeficiente de sedimentacion trocito humano, lo que no ocurria a concentraciones superio-

res. El efecto inhibidor del TX-100 a bajas concentraciones
Una vez determinadas la actividad AChE y la de las enzimamdria deberse a la modificacion de las interacciones lipido-
de referencia, se calcul6 el coeficiente de sedimentacién geoteina y/o proteina-proteina. En cambio, a mayores concen-
las formas moleculares de la AChE (Martin y Ames, 1961)traciones se favorece la formacion de micelas detergente-mem-
expresado en unidades Svedberg (S). El calculo se realibfana. A lo largo de este trabajo, no se observaron cambios
mediante la siguiente férmula: en la actividad de la enzima solubilizada con TX-100 (1% v/v).
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- , - los dimeros que permanecieron unidos después del primer
TABLA 2. Coeficientes de sedimentacion de las formas moleculares .
de la AChE en eritrocito de ratéon. Los valores promedios y desviacio- tratamiento.
nes estandares de los coeficientes de sedimentacién de las formas Los mondémeros globulares de AChE )G generados a
nativas G_* de AChE y de los monémeros obtenidos por reduccion de los : . : s
puentes dzisulfuro y alquilacion de los grupos tioles libres. La migracion parqr de |OS.EjImeI’OS natIVOS;G, mostraron CoefI_CIemes de .
de las moléculas enziméaticas dependié del detergente afiadido, lo que sedimentacion de 2.0+ 0.3S03.4+0.2S en gradlentes con BI’IJ
prueba sus propiedades anfifilicas. Los anélisis se hicieron en gradientes H _ P H
de sacarosa (5-20%) con Brij-96 o Triton X-100. El nimero de experimen- 96 0 Triton X 100, respgct!vgmente (,Flgura 1 y Tabla 2),,' E;te
tos se sefiala entre paréntesis. comportamiento hidrodindmico segun el detergente afiadido
5 - . . o al gradiente, demuestra que las subunidades monomeéricas
etergente orma G, orma G, : : 4 Har. ; _
Bri.96 382 035 (12) 50% 035 3) mandt!enﬁn el anclaje GFI después de alquilar-reducir los puen
Triton X-100 51 0.1S (6) 3.4 025 (8) tes disuliuro.

Los dimeros difieren de los mondémeros en el coeficiente de
sedimentacion: 5.1Sy 3.4S en TX-100, estos valores concuer-

El analisis de las formas moleculares existentes de AChE elan con los descritos para las mismas formas moleculares en
eritrocito, mediante gradientes de centrifugacién diferenciaritrocito humano (Otty col., 1982).
mostrd que en los eritrocitos de ratdn, la enzima se presenteEs interesante sefialar que la separacion de subunidades
s6lo como homodimeros (formag'§zanclados a la membrana de AChE del eritrocito humano es mas facil que con la ligada
por unidades GFI (Figura 1). a la membrana (Ott y col., 1982). Esto sugiere que el micro-

La asociacion de los dimeros hidrofébicos de AChE con lambiente lipidico protege a la enzima, pues restringe el acceso
membrana plasmatica, a través del anclaje GFI no es exclusiglal agente reductor a los enlaces disulfuro intercatenarios.
de los eritrocitos de mamifero. También, se han determinaddomo también dificulta la ruptura de los enlaces disulfuro
en musculo cardiaco humano (Gonzalez y col., 1991), ratdntracatenarios, disminuye la pérdida de la estructura terciaria
(Gémezy col., 1999) y en ciertos tumores (Saez-Valero y colde la subunidad y por lo tanto, la inactivacién de la enzima.
1995). También, se han hallado en el sistema nervioso centralLa estructura de los dimeros de AChE en eritrocito de ratén
deDrosophila(Haas y col., 1988), y en el 6rgano eléctrico yparece ser diferente de la de las isoformdsléetrophorus

musculo esquelético derpedo(Bon y col., Dimeros Monémeros
1988). Aunque, la estructura basica del GFI ¢
mantiene (Low, 1989), las proteinas de algt % E B-96 f E B-96
0.10 |- —0.10

nas células muestran cambios estructurales
este dominio.

Los resultados de la Tabla 2 y de la Figure
prueban la conducta anfifilica de los dimerc
de AChE de los eritrocitos, pues su coeficiel -
te de sedimentacion varié con el deterger
afiadido a los gradientes (5.1S en Triton X-1!
y 3.8S en Brij 96). Skau (1985) determiné gt
los dimeros de AChE de los eritrocitos de r.
tones ReJ 129 o C57BL/6J migraban a 6.5S
gradientes de sacarosa sin detergente. La
gracién de la enzima a zonas mas densas
sacarosa, en ausencia de detergentes, se
a la autoagregacion propia de las molécul
anfifilicas. Los detergentes empleados evit
ron la agregacion de la AChE, aunque i
micelas Brij-AChE y Triton X-100-AChE difie-
ren en su conducta hidrodinamica.

En la Figura 2 se muestra la conversiébn ¢ .00
los dimeros de AChE en monémeros despu
de la reduccién de los puentes disulfur
intercatenarios. Alrededor del 70% de lo

dimeros de AChE se convirtieron en
- ;2 FIGURA 1. Comportamiento hidrodindmico de las formas de AChE de eritrocito de
monomeros por la reduccion de los enlaces raton. Las fracciones ricas en dimeros o monémeros de AChE se aplicaron sobre gradientes

disulfuro conb—mercaptoetanol Yy alquilacic')n de sacarosa con Triton X-100 (T-100) o Brij 96 (B-96). La actividad AChE se determind por el

de los grupos tioles libres con iodoacetato método de microplaca. Note que la migraciéon de ambas formas enzimaticas varia con el
’ detergente empleado. Los marcadores de sedimentacion fueron: catalasa (C) (11.4S) y

Tras repetir el protocolo, se consiguio separar fostatasa alcalina (F) (6.1S).
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FIGURA 3. Interaccion de las formas moleculares de AChE en eritrocito

de raton con lectinas. Alicuotas del extracto (0.5-1.0 ml) se mezclaron con
0.25-0.5 ml de Sepharose-4B (control sin aglutinina) o de Con A-, LCA-, WGA-
o RCA, ligadas todas a agarosa. Una vez separados los complejos
enzima-lectina por centrifugacion, se determind la actividad AChE en los
sobrenadantes. Para descontar la interaccion no especifica de la enzima con
el gel, se calcularon los porcentajes de fijacion de la enzima a las lectinas, por
referencia a la actividad en el sobrenadante control (muestra incubada con el
gel sin lectina, Sepharose-4B). Los resultados muestran el promedio y des-
viacion estadndar de cinco experimentos.

Actividades AChE (unidades arbitrarias)

ciona con el grupo tiol libre del rest8CEl mismo efecto se
observa si la enzima se incuba con el agente alquilante de
tioles N-etilmaleimida (NEM) (Dolginovay col., 1992).

Las subunidades de los dimeros también se pueden diso-
ciar con guanidina 1.5 M, incluso en ausencia de quimicos
reductores. El agente desnaturalizante facilita el intercambio
de los enlaces disulfuro inter e intracatenarios con el grupo
tiol libre, lo que modifica el patrén de enlaces disulfuro de la
FIGURA 2. Transformaci6n de los dimeros de AChE en mondmeros por proteina, altera la estructura terciaria y debilita las interacciones
e e o intersubunitarias, lo que finalmente lleva a la formaci6n de
tato. Los extractos control (C), y los sometidos a reduccion y alquilacion (R- monomeros Inactivos.

A) se centrifugaron en gradientes con Triton X-100. Los marcadores de sedimen-
tacion fueron catalasa (11.4S) y fosfatasa alcalina (6.1S).

Fraccién

b) Interaccién de los dimeros y
monémeros de AChE con lectinas
electricus estos Ultimos se pueden convertir en monémeros
por la degradacién proteolitica seguida de un tratamiento réa secuencia del ADNc de la AChE de ratén muestra tres
ductor, o por calentamiento o congelacién. Por otro lado, lasitios potenciales de N-glicosilacién (Rachinsky y col., 1990).
especies diméricas de AChE del nacleo caudal de cerebtos oligosacéaridos de las moléculas de AChE se procesan
bovino no alteran su actividad cuando se separan los mongaso por paso, reflejando el transito de la enzima a través de
meros por alquilacién-reduccién (Massoulié y Bon, 1982). los distintos compartimientos celulares.

Se ha observado que, la formg @ AChE deTorpedo La glicosilacion de la AChE y de otras proteinas permite
pierde su actividad con reactivos de tioles. Esto se debe adae el polipéptido adquiera la estructura cuaternaria o tercia-
formacion de un complejo entre la AChE y el agente que reada idonea para su localizacion celular (Rotundo y col., 1989;
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FIGURA 4. Carécter glicosidico de los dimeros de AChE en eritrocito de FIGURA 5. Los mondmeros de AChE en eritrocito de ratén varian en la
raton. Se incub6 un ml de extracto con 0.5 ml de Sepharose-4B (control) o composicion de azlcares. La preparacion rica en monémeros (1 ml), se
con las lectinas inmovilizadas RCA- y WGA-agarosa en agitacion 16 h a 4°C. incub6 con 0.5 ml de Sepharose-4B (control) o con las lectinas RCA-, WGA-
La fraccion no ligada a RCA, se reincub6é con WGA-agarosa. Las moléculas agarosa, a 4°C en agitacion por 16 h. La fraccién no reconocida por RCA, se
no ligadas a las lectinas se identificaron por centrifugacion en gradientes de volvié a incubar con WGA-agarosa (WGA/RCA). En cada fraccion de gradiente
sacarosa con Brij-96. La actividad AChE se midi6 por el método de microplaca. se midi6 la actividad AChE por el método de microensayo.

Moral-Naranjo y col., 1999). La presencia de N-glicanos en la El uso de las lectinas inmovilizadas permitié conocer la natu-
estructura de las proteinas puede jugar un papel importamtdeza de los azUcares terminales de los oligosacaridos unidos
en la prevencién de la proteolisis del dominio extracelulagovalentemente a la AChE, al analizar la adsorcion de esta enzi-
porque se ha demostrado que la glicosilacion aumenta la estaa a las lectinas de concanalina-A, lenteja, germen de trigo y
bilidad dinamica de una proteina, mientras la variabilidad ericino.

las glicoformas aumenta su resistencia a la digestion por pro-La interaccion con lectinas revelé que la mayoria de los
teasas (Ruddy col., 1994). dimeros de eritrocito de ratdn se unieron a Con A (90-95%),
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LCA (90-95%) y WGA (70-75%), lo que indic6 que una fraccionraton (Cabezas-Herrera y col., 1994) con las lectinas WGA o
importante de los oligosacaridos ligados a la AChE contiendRCA son muy parecidos.
en sus extremos manosa, fucosa y NacGlc (o acido sialico) queCabe sefialar que en el mlsculo esquelético de ratdn se han
son los azlicares necesarios para la unién eficaz de lascontrado diferencias en la glicosilacion entre los monémeros
glicoproteinas a las lectinas Con A, LCA y WGA, respectivay oligémeros de AChE (Vidal, 1996).
mente. Parte de la AChE (25-30%) se fij6 a la lectina RCA (Figu- Con las fracciones enriquecidas en monémeros activos de
ra 3), demostrando que una pequefa fraccién de la AChE p®&ChE, se averigud si las dos subunidades que componen los
senta galactosa terminal o &cido sialico. dimeros poseian o no los mismos restos de oligosacéridos.
El porcentaje de dimeros de AChE con galactosa termin&los resultados revelaron que, como era previsible, todos los
es menor en los eritrocitos de raton que en los de humanos,ipanémeros se unian a Con-A (90-95%) y a LCA (85-90%). Sin
gue en éstos alrededor del 80% de la AChE se fija a RC&mbargo, la unién disminuyé con WGA (55-60%) y RCA (5-
(Vidal, 1996). Aquella fraccién de los dimeros que no fue recat0%) (Figura 3).
nocida por RCA, tampoco lo fue por WGA, hecho que qued6 Parece que la composicién de algunos oligosacaridos uni-
evidenciado en la interaccion secuencial con ambas lectindss a las isoformas de AChE en el mismo tejido de especies
(Figura 4). animales distintas es muy parecida, lo que lleva a admitir que
La elevada interaccion de la AChE con las lectinas LCA ya estructura de estos oligoglicanos se ha conservado a lo
WGA demuestra que la enzima de eritrocito de ratén contierlargo de la evolucién (Liao y col., 1991).
oligosacéaridos complejos, que se incorporan a la proteina aCuando se analiz6 la interaccidén secuencial con las lectinas
través de la ruta celular que conduce del lumen del reticuRCA y WGA, se observd que algunos monémeros no fueron
endoplasmico rugoso (RER) a la regién mas distal (trans) detconocidos ni por WGA, ni por RCA (Figura 5).
Complejo de Golgi. Estos resultados prueban que, aunque la asociacién de las
Como en el plasma de ratén hay mondmeros, dimerosspbunidades de AChE para formar los dimeros ocurre en el
tetrameros de AChE, se podria suponer que parte de IBER de las células precursoras de los eritrocitos (eritroblastos),
dimeros del plasma procedieran de los eritrocitos. En princies oligosacéaridos unidos a cada subunidad enzimatica se
pio, como tales dimeros nativos, las moléculas de AChE dptocesan en el Golgi siguiendo un patrén no uniforme. Por
eritrocito no pueden pasar al plasma porque son anfifilicosgsta razén, no todos los dimeros tienen la misma composicién
los del plasma completamente hidrofilicos (Garcia-Ayllén yde azlcares: la mayoria incorpora NacGlc o &cido sidlico, otros
col., 1999). carecen de esos azucares, algunos poseen galactosa y otros
Sin embargo, cabe la posibilidad de que una fraccién escastan desprovistos de NacGlc, acido sialico y galactosa. En
sa de los dimeros ligados a la membrana de los eritrocite®nsecuencia, a partir de la misma subunidad enziméatica se
pasen al plasma por la accién de la fosfolipasa C o por protegeneran distintas glicoformas (Figura 5).
sas plasmaticas. Los dimeros asi obtenidos se comportariarunque todos los dimeros de AChE sigan la misma ruta
como moléculas hidrofilicas, lo mismo que los del plasmahasta su destino final, tal vez las diferencias en los azlcares
Esta alternativa no se puede desechar, ya que los patronesdddas subunidades dependan de la accesibilidad de las glico-
interaccion de los dimeros de AChE de eritrocito o plasma d#ltransferasas del Golgi.
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MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS MECANISMOS REGULADORESDEL

PH intracelular (pHi) de linfocitos
humanos, por diversas guinasas

Laura A. de la Rosa** Mercedes R. Vietes™ y Luis M. Botana***

Las células eucariotas regulan su pHi mediante el funcionamiento de proteinas de membrana que actian como
transportadores idnicos, y cuya actividad puede estar a su vez sujeta a la regulacion por diversas sefiales de
transduccién, incluyendo procesos de fosforilacion por quinasas. En el presente trabajo hemos estudiado el efecto
de farmacos que modifican la actividad de 4 quinasas citosélicas de linfocitos humanos, sobre la actividad de los

transportadores iénicos implicados en la recuperacion del pHi tras una acidificacion intracelular.

INTRODUCCION cariotas (Noél, 1995). El intercambiador#t (NHE, de N&

H* Exchanger) utiliza el gradiente electroquimico del ioh Na
El pH intracelular, o citosdlico (pHi)es determinante para un generado por la bomba ATPasa dée/K§ para extraer Hilel
sinnamero de funciones celulares, ya que influye en la activéitosol celular, por lo que alcaliniza este ultimo. EI NHE es
dad de numerosas enzimas y canales idnicos asi como en ébsctroneutro, es decir, no modifica el potencial eléctrico de la
procesos de sintesis de ADN y ARN (Madshus, 1988). El pHhembrana plasmatica, ya que intercambia leXaacelular
es regulado activamente por todas las células eucariotas, [a® un H intracelular (Tse, 1993).
cuales mantienen una concentracion intracelular de iohes H En células de mamiferos, existen al menos 5 isoformas de
menor a la esperada segun el equilibrio electroquimico de d#HE. EI NHE1 se expresa en la mayoria de las células y es el
cho ion a ambos lados de la membrana plasmatica; ademaspeisicipal responsable de la regulacién del pH y volumen intra-
células deben contrarrestar el efecto acidificante derivado a@elulares (Noél, 1995). Esta isoforma es la mas sensible al diu-
las reacciones del metabolismo. Esta regulacién se consigréico amilorida, utilizado para inhibir de manera especifica a
basicamente mediante el funcionamiento de diversos tranes NHEs. La actividad de todos los intercambiadorefNa
portadores idnicos, que son proteinas de membrana que nes-dependiente de la concentracidn intracelular ¢ee-hcti-
vilizan iones H o HCQ, en contra de su gradiente electro-van cuando desciende el pHi) y se modifica en respuesta a
quimico, alcalinizando el citosol. Sin embargo, existen tamdiversos estimulos extracelulares, muchos de los cuales ac-
bién transportadores i6nicos cuya funcion es acidificar dlian a través de rutas intracelulares de transduccion que inci-
citosol celular. den en al menos una quinasa.

El intercambiador N@H* es una proteina transmembrana En linfocitos humanos se ha detectado la existencia del
gue transporta iones*if Na en sentidos opuestos, es decir,NHE1 (Siczkowski, 1994), que se activa en respuesta a
es un antiporte cuya funcidn celular principal es la regulaciémitdgenos y activadores de la PKC, sin embargo, esta activa-
del pHi. El intercambiador N&1* es el mecanismo de regula- ciébn no parece ser necesaria para la continuidad de la res-
cion del pHi mas estudiado, y se sabe que la proteina intgruesta celular (Grinstein, 1989).
cambiadora se expresa en la gran mayoria de las células eudtro grupo de importantes mecanismos reguladores del pHi

* El presente trabajo es parte de la tesis doctoral de Laura A. de la Rosa.
** Departamento de Ciencias Basicas, Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad Auténoma de Ciudad Juérez.
*** Departamento de Farmacologia, Universidad de Santiago de Compostela.

1 ABREVIATURAS: pHi: pH intracelular; NHE intercambiador sodio-protones; PKC: proteina-quinasa C; DIDS: 4,4-diisotiocianatoestilbeno-2,2’-
acidodisulfénico; SITS:4-acetamida-4’-isotiocianatoestilbeno-2,2"-acido disulfénico; PKA: proteina-quinasa dependiente de AMP ciclico; PTKs:
proteina-tirosina-quinasas; PI3-K: fosfatidil inositol 3-quinasa; BCECF-AM: [2',7’-bis(carboxietil)-5(6)-carboxifluoresceina éster acetoximetilo]; TPA
(forbol 12-miristato 13-acetato); ChC: cloruro de cheleritrina; H89 N-[2-(p-bromocinamilamino)etil]-5-isoquinolinosulfonamida.2HCI; HEPES:N-[2-
hidroxietilpiperazina-N"-[acido 2-etanosulfénico].
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esta representado por la familia de transportadores dg,HCQRosa, 1999). Por lo tanto, hemos decidido estudiar la impor-
que incluye a los intercambiadores/XCO, dependientes e tancia de las siguientes quinasas: PKC, PKA, PTKs y PI3-K;
independientes de Ng a los cotransportadores™Nd4CO,. A sobre la actividad de los mecanismos reguladores del pHi,
pesar de que el transporte de H@&S, como el intercambio Ma  dependientes e independientes de HQf@ este modelo ce-

H*, un fenébmeno comun a la mayoria de las células eucariotas]ldar, mediante el uso de la sonda fluorescente BCECF, sensi-
naturaleza de los transportadores de membrana que llevan a chlma la concentracion de iones H

este proceso varia en los diferentes tipos celulares.

Existen dos tipos de intercambiadoresHiTO,, el inter-  MATERIALY METODOS
cambiador CIHCO, independiente de Ngzo intercambiador
aniénico (AE, de Anion Exchanger), identificado y clonadoA) Reactivos y medios
por primera vez en eritrocitos de cordero, donde juega un
papel importante en el transporte de,Gel intercambiador  Para la purificacion de linfocitos se utilizo Ficoll-Hypatjde
CI/HCO, dependiente de Nacuya identidad molecular ha Pharmacia (Espafia). Para la determinacion del pHi se utilizo el
sido recientemente caracterizada (Romero, 2000). Ambos tirdicador fluorescente BCECF-AM, comprado a Molecular
pos de intercambio GHCO, han sido descritos en gran nd- Probes (Holanda).
mero de células animales, en las que participan en los mecaAmilorida, DIDS, nigericina, TPA y wortmanina se compra-
nismos de mantenimiento del pH, volumen y concentraciéron a Sigma (USA). ChC, genisteina, forskolina y H89, fueron
de Clintracelulares (Alper, 1994). Los intercambiadores aniéde Alexis (Suiza). Las demas sales y reactivos utilizados para
nicos utilizan el gradiente de-®@kcia el interior celular para la preparacion de los medios se compraron a diversas casas
extraer HCQ; por lo tanto, son los principales encargados deomerciales, siendo todos ellos de la mayor pureza existente.
acidificar el citosol. En cambio el intercambiadovi@CO, Para la purificacion de linfocitos se utilizé el siguiente me-
dependiente de Natiliza el gradiente de este Ultimo ion paradio: NaCl 125 mM, KCI 0.5 mM, MgGD.1 mM, glucosa 0.5
introducir HCQ y extraer Cl por lo que, al igual que los mMy TRIZMA base 14.5 mMy heparina 4 unidades/ml. El pH
NHES, alcaliniza el citosol celular. Ambos tipos de intercamse ajusté a 7.6 con HCI 1N.
biadores son electroneutros e inhibidos por los estilbenos Para los experimentos de regulacion del pHi se utilizaron
DIDSy SITS (Alper, 1994). medios con una composicién iénica modificada a partir de un

A diferencia de los intercambiadoresBCO; los cotrans-  medio base:
portadores NaHCQ," son electrogénicos e independientes Medio base tamponado con HEPES (sin HE®aCl 140
de Cl; sin embargo, al igual que los anteriores, son inhibibleeM, KCI 14 mM, MgC|, 1 mM, CaC] 1 mM, HEPES 10 mMy
por DIDS y SITS (Romero, 1999). Existen diversos cotransglucosa 10 mMMedio sin N&: el NaCl se reemplaz6 por cloru-
portadores NaHCO;,que funcionan como alcalinizadores o ro de colinaMedio con HCQ: NaCl 118 mM, NaHCQ22 mM,
acidificadores del citosol, dependiendo de su estequiometrilds demas componentes mantuvieron su concentradién.

La actividad de los intercambiadoredKCO," y de los co-  dio sin Nd, con HCQ: el NaCl se sustituyd con cloruro de
transportadores N&HCO, también puede ser modulada por colina y el NaHCQpor KHCQ,. Medio sin Ci (Gluconato)
diversas sefiales extracelulares, sin embargo, los mecanisntogdos los cloruros se reempaan por sales del acido glucénico,
de transduccion que pueden estar implicados en esta modutxcepto el MgC| que fue reemplazado por Mgs®edio sin
cién han sido poco estudiados. Cly sin Na (Manitol): el NaCl fue sustituido por manitol (el

En linfocitos de rata se ha descrito un intercambiadodoble de concentrado), el resto de los iones se conservaron
CITHCO, que participa en los procesos de regulacion del vdgual que en el medio con gluconato. Estos dos Ultimos medios
lumen celular (Grinstein, 1990). Sin embargo, hasta hace relafiieden contener o no HGMedio rico en K (utilizado para
vamente poco tiempo, los estudios realizados sobre regula-calibracion)y KCl 141 mM, MgC| 1 mM, CaCJ 1 mM, HEPES
cion del pHi en linfocitos humanos sélo habian tenido e20 mMy glucosa 10 mM.
cuenta al intercambiador NB&*, por lo que se llevaban a
cabo en medios que no contenian el ion HQWAs reciente-  B) Obtencion y purificacion de linfocitos humanos
mente, se ha observado que los transportadores dg HEO
células linfoides pueden estar implicados en algunas alterkes linfocitos fueron obtenidos de sangre de donantes sanos, a
ciones patoldgicas y procesos celulares fisioldgicos, como lzartir de bolsas de concentrado de células sanguineas (buffy

apoptosis (Redon,1994; Tepel, 1998; Tsao, 1996). coats), proporcionada por el Banco de Sangre de Galicia, a través
Nuestros estudios previos han sugerido la existencia de del Servicio de Hematologia del Hospital General de Lugo.
transportador de HCOdependiente de Ng un intercam- La purificacion se llevé a cabo mediante la técnica de cen-

biador anidnico (CIHCO;), que junto al intercambiador trifugacion a través de un gradiente de densidades utilizando
Na'/H* son los responsables de la regulacién del pHi en linfgpara ello Ficoll-Hypagufe de acuerdo al siguiente protocolo:
citos humanos de sangre periférica, y cuya actividad puedel. Diluir el concentrado celular en medio de purificacion 1
estar sujeta a modulacion por procesos de fosforilacion (De (dilucién 1:2).
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2. Desfibrinar mediante agitacién con bolas de vidrigpara fijar las longitudes de onda de excitaciéon y emision. Todos
(1 bola por ml de dilucién, 30 minutos). los experimentos fueron realizados a una temperature Ge 37

3. Eliminar el exceso de plaquetas del concentrado celulanediante un sistema de circulacion de agua.
mediante 3 lavados sucesivos, rediluyendo con medio de pu-Las células cargadas se colocaron en suspensién, en un vo-
rificacién (llevar 16 ml de sangre diluida hasta 25) y centrilumen final de 1 ml, en una microcubeta de cuarzo de 1,5 ml de

fugando a baja velocidad (300 g, 20 minutos). capacidady la medicion de la fluorescencia del BCECF se reali-
4. Colocar cuidadosamente 4 ml de sangre (dilucidn origiz6 a longitudes de onda de 490 y 440 nm de excitaciéon y 530 nm
nal 1:2) sobre 2.5 6 3 ml de Ficoll comercial. de emisioén con ancho de banda de 5 nm, en un modo de doble

5. Centrifugar a temperatura ambiente, 40 minutos a 1000 gxcitacion. La adicion de los farmacos se realizé con pipeta, a
6. Retirar y desechar el sobrenadante, que contiene plastnavés de un orificio colocado directamente sobre la cubeta.
y plaquetas. Conservar la capa de células que se ha deposRara los experimentos realizados en un medio con_H&O
do sobre el reactivo de separacion, ya que ésta contiene logecto CQal 5% al interior de la camara de medicion.
linfocitos purificados. Desechar el pellet, que contiene eritro-
citos y granulocitos que lograron atravesar la capa de Ficol) Acidificacion citosdlica por preincubacion con NH
7. Lavar los linfocitos 2 veces, con medio de purificacion
con heparina, centrifugando a 700 g durante 8 minutos.  Para activar de manera mas eficiente a los transportadores
Las células purificadas se contaron mediante un contad@micos reguladores del pHi, se llevé a cabo una acidificacién
de células sanguineas modelo System 9000 Coulter Countetracelular mediante la técnica de preincubacién con una sal
(Menarini Diagnostico Spain). Mediante ambos protocolosamonica. Para ello, se preincubaron las células cqENg9
la pureza media de los linfocitos fue siempre superior al 70%nM, al mismo tiempo que se llevaba a cabo la carga del indica-
dor, de modo que al comenzar el registro de fluorescencia, el
C) Determinacion de la concentracion intracelular de NH,* habia sido retirado del medio extracelular, por lo que las
iones H (pHi), mediante el uso de indicadores fluorescentesélulas presentaron un pHi inferior al basal (De la Rosa, 1999).
Esta técnica consiste en que el 8Hen disolucion da lugar
El pH citosdlico se determind mediante el uso del indicadoa NH,, que es altamente permeable a la membrana celular, por lo
fluorescente BCECF-AM, el cual es permeable a la membrartpe la atraviesa, hasta alcanzar el equilibrio; y actia como una
celular. Una vez dentro de la célula, el BCECF-AM es hidrobase débil, alcalinizando el citosol al combinarse con los iones
lizado por las esterasas citosoélicas, generando BCECF libiid libres, mientras que el NF4enetra méas lentamente, produ-
cuya fluorescencia es sensible a la concentracion geuta  ciendo una ligera recuperacion del pHi. Por otro lado, cuando el
longitud de onda de excitacion de 490 nm, y de emision de 53@H ,Cl es retirado del medio extracelular, el Nitfracelular sal-
nm (la intensidad aumenta al aumentar el pH, es decir, al disntlra rapidamente de la célula, liberando protones que sumados
nuir la concentracion de'l Para determinar el pHi sin interfe- a los que produjo la entrada de Nifa la recuperacion activa
rencia del nimero de células, pérdida o diferencia de carga dkdl pHi, producira una acidificacién citoplasmatica.
indicador, es importante el uso de un cociente de intensidades
de fluorescencia, en lugar de una Unica intensidad. Por lo tant€), Analisis estadistico
también se midio la fluorescencia del BCECF a una longitud de
onda de excitacion de 440 nmy de emision a 530 nm, la cual €sdos los experimentos se realizaron al menos tres veces por
insensible a la variacion del pH (punto isosbéstico). El pHi sduplicado. Los resultados estan expresados como media + SEM
calcul6 a partir del cociente de intensidades de emisién a 580ueron analizadopor una prueba T de student para datos
nm, a las longitudes de onda de excitacién: 490/440, mediandependientes, tomando como significativo un valor de P< 0.05.
una recta de calibrado generada cada dia de experimento.
Para cargar el indicador, entre 1y 2 millones de células fuer@ESULTADOS Y DISCUSION
incubadas en il durante 20 minutos, a 3C con 1 uM de
BCECF-AM. A continuacion fueron lavadas dos veces corDe acuerdo a los resultados obtenidos en estudios previos
medio frio y centrifugadas a 1000 g durante 3 minuté€al®m  llevados a cabo en nuestro laboratorio, los linfocitos poseen
calibracion se realizé mediante la exposicion de las células cates transportadores implicados en la recuperacion del pHi
gadas, en un medio rico en on nigericina 56iM y ajustado  después de una acidificacion: un intercambiadofHNaue,
a diferentes valores de pH extracelular (pHo) (Thomas, 1979ken un medio sin HCQes el Gnico mecanismo alcalinizador, y
un transportador de HGQlependiente de Ngue podria ser
D) Medidas de fluorescencia un cotransportador electrogenico*N4CO,, pero que, por
no poder comprobar su identidad denominaremos simplemente
La fluorescencia de las células cargadas con BCECF se midi@nsportador de HCO(De la Rosa, 1999). En presencia de
en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-5000 que utiliza comdCO,” extracelular, ambos mecanismos contribuyen de mane-
fuente de luz una lampara de xendn de 150 W y monocromadoresequivalente a la recuperacion del pHi después de una acidi-
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FIGURA 1. Efecto de la activacién e inhibicion de la PKC sobre la recupe- FIGURA 2. Efecto de la activacion e inhibicién de la PKA sobre la re-
racion del pHi después de una acidificacion citosélica en linfécitos huma- cuperacién del pHi después de una acidificacion citosélica en linfocitos
nos. A) En un medio sin HCO,- B) En un medio con CO,/HCO,- y amilorida humanos. A) En un medio sin HCO,” B) En un medio con CO,/HCO, y
200 mM. Promedio + SEM de tres experimentos. amilorida 200 mM. Promedio + SEM de 4 experimentos.

ficacién citosolica; sin embargo, la utilizacion del inhibidor En esta figura se puede observar que la actividad de la PKC
amilorida, especifico para el intercambiadot/Ng permite  es importante para determinar la actividad del intercambiador
registrar la alcalinizacion intracelular dada, exclusivamentelNa'/H*, pero no del transportador de HC(@raficas Ay B,
por la actividad del transportador de HCO respectivamente). La estimulacion de la PKC estimula a su vez
Considerando lo anterior, en la figura 1 se muestra el efecta actividad del intercambiador ME*, mientras que su inhi-
de la estimulacion e inhibicion de la PKC sobre la recuperacidpicion reduce ligeramente la actividad del mismo, indicando
del pHi de células acidificadas mediante la técnica de preimue, cierto nivel basal de actividad de la PKC podria ser nece-
cubacion con NH. En la Figura 1A, se observa la recuperaciorsario para garantizar una estimulacion maxima del intercam-
dependiente de la actividad del intercambiaddfHNgen un  biador N&/H* en respuesta a una acidificacién intracelular.
medio sin HCQ) y en la Figura 1B, la dependiente del transporEsta observacion tiene sentido, ya que la proteina responsa-
tador de HCQ (en un medio con HCOy amilorida). La  ble del intercambio NéH* esta fosforilada en su estado basal,
estimulacion de la PKC se consiguié mediante la adicion deln sitios susceptibles de ser diana de la PKC.
éster de forbol TPA (100 ng/ml) a la cubeta de medicion justo En la Figura 2, se muestra el mismo tipo de experimento,
antes de comenzar el experimento. Por su parte, el cloruro gara analizar el efecto de la PKA. Los farmacos forskolina y H-
cheleritrina (ChC M) se utilizé para inhibir a la quinasa para 89 se utilizaron para estimular e inhibir, respectivamente, a la
lo cual fue necesario una preincubacién de 10 minutos, al miguinasa (10 minutos de preincubacion a 37° C). En esta figura
mo tiempo que se realizaba la carga del indicador fluorescent® observa que, a diferencia de la PKC, la PKA modula la
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actividad de ambos transportadores. Otra diferencia importah-
te entre ambas quinasas es que, mientras que la estimulagién
de la PKC tiene un efecto positivo sobre la actividad del in- 7.3 -
tercambiador N'@H*, la estimulacion de la PKA inhibe la acti-
vidad de ambos transportadores involucrados en la alcp- -, |
linizacion citosélica. Asimismo, la inhibicién de la actividad Iwwi
basal de la PKA con H-89 estimula la recuperacion del pHi, illm
después de una acidificacion, dada por el intercambiadbr N 717 lll
H*y por el transportador de HGO

Laregulacion de la actividad del intercambiadoNapor
PKC y PKA es un tema que ha sido bastante estudiado.
sabe que la PKC estimula la actividad del intercambiador €
numerosos modelos celulares (Alfonso, 1994; Ozaki, 1990
mediante un incremento de la afinidad del mismo, por fos H 6.8 -
intracelulares (Grinstein, 1985b, Paris, 1984), que produce uha T T T T T 1
activacion del intercambiador a valores de pHi a los que nof 0 200 400 600 800 1000
malmente estaria en reposo. Por tanto, la estimulacién de la Tiempo (s)
PKC puede activar al intercambiador’¥# a un valor de pHi B
basal. EI mecanismo por el cual la PKC modifica la afinidad de
intercambiador N#H* por los iones Hpuede ser a través de Ty —8 ool
fosforilacién directa de la proteina intercambiadora (Grinstein, '
1986). Otros autores observaron que no todas las isoformias
del intercambiador N&H* pueden ser activadas por PKC, 7.1 1
solamente los NHE 1y 2 tienen esta propiedad, mientras que
el NHES3 es inhibido por la PKC (Kandasamy, 1995). 7 -

De manera similar, los mismos autores encontraron que|la (LL&Q;
estimulacion de la PKA tiene un efecto positivo sobre la acti- £
vidad de las isoformas NHE1 y NHE2 y un efecto negativo
sobre la actividad del NHE3 (Kandasamy, 1995). Por su parte, &Léi
Azarani y sus colaboradores observaron que el NHE1 natiyo 68 ]
de osteoblastos de la linea celular UMR-106 se activa en res-

@ Control A
O Genisteina 10mM

e
=
=
=
=
=
—

=

6.9 A

puesta a estimulos externos, a través de la ruta del AMRc/ ®"1__ i i i i .
PKA. Sin embargo, otros estudios han observado un efedto 0 200 400 600 800 1000
inhibitorio o una falta de efecto de la PKA sobre la actividad Tiempo (s)

&)

del NHEL1 (Levine, 1993; Schulte, 1999). Ademas, la isoform . _ -

NHEL del intercambiador Net" no posee sitios que puedan | FISURA 7 Seco e e it e aunass te trosha sone e fet

ser fosforilados por PKA (Noél, 1995), por lo que el mecanis- humanos. A) En un medio sin HCO, B) En un medio con CO/HCO, y

mo mediante el cual esta quinasa interact(ia con el transportemilorida 200 mM. Promedio + SEM de 4 experimentos.

dor tiene que ser indirecto.
Nuestros resultados indican un efecto positivo de la PKC sepresentantes de la familia de transportadores de;H&®

negativo de la PKA sobre la actividad del intercambiadoguinasas de proteina u otras rutas de transduccién. Algunos

Na'/H* de linfocitos humanos (seguramente la isoformastudios han demostrado una estimulacion de la actividad del

NHE1). Queda pues confirmada, una vez mas, la estrecha refiatercambiador HCO, dependiente de Npor factores de

cion gque existe entre el intercambiador/Nay la PKC, asi  crecimiento (Ganz, 1989), aunque se desconocen las rutas de

como la falta de uniformidad en el efecto de la PKA. De hecharansduccion que puedan estar implicadas.

se considera que la regulacién del NHE1 por PKA es total- También se ha descrito que la actividad del cotransportador

mente dependiente del modelo celular estudiado (Noél, 1998)a"-HCO, puede ser modulada por la ruta del AMPc/PKA

e incluso, en algunos casos, de la técnica de estudio empléRomero, 1999). Este transportador puede ser estimulado por

da (células en suspension vs células adheridas) (Azarani, 1998)a elevacion del AMPc en células de higado y pancreas
Por otro lado, nuestros resultados también indican que @Alvaro, 1995; Ishiguro, 1996) mientras que, en células rena-

transportador de HCCes independiente de la actividad de lales, la PKA inhibe el cotransporte NedlCO, (Bernardo, 1995;

PKC, e inhibido, al igual que el intercambiadorMiaporla  Ruiz, 1992). En células de epitelio biliar, la PKA, pero no la

PKA. Como hemos dicho antes, existen pocos estudios relBKC, esta involucrada en la ruta de transduccion que produce

cionados con la modulacion de la actividad de los diversaactivacion del intercambiador G1CO; independiente de Na
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te de la PKA, de los transportadores reguladores del pHi.
® Control A Otras quinasas clave en los mecanismos reguladores y
73 q O GenisteinalomM sefializadores de linfocitos humanos, son las quinasas de
tirosina (PTKs) y la Pl 3-quinasa. En las Figuras 3y 4, se puede
75 W observar el efecto que la inhibicién de PTK con genisteinay de
i P1 3-K con wortmanina (30 minutos de preincubacion), tiene
iuu sobre la recuperacion del pHi dependiente de la actividad del
7 l &m& intercambiador N@H* y del transportador de HGQlepen-
LMLL diente de Na
En ambas figuras se observa que la inhibicidon de estas
quinasas produce a su vez una inhibicién de la recuperacion
del pHi tanto en un medio sin HG@omo en uno con HCO
y amilorida. Esto indica que alguna PTK, asi como la Pl 3-K
6.8 - son de algin modo necesarias para la activacion, por medio
T T T T T 1 de una acidificacion citosélica, de los transportadores ibnicos
0 200 400 600 800 1000 involucrados en la alcalinizacién celular. Es poco probable
Tiempo (s) que cualquiera de los dos transportadores ionicos sea diana
de PTK o PI 3-K, aunque el cotransportadot-N&O, po-
—e— Control B dria poseer uno o dos sitios susceptibles de fosforilacién
7.2 9 —O Genisteina 10mM por PTK (Romero, 1999). Por otro lado, la Pl 3-K presenta
actividad quinasa sobre proteinas, sin embargo, ésta parece
7.1 estar restringida a un proceso de autorregulacion de la pro-
pia enzima (Shepherd, 1996). Por tanto, el efecto de PTKs y

7 M P1 3-K sobre la actividad de los transportadores i6nicos debe
iwé&% ser indirecto.

pHi
~
ot =

Algunos estudios han demostrado que Pl 3-K (Ma, 1994) y

-
[=% i . . ;.
6.9 PTKs (Fukushima, 1996; Kobayashi, 2000) estan involucradas
en la activacién del intercambiador NHE1 por diversos esti-
6.8 - T mulos extracelulares, asi como por choque osmotico (Grinstein,
1985a). Sin embargo, en nuestros resultados hemos observa-
6.7 do que estas quinasas también pueden modificar la actividad
T T T T T L} . . 7 - . . pe .,
0 200 400 600 800 1000 _del |ntercamb|ador' cuando éste es actlvadq por aC|d|f|ca_C|0n
intracelular; ademas, su efecto no es especifico sobre el inter-
Tiempo (s) cambiador N&H*, sino que inhiben por igual al transporta-
dor de HCQ.
FIGURA 4. Efecto de la inhibicién de la Pl 3-quinasa sobre la recupera- Un mecanismo por el cual la inhibiciéon de la PI 3-quinasa
cion del pHi después de una acidificacion citosdlica en linfocitos huma- ) L X .
nos. A) En un medio sin HCO, B) En un medio con CO,/HCO, y amilorida puede reducir la actividad de la isoforma NHE3 del inter-
200 mM. Promedio + SEM de 3 experimentos. cambiador N&H*, independientemente de estimulos extrace-

lulares, es mediante la inhibicién de la exocitosis de las protei-
en respuesta a un estimulo secretor (Alvaro, 1997). Por tms intercambiadoras, que normalmente son endocitadas y
tanto, nuestros resultados representan una importante apluego recicladas a la membrana plasmética (Kurashima, 1998).
tacion al conocimiento sobre la regulaciéon de los transport&ste mecanismo bien podria explicar los resultados aqui des-
dores de HCQ, al describir la existencia de un transportadorcritos, ya que se sabe que la Pl 3-K esta estrechamente rela-
de HCQ, presente en la membrana de linfocitos humanosionada con las PTK, de hecho, se ha propuesto que la
gue es inhibible por PKA e insensible a PKC. isoformab del intercambiador N&H*, nativa de eritrocitos de

El efecto negativo de la activacion de la PKA sobre la actitrucha (Guizouarn, 1995), asi como la isoforma 1 de la linea
vidad de ambos mecanismos responsables de la recuperacdiétular epitelial Caco-2 (Watson, 1992) pueden ser regulados
del pHi después de una acidificacién es también congruenteediante un proceso de reciclado entre la membrana plasmatica
con el efecto inhibitorio que esta quinasa tiene sobre diveyvesiculas endociticas, similar al descrito para el NHE3. Por
sos procesos celulares como la proliferacién celular, sefila tanto, es posible que la interaccién de Pl 3-K 'y PTKs con
intracelular de C4 o polimerizacion de actina en linfocitos elementos del citoesqueleto (responsable de los procesos de
humanos (Selliah, 1995; van Tits, 1991). Sin embargo, nueséfico vesicular), que a su vez interaccionen con los trans-
tros resultados no permiten describir adecuadamente los ngsrtadores i6nicos, sea la causa del efecto inhibitorio aqui
canismos o laimportancia fisiolégica de la inhibicién, por parebservado.
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En conclusion, los resultados aqui presentados muestr@rinstein, S., Cohen, S., Goetz, J. D. y Rothstein, A. (1985).
gue el intercambiador N&* de linfocitos humanos es esti- “Osmotic and phorbol ester-induced activation of Na+/H
mulado por PKC e inhibido por PKA; mientras que el trans-  exchange. Possible role of protein phosphorylation in lym-
portador de HCQ dependiente de Nas independiente de phocyte volume regulationd. Cell. Biol, 101, 269-276.

PKC pero inhibido por PKA. Asimismo, la inhibicién de PTKs Grinstein, S., Cohen, S., Goetz, J. D., Rothstein, A. y Gelfand,

y:l 3-qu(;nasa Inhltpend ambos mecarjégfr.nos.tegulltadcf)lr_es de E. W. (1985). “Characterization of the activation of Na+/
pHi cuando son activados por una acidificacion citosolica. H+ exchange in lymphocytes by phorbol esters: change

in cytoplasmic pH dependence of the antipoRfoc.
Natl. Acad. Sci. US/82, 1429-1433.
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COMPARACION DE LOS NIVELES DE COLESTEROLY TRIGLICERIDOSSERICOSEN

Individuos con curva de glucosa
oral alterada y diabéticos

Rosa Maria Lopez Duran, Alma Guadalupe Arellano Meneses y Gloria Ruiz Guzman™

La diabetesmellitus es la alteracion metabdlica mas frecuente tanto en el &mbito mundial como nacional. Se ha
observado que los sujetos diabéticos presentan alteraciones en los niveles de lipidos sanguineos, las cuales, unidas a
los altos niveles de glucosa en sangre, se asocian con un mayor riesgo cardiovascular. Se ha considerado que la
intolerancia a la glucosa esta asociada con alteraciones en los lipidos sanguineos. El objetivo de este trabajo fue

determinar si los individuos con intolerancia a la glucosa presentan niveles alterados de lipidos en comparacion con
sujetos normales y diabéticos. Se realizaron mediciones séricas de colesterol, triglicéridos, HDL-C y LDL-C en 131

individuos y se determiné si eran normales, intolerantes o diabéticos. El 48% de la poblacion fue normal, 37% presen-
t6 intolerancia a la glucosa y el 15% fueron diabéticos. El 44% presenté uno o mas valores de lipidos alterados. Al

comparar los grupos, se encontré que no existen diferencias en la frecuencia de alteraciones en los niveles de

colesterol, pero si en los de triglicéridos, que son mas frecuentes en los diabéticos, y en el HDL-C, que se encuentra

alterado tanto en los diabéticos como en los intolerantes. Lo que indica que estos Ultimos se encuentran en un estado
metabdlico diferente al de los otros dos grupos y hace evidente la necesidad del diagnéstico y tratamiento oportuno

para retrasar el desarrollo de la diabetagellitusy reducir los riesgos que estas alteraciones conllevan.

INTRODUCCION te, o bien, puede ser inducido por drogas, infecciones o
respuestas autoinmunes. En pacientes con diaielbtis
Los organismos tienden a regular su metabolismo cuando seurren anomalias en el metabolismo de carbohidratos,
da una variacion en las entradas y salidas de materia y enpidos y proteinas, que se asocian a un aumento excesivo
gia. La entrada es esporadica (ingestion) y la salida es condiel contenido de glucosa en sangre (hiperglucemia), la cual
nua (metabolismo basal, termogénesis, trabajo fisico), ests el resultado de ciertas fallas en la secrecién y/o accion de
hace necesario almacenar parte de la energia en forma ldensulina.
carbohidratos, lipidos y proteinas. La regulacion de estas ren esto Gltimo estan involucrados diversos procesos pa-
servas constituye el denominado balance energético (Pal@génicos como la destruccién de las céluldsl pancreas
ciosy col., 1996). Para lograr un éptimo balance energético, pbr respuesta autoinmune, provocando una inadecuada se-
organismo emplea los niveles de los carbohidratos y los lipérecion de la insulina, o bien, alteraciones en los receptores
dos a través del metabolismo intermediario en el que estdnperficiales especificos para la hormona que estan presen-
implicados sistemas enzimaticos que estan regulados fines en 6rganos blancos en los que se produce una resisten-
mente por accién hormonal. La alteracion en el balance enaria a la accion de la misma. Cabe mencionar, que ambas alte-
gético puede traer consigo distintas patologias, entre ellas,r&ciones pueden ocurrir en un individuo, aunque no se ha
diabetesmellitus determinado si es la causa primaria del exceso de la glucosa
Dicho padecimiento puede estar determinado genéticamean lasangre.
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1A. CLASIFICACION DE LA DIABETESMELLITUS rias, infartos y padecimientos vasculares periféricos, en rela-
cion con la poblacion no diabética. Esto en parte, relacionado
Para conseguir un manejo clinico adecuado de los pacientan dislipidemias e hipertension (Haffner, 1998). Igualmente,
diabéticos, es un requisito indispensable el uso de un sistef@amayoria de los sujetos estdn obesos. La obesidad por si
de clasificacion que permita identificar y diferenciar sus dismisma causa algin grado de resistencia a la insulina. Los
tintas formas y estadios. La mas reciente clasificacién de faacientes que no estdn obesos por el criterio tradicional de
diabetes considera la existencia de cuatro grupos principalggso, muestran la grasa corporal distribuida predominante-
mente en la region abdominal (Howard, 1987).
I. Diabetes tipo 1 (la destruccion de célllasnlleva a
una deficiencia total en insulina). 1C) FACTORES DE RIESGO PARA
II. Diabetes tipo 2 (incluye desde un amplio intervalo de [®DESARROLLAR DIABETESMELLITUSTIPO 2
resistencia a la insulina asociada con una deficiencia
relativa en insulina, hasta un defecto predominante eba correlacion de un factor de riesgo y el desarrollo de la diabe-
la secrecion relacionado con la resistencia a la insulinales nunca es del 100%. No obstante, la probabilidad con la que
[Il. Otros tipos especificos (defectos genéticos en la furun individuo desarrollard este padecimiento depende de los
cion de las célulds defectos genéticos en la accion defactores de riesgo a los que esté expuesto. En una poblacién
la insulina). abierta, cuando el muestreo se realiza al azar, la probabilidad de
IV. Diabeteamellitusgestacional. identificar a un individuo asintomatico es muy baja, y es con-
traria en grupos de riesgo.

Un punto importante a tomar en cuenta en los pacientesLas probabilidades de padecer diabetes aumentan con: la
diabéticos, es el comportamiento del nivel de hiperglucemiadad, la obesidad, la falta de actividad fisica, hipertension o
durante el transcurso de la enfermedad. En cada uno de krsomalias en el metabolismo de lipidos, y varia en subgrupos
tipos de diabetes, se observan requerimientos especificos émicos. La genética de esta forma de diabetes es compleja 'y
insulina para lograr un idéneo control glucémico. En algunoso esta completamente definida. Sin embargo, los informes
individuos diabéticos se observa una reduccion de peso canuestran que existe una mayor predisposicién genética que
poral, ejercicio, y/o agentes hipoglucemiantes, no siendo irpara la diabetesellitustipo 1.
dispensable el uso de insulina. Otros pacientes tienen una
secrecion marginal de insulina y requieren de la administratD) LA DIABETES EN NUESTRO PAIS
cion exdgena, mientras que en aquellos en los que ha habidd. A RELEVANCIA DE SU ESTUDIO
muerte masiva de célulapancreaticas, es necesaria la admi-

nistracion de insulina para su supervivencia. La diabetesnellituses la alteracién metabdlica mas frecuente

en el mundo con una prevalencia entre 1% y 5%. En México, la
1B. LOS SINTOMAS Y RASGOS CLINICOS prevalencia e incidencia se encuentra entre las mas altas del
CARACTERISTICOS EN PACIENTES mundo. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Enfermedades
CON DIABETESMELLITUSTIPO 2 Cronicas, la prevalencia de la diabateallitus no insulino-

dependiente (DM TIPO 2) es de 8.2% en sujetos mexicanos con

Esta forma de diabetes, previamente denominada como dialestades de entre 20 y &Bos (Comitté Report, 2000).
tes no insulinodependiente o diabetes del adulto, se usa par®ebido a las caracteristicas de la enfermedad, las repercu-
describir el padecimiento de individuos que presentan resisiones sociales y econémicas para el pais son enormes. Las
tencia a la insulina. La hiperglucemia podria deberse a womplicaciones crénicas de la enfermedad pueden incapaci-
aumento contenido de insulina, que podria estar asociaddax al paciente para continuar siendo un sujeto productivo.
una funcionalidad normal de las célutas\unque la secre- Por otro lado, la presencia comun de diahetglfituse hiper-
cion de insulina podria ser defectuosa e insuficiente para cortensién acelera el proceso ateroesclerético. Existen otros fac-
pensar la resistencia a la misma. tores implicados en este proceso, bien podriamos mencionar:

Esta variedad de diabetes frecuentemente se mantiene siteracion del metabolismo de las grasas, sobrepeso, hiperin-
diagnosticarse por muchos afos, debido a que la hiperglucemsialinismo e insulino-resistencia, asi como cambios en la agre-
se desarrolla gradualmente, razén por la cual en los primergacion plaquetaria y la coagulaciéon de la sangre.
estadios no llega a ser severa para alarmar al paciente cortn las personas con diabetes, la prevencién de estas com-
algun sintoma tradicional de este padecimiento. La hiperglylicaciones se puede lograr con la disminucion de cifras altas
cemia esta asociada con dafios a largo plazo, disfunciéndg glucosa sanguinea a niveles cercanos a lo normal y con la
falla en varios 6rganos, especialmente los 0jos, rifiones, narermalizacién de las grasas sanguineas (colesterol y trigli-
Vios, corazon y vasos sanguineos. céridos). Cada uno de estos cambios significa un factor de

En los individuos con diabetes tipo 2 se ha observado quiesgo independiente para la generacion de una cardiopatia
muestran predisposicidn para padecer enfermedades corooaronaria en los no diabéticos (Garner, 1998).
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La incidencia de cardiopatia ateroesclerosa (CAE) se rela- presentaron sintomas de diabetes y confirmados por es-
ciona directamente con las concentraciones sanguineas de tudios de laboratorio.
colesterol total y del colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (C-LDL) e inversamente con los valores del colesterol A los pacientes que no presentaron sintomas de diabetes,
de las lipoproteinas de alta densidad (C-HDL). La relacién deero desconocian si tenian intolerancia a la glucosa, se les
la hipertrigliceridemia con la CAE parece deberse a la asocieealizé una prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG). Esta
cion de la elevacién de los triglicéridos con valores bajos degrueba consta de los siguientes pasos:

C-HDL y con formas aterégenas de las lipoproteinas de bajh. Se les pidié llevar a cabo una dieta rica en carbohidratos
densidad (LDL) (Posadas, 1995). tres dias antes de realizar la prueba (300 g adicionales al
El andlisis de la situacién de salud en México muestra evi- dia) y presentarse con un ayuno de entre 10y 12 horas.
dencias de la necesidad de conocer la distribucién y frecue2- Se registraron los siguientes datos: Personales (nombre,

cia de las alteraciones lipoproteicas en la poblacion. Las prin- direccion, teléfono y ocupacién), edad, sexo, peso, talla,
cipales enfermedades causantes de muerte en la poblaciérdidmetro de la cinturay la cadera, tension arterial y, en caso
mexicana han tenido modificaciones en el curso del presente de haberse sometido a una prueba de tolerancia oral a la
siglo. En 1922 la proporcién de defunciones por enfermeda- glucosa con anterioridad, el tipo de curva obtenido. Con
des infecciosas y parasitarias fue de 32.4%, para 1930 selos datos de peso y talla se obtuvo el indice de masa corpo-
increment6 a 47% y a partir de ese afo se inici6é su descensoyal o indice de Quetelet, por medio de la formula:

para ser de 11.6% en 1990. Por el contrario, las proporciones

en el caso de enfermedades crénicodegenerativas fueron de peso
3.3%, 4%y 46.1% para los mismos afios. En la actualidad, una IMC = >
de cada dos defunciones es por padecimientos crénicode- talla m

generativos. Mas aun, en 1993, las enfermedades del corazén,

la diabetesnellitusy la enfermedad vascular cerebral, todas3. Se tomd una muestra de sangre capilar por puncién dactilar,
ellas estrechamente relacionadas con el metabolismo lipopro- previa asepsia y antisepsia de la zona.

teico, ocuparon el segundo, cuarto y quinto lugar, respectivat. Se determiné el nivel de glucosa en sangre completa me-
mente, como principales causas de mortalidad (Posadas, 1995)diante un método electroquimico (Precision QID de

Por el momento, la diabetellituses incurable. Sin em- Medisense Abbot, México), para tiras reactivas de gluco-

bargo, puede ser controlada mediante dieta, ejercicio y medi- sa-oxidasa (Precision plus electrodes, Medisense Abbot,
camentos, esto estd encaminado a lograr un mejoramiento enviéxico).

la calidad de vida por medio de la desaparicién de los sintds. Cuando el valor de glucosa fue mayor de 124 mg/dL, no se
mas, la prevencion de las complicaciones y la reduccion de larealizé la PTOG, ya que este valor es diagnéstico de diabe-
mortalidad (Arellano, 1999). tes. En este caso se pidid a los sujetos regresaran poste-

El objetivo del presente estudio fue determinar los niveles riormente para hacer el diagnéstico definitivo.

de triglicéridos, colesterol y lipoproteinas de alta y baja densié. Aquellos que presentaron valores normales, se canalizaron
dad en el suero de pacientes que presenten curva de toleranpor medio de puncion de la vena basilica, previa asepsia y
cia oral a la glucosa alterada en comparacién con los nivelesantisepsia y se incorporé un equipo de vendclisis con una
determinados en individuos diabéticos y sujetos normales. llave de tres vias (Marca), por medio de la cual se extrajo la
muestra sanguinea. La via permeable se mantuvo con una
MATERIALES Y METODOS soluciodn fisiolégica isoténica de cloruro de sodio al 0.9%
(Abbot, México) a razén de 20 gotas por minuto.
Se eligié una muestra aleatoria de individuos, los cuales sé A través de la llave de tres vias y con ayuda de una jeringa
clasificaron en normales, alterados y diabéticos, de acuerdo estéril, se tomaron aproximadamente 10 ml de sangre, la
con los siguientes criterios: cual se centrifugd a 1500 rpm para separar el suero, el cual
se utilizé para determinar los niveles de lipidos.

a) Normales: Individuos sin sintomas y signos de diabete8. Se administré una carga oral de 75 g de glucosa para con-
mellitus con o sin antecedentes familiares de la enferme- sumo humano de alto grado de pureza, disuelta en 250 ml
dad, con valores de glucosa en ayuno menores de 110de agua.
mg/dL y que no presentaron valores alterados en unf. Se determind la glucemia a los 30, 60, 90 y 120 min.
prueba de tolerancia oral a la glucosa. 10. Las curvas obtenidas fueron clasificadas de acuerdo con

b) Alterados: Sujetos sin sintomas y signos de diabetes, los criterios sugeridos por la American Diabetes Association
con o sin antecedentes familiares, con valores de gluco- (ADA).
sa en ayuno menores de 110 mg/dL, pero con valoresA los sujetos diabéticos y hormales se les tom6 una mues-
anormales de glucosa en una prueba de tolerancia oralra de sangre venosa en ayunas de aproximadamente 10 ml

c¢) Diabéticos: Individuos previamente diagnosticados queon una jeringa estéril, posteriormente se realizaron medicio-
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nes de glucosa en sangre completa de la forma descrita anded (HDL) se encuentran en el sobrenadante cuyo contenido
riormente. de colesterol se cuantificé espectrofotométricamente mediante
La sangre se centrifug6 a 1500 rpm para separar el suertag siguientes reacciones:

en él se determinaron los niveles de colesterol, triglicéridos y

de lipoproteinas de alta y baja densidad, por medio de los

siguientes métodos: Colesterol esterificado cColesterol esterasa Colesterol
+H,0 —»  +Ac. Graso

a) Colesterol
Colesterol + % Q) Colesterol oxidasa  Colesterol +,8,

La cantidad de colesterol en la muestra, tanto libre como esterifi- ~ Peroxidasa

cado, se determiné por espectrofotometria, gracias a la forma-

cion de un compuesto coloreado que se forma después de @nid,0, +4- Aminoantipirina Peroxidasa Quinonaimina
serie de reacciones, las cuales se muestran a continuacion: + DCFS +4H
Colesterol Para llevarse a cabo estas reacciones se emplearon dos reac-
. Col. esterasa < . .
esterificado +HO ——————3p  Colesterol +Acido grasotivos que contenian:
Col. Oxid * Reactivo A (50 mL).
Colesterol + ¥ wa Colestenona i * Fosfatos 35 mmol/L, colesterol esterasa > 0.2 U/mL,

colesterol oxidasa > 0.1 U/mL, peroxidasa > 1 U/mL, 4-

2 HO, + 4-Aminoantipirina —-2r19358  ojinonaimina  aminoantipirina 0.5 mmol/L, colato sédico 0.5 mmol/L,
+ Fenol +489 diclorofenol-sulfonato 4 mmol/L, pH 7.0.
« Reactivo B (50 mL)

Para realizar estas reacciones se emplea un reactivo que Fosfotungstato 0.4 mmol/L, cloruro de magnesio 20 mmol/L.
contiene: Pipes 35 mmol/L, colato sédico 0.5 mmol/L, fenol 28 « En tubos de ensayo se tomaron alicuotas de 0.2 mL de
mmol/L, colesterol esterasa > 0.2U/mL, colesterol oxidasa muestray 0.5 mL de reactivo B, se agitaron y se centrifugaron
0.1U/mL, peroxidasa > 0.8 U/mL, 4-aminoantipirina 0.5 mmol/a 4000 rpm, colectando el sobrenadante de las muestras.

L, pH 7.0. En tubos de ensayo se tomaron alicuotas de 50 mL de

En tubos de ensayo se tomaron alicuotas dd_16e mues- muestra (suero) y se le afiadié 1 mL de reactivo A. Se prepara-
tra (suero) y se le afladiél de reactivo. Se prepararon tam- ron también un tubo blanco (con 50 ml de agua destilada + 1
bién un tubo blanco (con 1 ml de reactivo) y un tubo patrémL de reactivo) y un tubo patrén (50 mL de patrén de colesterol
(10 mL de patrén de colesterol + 1mL de reactivo). HDL + 1mL de reactivo A).

-Se agitaron y se incubaron durante 10 minutos a tempera-Se agitaron y se incubaron durante 30 minutos a temperatu-
tura ambiente. ra ambiente.

-Se leyé la absorbancia (A) del patron y de la muestra frente Se ley6 la absorbancia (A) del patrén y de la muestra frente
al blanco a 500 nm. al blanco a 500nm.

-Se calculd el contenido de colesterol por medio de la for- Se calcul6 el contenido de colesterol por medio de la formula:
mula:

Am Colesterol ~ HDL mg/ dL = " x 3.5x 40
Colesterol mg/dL = — x 200 9 ap
Ap En donde:
En donde: Am = Absorbancia de la muestra.
Am = Absorbancia de la muestra. Ap= Absorbancia del patrén.
Ap= Absorbancia del patréon. 3.5 mg/dL = factor de dilucién de la muestra
200 mg/dL = Se refiere al patrén de colesterol. 40 mg/dL = concentracién del patron

Se considerd que el valor normal de colesterol fuera menor Se consideré que los valores normales de C-HDL en hom-
de 200 mg/dL, mientras que un valor entre 200 y 300 mg/dL $®es oscilaban entre 30-60 mg/dL, en tanto que en las mujeres
consideré dudoso. fluctuaba entre 40-70 mg/dL.

b) Colesterol HDL c¢) Colesterol LDL
Al llevarse a cabo la centrifugacion del suero sanguineo, las El contenido de C-LDL se estimé en funcion de los otros
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y de baja denstres lipidos por medio de la férmula de Friedewald (Posadas,

dad (LDL) precipitan en presencia de iones magnesio $995):
fosfotungstato, mientras que las lipoproteinas de alta densi-C-LDL = CT — (C-HDL) — (TG/5)
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Donde:

CT =Colesterol total

C-HDL = Colesterol de alta densidad
TG =Triglicéridos

d) Triglicéridos

El método enzimatico para la determinacion de los triglicérido
requiere de varias reacciones acopladas que generan un f

ducto coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

Lipasa Glicerol

+ 3 Acidos grasos

Triglicéridos + HO

Glicerol quinasa

—— » Glicerol-3-P + ADP
. G3P oxid - .
Glicerol-3-P + Qﬂ‘ Dihidroxiacetona-P ;O

2H,0, + 4 aminoantipirina
+ 4-clorofenol

Glicerol + ATP

Quinonaimina
+46

Peroxidasa

. . . . S
Para llevarse a cabo estas reacciones se empleé el S|gU|erﬁ_

reactivo que contenia:

Pipes 40 mmol/L, 4-clorofenol 6 mmol/L, cloruro de magnesi
5 mmol/L, Lipasa > 100 U/mL, Glicero quinasa > 1.5 U/mL
Glicerol-3-P oxidasa > 4 U/mL, peroxidasa > 0.8 U/mL, 4
aminoantipirina 0.75 mmol/L, ATP 0.9 mmol/L, PH 7.5.

Patrén de triglicéridos. Glicerol equivalente a trioleina 20
mg/dL.

En tubos de ensayo se tomaron alicuotas de 10 mL de

solucion patrén de triglicéridos y 1 mL de reactivo. En otros

Sobrepeso Bajo peso 7% |
65% Normales

28%

S
rc

GRAFICA 1. Distribucién de los sujetos estudiados segin su indice
de masa corporal. Como se observa, dos tercios de los individuos
mostré sobrepeso independientemente del sexo.

cion de mujeres (82) fue mayor que el numero de hombres

(49) analizados. En cuanto al indice de masa corporal en la
poblacion analizada, como se muestra en la Gréfica 1, el 65%
de los individuos estudiados mostraron sobrepeso (obesos
y obesidad mérbida) el 28% tuvo valores normales en pesoy

talla correspondientes a su edad cronoldgica, y un 7% pre-

gté bajo peso.

a mayor parte de los individuos presentaron sobrepeso,

probablemente debido a una alteracién en el balance energé-

éico, donde un incremento en la ingestién y/o una disminu-

cion del gasto energético, se traduce en el aumento del peso
corporal.

El andlisis de la distribucién en obesidad relacionado al

§exo, mostrd que hubo una mayor proporcion de sujetos con

sobrepeso entre la poblacién de las mujeres con 59%. En el
qye 57% presentaron sobrepeso, el 33% obesidad y el 10%

tubos de ensayo se tomaron alicuotas de 10 mL de mues
(suero) y se les afiadié 1mL de reactivo. Por Ultimo, se prep
raron tubos blancos a los que adicioné 1 mL de reactivo.
Se agitaron y se incubaron durante 15 minutos a tempera
ra ambiente.
Se ley6 la absorbancia (A) del patron y de la muestra fren
al blanco a 500 nm.
Se calcul6 el contenido de colesterol por medio de la formul,

C Am
Triglicéridosmg/ dL=—=200
Ap

En donde:

Am = Absorbancia de la muestra.

Ap= Absorbancia del patron.

200 mg/dL = concentracién del patron

Los valores normales de triglicéridos fluctuaban entre 60
150 mg/dL.

RESULTADOS

Hombres

Mujeres

[ Normales Alterados Diabéticos

GRAFICA 2. Distribucién de los individuos estudiados teniendo

en cuenta sus alteraciones en niveles de glucosa sanguinea. El
cual fue determinado mediante un método electroquimico para tiras
reactivas de glucosa-oxidasa. Los sujetos normales mostraron valo-
res de glucosa en ayuno menores de 110 mg/dL y que no presentaron
valores alterados en una prueba de tolerancia oral a la glucosa. Los
individuos alterados fueron aquellos con valores de glucosa en ayuno
menores de 110 mg/dL, pero con valores anormales de glucosa en una
prueba de tolerancia oral y los sujetos diabéticos fueron aquellos que
previamente se les habian establecido signos o sintomas de diabetes
y confirmados por estudios de laboratorio.

El nimero total de muestras analizadas fue de 131, la pobla
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estrdgenos es alta, la lipasa de las lipoproteinas se encuentra
mas activa en la parte glateo-femoral, mientras que cuando la
concentracion de testosterona es alta, la enzima se activa en
50 la parte abdominal (Palacios y col., 1996 ).
El analisis de la distribucidn y porcentaje de edades de los
40 . .o . L . .
individuos estudiados, mostré que el 51% de la poblacién se
30 concentré entre las edades de 19 y 39 afios, el 28% se encon-
% 20 tr6 entre los 40 y 49 afios, el resto una edad mayor de 50 afios
§ (21%). La edad entre todos los individuos estudiados oscilé
E 10 entre los 19 y 69 afios, dando un valor poblacional promedio
0 ‘ de 38.2 + 12 afios.
En la Gréfica 2 podemos observar la clasificacion de los indi-
B Colesterol BC-HDL [ C-LDLE Triglicéridos vi_duos en Fr}es grupos: no_rmales, alterados y diabético;. La
diferenciacién entre los sujetos normales y alterados se dio de
GRAFICA 3. Alteraciones porcentuales en el contenido de lipidos acuerdo a un estudio previo realizado de tolerancia oral a la
en la poblacion completa. Como se observa, fueron mas frecuentes glucosa, mientras que en los diabéticos no se llevo a cabo esta
e ol o Conleni i ménos ) CroL Se. e | prueba, ya que habian sido diagnosticados con anticipacion.
limites establecidos como normales (ver Métodos). Los individuos normales representaron un 48% (63 indivi-

duos) de la poblacién. En tanto, el nUmero de sujetos con curva
de tolerancia alterada correspondio un 37% (49 individuos) y
obesidad mérbida. En cuanto a la poblacion de hombres, ks diabéticos representaron un 15% (19 sujetos).
observé que el 67% presentd sobrepeso, el 21% obesidad y ebe observa que hubo més mujeres con curva de tolerancia
12% obesidad marbida. alterada, y normales que hombres, mientras, que la frecuencia
El mayor porcentaje de individuos se encuentra en sobrepesig individuos diabéticos fue similar entre ambos sexos.
seguido de obesidad, siendo el de menor frecuencia el de obeEl andlisis de la distribucién de edad en cada grupo de
sidad mérbida. Este rasgo fisico se debe a una acumulaciéstudio mostré que los individuos diabéticos tuvieron mas
excesiva de triglicéridos en el tejido adiposo, cuya distribuciéadad (46 + 11 afios) que los otros dos grupos. Los individuos
en los humanos no es homogénea. En el caso de las mujereaaanales y alterados mostraron una edad promedio similar
refiere a obesidad ginecoide, que se distribuye en la parte gliut¢87 + 12 afios). Este comportamiento en los sujetos diabéticos
femoral. Mientras que en los hombres recibe el nombre de acenfirmo que la edad es un factor de riesgo importante para
droide, y la acumulacion de grasa se concentra en la parte gixdecer diabetesellitustipo 2 (Expert Comité, 2000).
dominal (Palaciosy col., 1996). Al realizar un estudio més detallado sobre la distribucion
Las diferencias en la distribucion de grasa entre hombresde los individuos segun su indice de masa corporal, en los
mujeres, se debe a la diferencia de estimulacion de la lipasasigetos normales, la poblacién de mujeres presentd un mayor
las lipoproteinas, la cual hidroliza los triglicéridos paraporcentaje en cuanto a su peso Yy talla estdndar, mientras que
almacenarse en el tejido adiposo. Cuando la concentracion e€iede menor incidencia fue el de obesidad moérbida, hecho que

50 1 50 T

40 7 40 1
.% 30 1 o 30 -
g 8
8 201 @ 20 |
g 5

10 1 a 10

0 0 ‘ ; ‘

Total Mujeres Hombres Total Mujeres Hombres
Colesterol EIC-HDL B C-LDL H Triglicéridos Colesterol IC-HDL BEIC-LDL I Triglicéridos

GR_AHCA 4. Los sujetos normales muestran alteraciones en el con- GRAFICA 5. Las mujeres con anomalias en la tolerancia a la gluco-
tenido sérico qe C-HDL y tr|lgI|cer|dos. Se consideraron como.||m|tes sa oral mostraron mayores alteraciones en el contenido de C-HDL
de normalidad; Trllgl|cer|dos. 60-150 mg/dL, C-HDL en hombres: 30-60 y triglicéridos. Este mismo comportamiento se observo en la pobla-
mg/dL, y mujeres: 40-70 mg/dL. cién de mujeres en los individuos normales.
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60
GRAFICA 6. Los individuos
50 diabéticos mostraron mayor
o 40 frecuencia de alteracion en
< el contenido de colesterol,
£ 30 C-HDL vy triglicéridos. Cuan-
g 20 do las frecuencias en estos
o sujetos fueron comparadas con
& 10 las determinadas en individuos
0 normales fue méas evidente una

mayor alteracion en el conteni-
do de colesterol.

Hombres

Total Mujeres

[E Colesterol EC-HDL EC-LDL E Triglicéridos

contrasta con los hombres, donde hubo una mayor propamayor incidencia en alteraciones en C-HDL vy triglicéridos,
cién de individuos con sobrepeso, siendo el de menor incseguidos por C-LDL y colesterol total. Las mujeres mostraron
dencia el de obesidad morbida (Gréfica 2). mayor frecuencia de alteracion en cuanto a C-HDL y triglicé-
En los individuos con curva alterada se observé que hubi@dos, mientras que los niveles en colesterol y C-LDL fueron
un comportamiento contrario en los hombres, donde el 50%milares. En la poblacién de hombres, los niveles de triglicé-
de la poblacién mostré sobrepeso. No obstante, muestraidos y C-LDL no mostraron alteracion.
menor proporcion de sujetos con obesidad que las mujeres. Como se observa en la Grafica 5, en los individuos con
Por ultimo, en cuanto a la distribucién de los sujetos diabé&urva de tolerancia alterada hubo mayor frecuencia de altera-
ticos, se encontr6 que hubo mas mujeres con sobrepesaignes en C-HDL y triglicéridos que en los normales, y en
obesidad modrbida, mientras, que en hombres se presentai@nor medida en el contenido total de colesterol y C-LDL. La
misma frecuencia tanto en normopeso como en sobrepesmmparacion entre hombres y mujeres mostré que en este
siendo el de mayor frecuencia el de obesidad. ultimo grupo hubo mayor frecuencia de alteraciones en los
El andlisis de los lipidos, teniendo en cuenta la poblacidlipidos analizados.
total, mostré que un tercio de la misma presenté algun valor En cuanto a los individuos diabéticos, como se puede ob-
alterado. Como se muestra en la Gréfica 3, casi la mitad de Issrvar en la Grafica 6, hubo mayor frecuencia de alteraciones
individuos estudiados tuvieron alterado el contenido de Griglicéridos y C-HDL seguidos por colesterol y C-LDL. Los
HDL (42%) y triglicéridos (44%), y en menor proporcion elhombres presentaron mayor frecuencia de alteraciones en C-
contenido total de colesterol (17%) y C-LDL (15%). HDL vy triglicéridos, mientras que en las mujeres presentan
En lo que respecta al comportamiento por grupo. En losayor alteracion en triglicéridos. Cuando se compararon los
individuos normales, como se observa en la gréafica 4, hulgrupos, en la poblacién de mujeres se observé mayor altera-

907

200

md/dL

[ONormales E Alterados [ Diabéticos

ONormales [ Alterados [l Diabéticos

GRAFICA 7. Las anomalias en el metabolismo de la glucosa no
modifican el contenido promedio de colesterol sérico. En los tres
grupos se observé una elevada variabilidad en los valores estimados.

GRAFICA 8. Comparacién de los contenidos promedio de C-HDL
en individuos con anomalias en el metabolismo de la glucosa y
sujetos normales. Los que mostraron alteracién en la tolerancia a la

Hubo valores fuera de los limites cuando se consideré que el valor
normal de colesterol fuera menor de 200 mg/dL.

glucosa oral tendieron a presentar contenido mayor en C-HDL, siendo
no significativa.
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GRAFICA 9. El contenido promedio de C-LDL en sujetos con ano-
malias en el metabolismo de la glucosa fue menor que en los
normales. La mayor diferencia en los contenidos estimados fue en los
diabéticos. Esta diferencia no fue significativa.

GRAFICA 10. Los sujetos diabéticos presentan mayor contenido
de triglicéridos séricos. La comparacion de los contenidos séricos
entre los tres grupos no mostré diferencia significativa.

ciénen C-LDL. curva de tolerancia alterada y diabéticos comparandose con
En la Grafica 7 se muestra que el contenido promedio des valores en sujetos normales (ver Grafica 10).
colesterol en los tres grupos estudiados fue similar.
El método enzimaético-colorimétrico empleado permitié de-CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
terminar el contenido del colesterol presente en las lipoprotei-
nas de alta densidad. En la Gréfica 8 se puede observar qud_es resultados encontrados en este estudio, sefialan que los
los individuos alterados hubo tendencia a mostrar un mayaliabéticos presentan diferencias en los parametros estudia-
contenido de C-HDL, seguido de los normales, mientras qu#os en relacion con los normales e intolerantes y que estos
los diabéticos mostraron valores més bajos. Cuando se coritimos se encuentran en un estado diferente al de cualquiera
pararon los grupos, no se encontré diferencia estadisticamendilos otros dos grupos, por lo que es conveniente realizar un
significativa, quizas debido a la elevada variabilidad en loseguimiento y tratamiento para tratar de evitar que lleguen a
valores en cada uno de los grupos. presentar incremento en valores de lipidos y reducir los ries-
En la Grafica 9 se puede observar que en los individuos altges que estas alteraciones conllevan.
rados y diabéticos hubo menor contenido de C-LDL que en los La obesidad junto con los padecimientos relacionados, es
sujetos normales. En cuanto al contenido de triglicéridos, huhm problema de vanguardia, parte de las interrelaciones entre
una tendencia a presentar nivaiesyores en individuos con las enfermedades cardiovasculares, diabetes y otras.
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INFLUENCIA DE LOS EFECTOSELECTROSTATICOSEN

La complejacion del 2-naftalensulfonato
por derivados de ciclodextrinas

Fernando L6pez de las Heras$,José Vazquez Tato y Emilio Alvarez Parrilla™

En el presente trabajo se estudio la influencia de las interacciones electrostaticas sobre la complejacion de la
molécula anidénica 2-naftalensulfonato por dos aminoderivados declalodextrina. Estos estudios sugieren que,
en funcion de la posicién del grupo amino en la ciclodextrina, las interacciones electrostaticas entre este grupo y el
grupo sulfonato pueden tener una influencia positiva o negativa sobre la fortaleza de los complejos formados.

INTRODUCCION nocimiento molecular en sistemas enzimaticos o de cataliza-
dores (Saenger, 1980).
El reconocimiento molecular es un proceso fisico que se basalas ciclodextrinas son un conjunto de moléculas ciclicas
en la asociacion de dos 0 mas moléculas que se mantiengaturales, constituidas por 6, 7 u 8 unidadesBeglucosa
unidas por fuerzas no covalentes tales como interaccionesidas entre si por enlaces glicosidiefs4), que se deno-
electrostéaticas, enlaces de hidrégeno o fuerzas de Van deimana-, b- y g-ciclodextrina §-, b- y g-CD), respectivamente
Waals. Estos procesos presentan aplicaciones muy importgfrigura 1a), que se obtienen a partir de la degradacion enzi-
tes en las ramas de la ciencia: farmacéuticas, biomédicasnatica del almidén por la accién de la enzima ciclodextrin-
guimicas (Inoue, 1993). transglicosilasa (CTGasa) (producida Bacillus macerans
Dentro de los procesos de reconocimiento molecular, resulszejtli, 1999).
tan especialmente interesantes los denominados procesos d€omo consecuencia de la conformacion siade las
inclusion o procesos tipgwost-guesten los cuales una de las unidades de glucosa unidas por los enlaces glicosidicos, las
moléculas implicadas denominada hospedador o receptor, paelodextrinas poseen una conformacion tridimensional en
senta ciertas propiedades estructurales que le permiten albfrma de cono truncado, en la que todos los hidroxilo prima-
gar en su interior a otras moléculas (o a parte de las mismai)s (carbono 6) de las unidades de glucosa estan situados
denominadas genéricamente como moléculas huésped. en uno de los bordes del cono (parte estrecha del mismo) y
Existen varios sistemas conocidos que son capaces de tiedos los hidroxilo secundarios (carbonos 2 y 3) en el otro
sarrollar procesos de inclusidn. Los hay de origen inorganidgparte ancha), tal como se observa en la Figura 1b. Asimismo,
(zeolitas, caolitas, clatratos, etc.), de origen organico (ciclodekss hidrégenos de los carbonos 3, 5y 6 y los pares de electro-
trinas, éteres corona, criptandos, etc.), asi como macromolées libres de los oxigenos de los enlaces glicosidicos (entre
culas de origen biol6gico (enzimas, biomembranas, almidéfgs carbonos 1y 4) se encuentran orientados hacia el interior
etc.) (Saenger, 1980). de la cavidad, lo que le confiere un caracter marcadamente
De entre todas ellas, destacan las ciclodextrinas, ya quetetiréfobo, con una gran densidad electrénica que otorga a
estudio de los procesos de inclusién en los que participastas moléculas un cierto caracter de bases de Lewis (Szejtli,
puede proporcionar valiosa informacion sobre las fuerzas d®99).
interaccion intermoleculares no covalentes que participan enEsta doble caracteristica que presentan las ciclodextrinas
procesos enzimaticos, motivo por el cual han sido ampliamelpor un lado una cavidad hidréfoba, y por el otro la existencia
te utilizadas como modelos para explicar el proceso de recde los dos anillos hidroxilicos, que le confieren al exterior de

* Estudiante de Ingenieria Técnico Industrial, especialidad Quimica Industrial, Facultad de Ciencias, Universidad de Santiago de Compostela.

** Doctor en Ciencias Quimicas. Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de Santiago de Compostela.
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Cavidad hidrofébica de
alta densidad electrénica

Grupos hidroxilicos
secundarios

Grupos hidroxilicos
primarios

FIGURA 1. Vista superior (a) y lateral (b) de la b-ciclodextrina, donde se muestran
las posiciones de los hidroxilos primarios y secundarios, asi como la cavidad hidréfoba.

la ciclodextrina un cardcter polar) hace que estas moléculass de ciclodextrinas con moléculas huésped ionicas, en los
posean la capacidad de albergar moléculas organicas encgie han demostrado que las interacciones electrostaticas
interior mediante la formacidn de complejos de inclusién. Eentre ambos grupos iénicos juegan un papel importante en
la Figura 2 se representa, de manera esquematica, la formadiéestructura y fortaleza de los complejos formados (Alvarez-
de un complejo de inclusion. Parrillay col 2001; Brown y cal 1994; Brown y co) 1995;

Durante el proceso de formacion del complejo de inclusi6iaston y Lincoln, 1999; Fragoso y 6ol997; Matsui y
ocurren varios procesos: a) Una deshidratacion total o parci@kimoto, 1978; Setter y coll990; Ramos Cabrer y cdl999;
de la molécula huésped conforme entra en el interior de Bandow y co| 1999; Singh y col 1999).
ciclodextrina, b) desplazamiento del agua energéticamente En este contexto, el objetivo del presente trabajo de investi-
desfavorable del interior de la ciclodextrina hacia el exterior, gacion es estudiar la influencia de las interacciones electros-
c) ajuste de la posicién del huésped para alcanzar la orientaticas, debidas a la presencia de un grupo amino en posiciones
cion termodindmicamente mas estable. Esto involucra urBay 6 de lab-ciclodextrina, en la complejacion del 2-nafta-
secuencia de pasos hasta que el huésped alcanza su orieletasulfonato (2-NS), mediante técnicas de resonancia magnéti-
cion 6ptima, y tanto el huésped como la ciclodextrina alcarea nuclear.
zan su grado final de hidratacién. Cuando el huésped es muy
grande, puede ocurrir que lo compleje mas de una molécula METODOLOGIA
ciclodextrina, es decir, que la estequiometria sea 2:1 o superior
(ciclodextrina: huésped) (Eastony Lincoln, 1999). A) Reactivos e instrumental

De manera general se da por sentado que la estabilidad y
estructura de los complejos formados depende fundamental-Lab-ciclodextrina (donada por Roquette, Francia) se sec6 a
mente de factores geométricos y de polaridad (Easton y Lirvacio a 68C sobre pentoxido de fosforo, (B) hasta peso
coln, 1999; Saenger, 1980; Szejtli, 1988). constante. El cloruro getoluensulfonilo (TsCl) PRS (Aldrich)

Sin embargo, al analizar los procesos de reconocimiente recristalizé de hexano/cloroformo. La piridina se secé me-
molecular presentes en la naturaleza (procesos enzimaticaéante una doble destilacién sobre NaOH, la N,N"-dimetil-
reacciones cataliticas), se observa que las interacciones eliarmamida (DMF) se mantuvo con agitacion con Caittan-
trostaticas entre el receptor y la molécula huéspedun  te 18 h seguido de destilacion a presion reducida. Todos los
factor preponderante. En este contexto, algunos autores hde@mas reactivos fueron adquiridos a las casas comerciales
desarrollado estudios de complejacion entre derivados ionNEIGMA, Aldrich, Fluka y Panreac de calidad QP o PRS y utili-
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mL), afiadir gota a gota una disolucion de TsCl (3,65 g, 19,1
mmol) en 30 mL de piridina seca. Agitar a temperatura ambiente
en atmdsfera de argén durante 12 horas. Evaporar a vacio a
60°C el disolvente hasta sequedad, lavar repetidas veces con
éter dietilico y secar a vacio. Recristalizar 2-3 veces de agua a
unatemperatura superior a lo€@05ecar a vacio, en presencia

de BO,, hasta peso constante. Por cromatografia de capa fina
(eluente A) se observan dos productos, uno mayoritario (95%)
con un Rf de 0, 55-0,56 (derivado monotosilado) y otro minori-
tario (5%) con un Rf de 0,70 (derivado politosilado). Rendimien-
to 28%. p.f. 178-18€C (Desc.):H RMN (D,0)d 7.75(d, J=8,1

Hz, 2H, H aromatico), 7,43 (d, J= 8,1, 2H, H aromatico), 4,9 - 5,15
(m, 7H, H-1), 4,39 (t, 1H, H-6"), 3,4 - 4,0 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-

—_— 6), 3,36 (d, 1H, H-4’), 2,55 (s, 3H, CK"*C RMN y DEPT 135
2 |3 (DMSO-d) d 144,77, 132,60 (C aromatico sustituido), 127,54,
OTs NH, 125,73 (C aromatico), 102,17 (C-1), 81,44 (C-4’), 80,69 (C-4), 73,01
B-CD2Ts B-CD3 NH, (C-3),72,38(C-2), 71,81 (C-5),69,68(C-6"), 68,85 (C-57), 59,84 (C-

6), 21,15 (CH). L-SIMS m/z 1189,29 (N), Electrospray modo
positivo m/z 1311,3 (M + Na).

ESQUEMA 1. Esquema general de la sintesis de derivados monoméricos
desarrollada en el presente trabajo

Il. mono-2-O-tosilb-ciclodextrina p-CD2Ts).(lll en es-

zados sin purificacién previ&€romatografia en capa fina quema 1) Modificacion del método de Rong y D'Souza, 1990:
(TLC): Como soporte se utilizaron laminas de aluminioDisolverb-ciclodextrina (2,87 g, 2,53 mmol) en DMF seca (40
recubiertas de silica gel 60 RMerck). Las placas se revela- mL). Afiadir NaH (63,85 mg, 2,67 mmoles) y agitar durante la
ron por inmersion en los siguientes reveladores,8PHal  noche. Afadir, gota a gota, sobre una disolucion de TsCl
5% en metanol, b) Ninhidrina al 0,2% en etanol; seguido d,48 g, 2,53 mmol en 5 mL de DMF seca). Agitar a temperatu-
calentamiento. Fases moviles: A) Acetato de etilo: 2-propanata ambiente durante 30 minutos. Precipitar en 200 mL de
agua 7:7:5, B) Acetato de etilo: 2-propanol: agua,Qilal  acetona fria. Filtrar y lavar con acetona y secar a vacio hasta
25% 2:3:4:0,3Cromatografia de intercambio idnicee utili-  peso constante. Por cromatografia de capa fina (eluente A)
z6 una matriz Carboximetil-Sephadex C-25 (Pharmacia), comge observan tres manchas: dos intensas, correspondientes a
fase movil se empled, primero agua destilada y, a continuéa b-ciclodextrina (Rf 0,48) y al derivado monotosiladie (
cion bicarbonato aménico 0,1-0,2 Runto de fusiénEl pun-  CD2TS, Rf 0,55) y una tenue correspondiente al derivado
to de fusion se determiné en un instrumento Gallemkamp. Lamlitosilado. Electrospray: m/z 1157,2 (M + Nagiclo-
muestras fueron recristalizadas en agua para la determinacidextrina), 1311,3 (M + N&-CD2TS).2*C RMN y DEPT 135
del punto de fusion, los valores no estan corregiflegec-  (D,0) d 145,07, 133,60 (C aromatico sustituido), 129,50, 128,30
troscopia de Masag:0s espectros de masas de ionizacién po(C aromatico), 104,20 (C-1), 101,50 (C-1"), 81,74 (C-4), 80,19
electrospray en modo positivo y negativo fueron registrado&C-2"), 73,21 (C-3), 72,8 (C-2), 72,11 (C-5), 69,85 (C-3"), 60,32
en un espectrometro HP 1000 LC/MS, con un intervalo déC-6), 22,15 (CH).
fraccionador de 50 a 300. Las muestras se prepararon al 0,1% en
agua o acetato sodico 0,1M y fueron eluidas con acido aceéticolll. mono-6-desoxi-6-aminé-ciclodextrina b-CDNH,).
0,1% o acetato aménico 0,1%, respectivamente. Los espectid$) (Il en esquema 1) DisolvérCDTs (1 g, 0,77 mmol) en 25
de masas L-SIMS de baja resolucion, en modo positivo, saL. de amoniaco acuoso al 25%. Agitar durante 12 R@.50
realizaron en un espectrémetro MICROMASS AUTOSPECEvaporar a vacio el disolvente hasta sequedad. Por cromato-
Como matriz se utilizé glicerinay como gas de bombardeo Qgrafia de capa fina (eluente B) se observan tres prodtetos:
ultrapuro.Resonancia Magnética Nucledros espectros de CD (Rf=0,8)b-CDNH, (Rf= 0,48) y derivado polisustituido
RMN *H (300,14 MHz), H-H COSY:C (75,47 MHz) y Dept 135 (Rf=0,28). Redisolver en agua destilada y ajustar el pH a 6-7.
se realizaron en un espectrometro Bruker AMC300@n(8DS,  Purificar mediante cromatografia de intercambio ionico con
>99,9%), a una temperatura constante € .25 una columna Sephadex C-25 (eluentes aguay 0,1 AGIE)).
Rendimiento: 45-50%. p.f. 202-2@3(desc.)*H NMR: d 4,97
(s, 7H, H-1), 3,44 - 3,89 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), 3,36 (t, 1H,
H-4), 3,24 (dd, 1H, H-67), 2.94 (dd, 1H, H-6"). RNfg y DEPT

I. mono-6-O-tosib-ciclodextrina (b-CDTs)(i en esquema 135:d 104,45 (C-1), 85,82 (C-4"), 83,89 (C-4), 75,71 (C-3), 74,43
1) Modificacién del método de Matsui y Okimoto, 1978: Disol-(C-2), 74,37 (C-5), 62,93 (C-6), 42,82 (C-6"). Electrospray m/z
verb-ciclodextrina (29,65 g, 26,1 mmol) en piridina seca (300L134,4 (M), 1156,3 (M + Na).

B) Sintesis de derivados
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IV. mono-3-desoxi-3-amineiclodextrina p-CD3NH,).  taticos sobre la complejacion de 2-naftalensulfonato, se deci-
(IV en esquema 1) DisolvefrCD2Ts (1 g, 0,77 mmol) en 25 mL di6 sintetizar dos monoamino derivados deticlodextrina,
de amoniaco acuoso al 25%. Agitar durante 12 K@.%fva-  sustituidos por su cara primaria (posicion 6) y secundaria
porar a vacio el disolvente hasta sequedad. Por cromatograffesicion 3). En el esquema 1 se presenta la estrategia de
de capa fina se observan cuatro productos (eluente®@).  sintesis seguida para llevar a cabo estas sintesis.
(Rf=0,61)b-CD-3-NH, (Rf= 0,36), derivado polisustituido (Rf=  Inicialmente se sintetizaron los derivados intermediarios
0,18) y derivado amino sustituido en posicioh-£D-2-NH,  tosilados en posiciones 6y 2 (1'y lll, respectivamente), debido
(Rf=0,37). Redisolver en agua destilada y ajustar el pH a 6-&.que, al ser el grupo tosilo un buen grupo saliente, es reem-
Purificar mediante cromatografia de intercambio iénico complazado facilmente por un nucledéfilo, por lo que constituyen
una columna Sephadex C-25 (eluentes agua y 0,1 MGIB)). el primer paso para la sintesis de derivados mas complejos de
Rendimiento: 11,5% con respecto b-gclodextrina. p.f. 203- ciclodextrinas (Easton y Lincoln, 1999; Khany col., 1998).
208C (desc.yHNMR:d 4,9y 5,1(dd, 7H, H-1), 4,14 (s, 1H,H-  Lasintesis del monoamino derivado en posicibr@&INH,)
4", 3,48 - 3,92 (m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), 2,95 (d, 1H, H-3").se llevd a cabo a partir de una reaccién de sustitucion nucledfila,
RMN*CyDEPT 135d 106,15 (C-1"), 104,47, 104,37, 103,63 (C- en la que el ion amonio desplaza al grupo tosilo en una disolu-
1), 83,73, 83,61, 83,48 (C-4), 81,31 (C-4"), 75,77 (C-3), 75,67 (Gi6n de amoniaco acuoso (Il en esquema 1) (Ramos Cabrery
2), 74,68 (C-5), 62,92 (C-6), 54,78 (C-3"). Electrospray m/z 1134,80l., 1999).

(M%), 1156,3 (M + Na). La sintesis del monoamino derivado por la cara secundaria
de la ciclodextrina-CD3NH,) se llevé a cabo a partir del
C) Estudios de complejacion derivadob-CD2Ts, siguiendo la metodologia propuesta por

D’Souzay colaboradores (iven esquema 1) (Khany col., 1998).
La estequiometria de los complejos de inclusion formados $&n esta reaccién, el amoniaco actia como base fuerte y como
realiz6 mediante einétodo de variaciones continuas, métodonucledfilo. Inicialmente, el derivado tosilado se transforma en
de variaciones continuas método de Jaben el que se va- el derivado mano-2,3-epokiciclodextrina por la eliminacion
rian las concentraciones de ambas especies (huésped y cidgtaramolecular del hidroxilo en posicién 3. A continuacion se
dextrina), manteniendo constante la concentracion final (Cgroduce una apertura de epéxido por un ataque nucledfilo del
nnors, 1996). El método de Job es valido para cualquier técidn amonio para dar lugar como producto mayoritario el deri-
ca experimental en la que se mida una magnitud directamentadob-CD3NH.,.
proporcional a la concentracién de complejo formado, y se Una vez sintetizados los aminoderivados, se procedio a lle-
basa en el hecho de que cualquier funcién que dependa direer a cabo los estudios de complejacion del 2-NS, con ambos
tamente de la concentracion de complejo (en nuestro casoaghinoderivados y Ie-CD, mediante el estudio del desplaza-
desplazamiento quimico observabid,, ) presenta un maxi- miento de las sefiales de los protones y carbonos de la ci-
mo respecto a la fraccién molar de uno de los componentes dedextrinay el 2-NS, las cuales se ven modificadas durante la
dicho complejo, con lo cual, de la posicién de su maximo strmacion del complejo debido a la modificacién del entorno
pueden obtener los coeficientes estequiométricos n y m dedéectronico de los nicleos de ambas moléculas como conse-
ecuacion 1. cuencia de la formacién del complejo de inclusion (Connors,
1996; Connors, 1997).
mH+nCD 5 Gn
-

3 Complejacion del 2-NS pdrciclodextrina
Ecuacion 1

La determinacion de la constante de equilibrio de los conf® pesar de que es preferible determinar la estequiometria y
plejos de estequiometria 1:1 (K) y el desplazamiento quimiceenstante de equilibrio de los complejos formados a partir de
méaximo del complejoltd.., ) se realizé mediante un ajuste de 10S desplazamientos de los nicleos*@gdebido a que estos
los valores experimentales Bd__de las muestras utilizadas SOn mayores que los observados para los nicleés de el
para la determinacién de la estequlometrla a la ecuacion presente trabajo se tuvo que estudiar los desplazamientos de

mediante el uso de un programa de ajuste no lineal de minimi@$ protones de ambas moléculas, ya que la modificacion de la
cuadrados. ciclodextrina ocasion6 una pérdida de la simetria en su estruc-

tura, que produjo que las sefiales'z aparecieran como

sefiales muy complejas, haciendo imposible su uso para el
B Z[Cg]l L ool - +Tool+ T - 4([co10[H10)§ Sl Y oMl P g

En la figura 3 se presenta la grafica de Job correspondiente a
los protones H-1 de la ciclodextrina y el 2-NS para el comiplejo
RESULTADOS Y DISCUSION CD: 2-NS. Del andlisis de esta grafica se puede deducir que la

estequiometria del complejo es 1:1, debido a que en ambos

Con el fin de estudiar la influencia de los factores electrog:asos se observa el maximoa=x0,50y X | = 0,50. Tambien

Ecuacién 2
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FIGURA 2. Representacion esquemaética de la formacién de un complejo
de inclusion entre una ciclodextrina y una molécula huésped.

es posible observar que el desplazamiento del protén de la0-12
ciclodextrina es mucho menor que el del proton del 2-NS, debi- O H-1 3-CDNH,
do a que el H-1 de la ciclodextrina se encuentra orientado hacia

el exterior de la ciclodextrina, con lo cual el efecto del huésped 010 7
sobre él es menor.

Esta estequiometria concuerda con los resultados descriy g - o
tos por otros autores mediante el uso de otras técnicas expe-
rimentales como microcalorimetria (Nishijo y Ushiroda, 1998),
espectroscopia (Hamai y Sakurai, 1998) y calorimetria (Indjéle 0.06 -
etal., 1993). 5

Una vez determinada la estequiometria y fortaleza del com-
plejo formado, se procedio6 a establecer la estructura median>%*
te el método propuesto por Inoue y colaboradores (Duchéne, o
1991; Inoue y col., 1993) que establece que en el caso dg,, -
complejacion de moléculas aromaticas, los desplazamientos
quimicos son proporcionales a la variacion del entorno elec-
tronico del nacleo, con lo cual, a partir del andlisis de los 0.00 T T T T T T T T —%tl
desplazamientos quimicos de los protones H-3, H-5y H-6 de 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
la ciclodextrina (los que se ven mas afectados durante la - _
complejacion al estar orientados hacia el interior de la cavfiour, & Sréfes de ob ce compio CD: 2015, Los purios epresertan
dad) y los de la molécula huésped es posible determinar par minimos cuadrados para complejos 1:1
estructura del complejo. Asi, debido a que los desplazamien-
tos de los carbonos C-6 y C-5 debkCD son mucho menores bla 1), es posible destacar en primer lugar que los valores
que los del C-3, es posible proponer que durante la formacid@eterminados a partir de los valores de los desplazamientos
del complejo el grupo sulfonilo queda orientado en la ciclodel H-1 del aminoderivado presentan un error muy grande ya
dextrina hacia la parte de los hidroxilos secundarios, tal gue al ser el desplazamiento maximo observado muy peque-
como se muestra en la figura 4. Este resultado esta en concido; la incertidumbre en la determinacion de la constante se
dancia con la estructura propuesta por Nishijo y colaboradéacrementa. Al comparar los valores obtenidos a partir del
res determinada mediante un estudio de resonancia magntieton H-1 del 2-NS, resulta evidente que los valores de la
co nuclear ROESY (Nishijoy Ushiroda, 1998).

OO H-12NS

H-1 Csiclqldextrina H-1 ZéqultaIensulfonato
Complejacion del 2-NS pé-CDNH, Receptor K/10°M K/10'M

Ddyax / pPm Ddye / ppm
En la figura 5 se muestra la grafica de Job para el coniplejo | b-Ciclodextrina gd—mi.i ;8;; 0.003 gd'm:'f éég)oi 0.003
CDNH,: 2-NS, obtenida a partir de los desplazamientos de los K=22%10 K=86+32
protones H-1 del 2-NS y del monoamino derivado. En esta”CPNH; Ddppay = 0.09 +0.006 | Ddye = 0.23 + 0.003
gréfica es posible observar nuevamente que la estequiomer1rﬂaCD3NHz - K=09£03
del complejo es 1:1, y que los desplazamientos de los protories Ddppay = 0.05 £ 0.002

de la ciclodextrina son menores que los del 2-NS. TABLA 1. Constantes de equilibrio (K) y desplazamiento maximo (Dd_) para

: T los complejos formados entre el 2-naftalen sulfonato con la b-ciclodextrina y
Al analizar los valores de las constantes de equilibrio (taz: -~ = =
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FIGURA 4. Representacion esquematica del complejo: b-ciclodextrina: 2- FIGURA 6. Representacion esquematica del complejo b-CDNH,: 2-
naftalensulfonato. El color magenta representa el grupo naftaltaleno y el naftalensulfonato. El color magenta representa el grupo naftaltaleno, el
naranja el sulfonato. naranja el sulfonato y el azul el amino.

constante de equilibrio son practicamente el doble que lael que se deduce que nuevamente la estequiometria fue 1:1.
obtenidos para le-ciclodextrina. Este incremento en el valor Al comparar el valor de las constantes de equilibrio de los
de la constante de equilibrio concuerda con los resultada@®mplejos formados entrelleciclodextrina y el monoamino
descritos en la bibliografia para los complejos formados entigerivado en posicién 6 con la constante de equilibrio del
el colato y el desoxicolato sodico con el amino (Ramos Cabrenonoamino derivado en posicion 3, se observa que este Ulti-
y col., 1999) y etilendiamino (Singh y col., 1999) derivados, lano valor es considerablemente menor. Asimismo, al comparar
cual parece confirmar la influencia de la interaccién electrodes desplazamientos maximos, se observa nuevamente que
tatica entre el grupo amino y el grupo sulfonato. este Ultimo sistema presenta un valor muy pequefio, lo que
Al analizar los desplazamientos de los carbonos C-3, C-5parece indicar que la interaccién del protén H-1 del 2-NS con
C-6 de la ciclodextrina, se observo un mayor desplazamienta cavidad de la ciclodextrina es practicamente nulo.
del C-6 respecto al C-3, que se puede explicar considerandoEstos resultados se pueden explicar si se considera que
gue, en este caso, el grupo sulfonato entra por la parte de lmsevamente existe una interaccion electrostatica entre el gru-
hidroxilos secundarios, desplazandose hacia la zona dongde amino de la ciclodextrina y el grupo sulfonato del 2-NS,
se encuentra el grupo amino (figura 6), con lo que la penetrgue hace que el 2-NS se oriente con el grupo sulfonato proxi-
cién del naftaleno en el interior de la cavidad de la ciclodextrineno al grupo amino localizado en la cara secundaria de la
es mayor, lo que se ve reflejado en un incremento de la estabielodextrina, con lo cual el grado de penetracion del naftaleno

lidad del complejo. en el interior de la cavidad es menor (la poca interaccion del
protén H-1, que se encuentra en la posicion adyacente al
Complejacion del 2-NS pérCD3NH, grupo sulfonato, indica que se encuentra en el exterior de la

ciclodextrina) y como consecuencia la fortaleza del complejo
Debido a que durante la sintesis del monoamino derivado elisminuye.
posicion 3 se produce una doble inversion de las configura- A partir de los resultados expuestos en el presente trabajo,
ciones de los carbonos 2 y 3 de la glucosa sustituida, que eg posible concluir que las interacciones electrostéticas jue-
transforma en altrosa, que ocasiona se pierda la simetria degian un papel importante en la complejacion de moléculas pe-
molécula, al momento de realizar los espectros de RMN deuefias. Asi, en funcién de la posicién del grupo ionico en la
sistemé-CD3NH,: 2-NS, solamente fue posible determinar laestructura de la ciclodextrina, estas interacciones electros-
estequiometria y constante de equilibrio a partir de los detaticas pueden tener una influencia positiva (posicion 6) o
plazamientos del protén H-1 del 2-NS. Al realizar la represemegativa (posicion 3) sobre la fortaleza de los complejos de
tacion del grafico de Job, se observo el maximognX0.5,  inclusion formados.

44 Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ



REFERENCIAS Khan, A. R.; Forgo, P.; Stine, K. J. y D"Souza, V. T. (1998).
“Methods for selective modifications of cyclodextrins”.

Alvarez-Parrilla, E., Al-Soufi, W., Ramos Cabrer, P., Novo, M., Chem. Re8, 1977-1996.
y Vazquez Tato, J. (2001). “Resolution of the associatioMatsui, Y. y Okimoto, A. (1978). “The binding and catalitic
equilibria of 2-(p-toluidinyl)-naphthalene-6-sulfonate properties of a positively carged cyclodextriBull.
(TNS) with b-cyclodextrin and a charged derivatiuk”. Chem. Soc. Jphl, 3030-3034.

Phys. Chem. 805, 5994-6003. Nishijo, J. y Ushiroda, Y. (1998). “Interaction of 2-naphthalene-

Brown, S. E.; Coates, J. H.; Easton, C. J. y Lincoln, S. F. (1994). sulfonate with b-cyclodextrin: studies with calorimetry
“Metallocyclodextrins of 6A-(3-aminopropylamino)-6A- and proton magnetic resonance spectroscopyentCh
deoxy-b-cyclodextrin: Their formation and enantioselec-  Pharm. Bull 46, 1790-1796.

tive complexation of (R)- and (S)-tryptophan anions Npetter, R. C.; Salek, J. S.; Sikorski, C. T.; Kumaravel, y Lin, F.

?gg?igs solution”J. Chem. SQOc. Faraday Trang0, (1990). “Cooperative binding by aggregated mono-6-
' (alkylamino)-b-cyclodextrins’d. Am. Chem. Saot12, 3860-
Brown, S. E.; Haskard, C. A.; Easton, C. J. y Lincoln, S. F.  3868.
(1995). “Complexation of phenylalanine and histidine by,
b-cyclodextrin, 6A-(3-minopropylamino)-6A-deoxy-b-
cyclodextrin and its metallocyclodextrins in aqueous
solution”.J. Chem. Soc. Faraday Trar$dl, 1013-1018.

Connors, K. A. (1996) “Measurement of cyclodextrin comple
stability costants”. En: Szejtli, J. y Osa, T. (edSyclo-
dextring Oxford: Pergamon Press. Pp. 205-242.

Ramos Cabrer, P.; Alvarez-Parrilla, E.; Meijide, F.; Seijas, V,
Rodriguez Nafez, E. y Vazquez Tato, J. (1999). “Comple-
xation of sodium cholate and sodium deoxycholate by b-
cyclodextrin and derivativesl.angmuirl?7, 5489-5495.

XRong, D.y D’Souza, V. T. (1990). “A convenient method for
functionalization of the 2-position of cyclodextrins”.
Tetrahedron Lett31, 4275-4278.

Saenger, W. (1980). “Cyclodextrin Inclusion Compounds in
research and industryAngew. Chem. Int. EA.9, 344-
Duchéne, D. (1991)New trends in cyclodextrins and 362.
derivatives Paris, France.

Connors, K. A. (1997). “The stability of cyclodextrin complexes
in solution”.Chem. Re\®7, 1325-1357.

Sandow, M.; May, B. L.; Clements, P.; Easton, C. J. y Lincoln,
Easton, C. J. y Lincoln, S. F. (199®)odified cyclodextrins S. F. (1999). “Complexes of 6A-(2-aminoethylamino)-6A-
London: Imperial College Press. deoxy-b-cyclodextrin and 6A-[Bis(carboxylatomethyl)ami-

Fragoso, A.; Cao, R. y D'Souza, V. T. (1997). “Influence of {1o]-t6A;]deo>t<y-b-<;yc|I?odextgn Sw'thh (R)I- lanq (?)'.
positively-charged guests on the superoxide dismutase ryptop anlat(_a anA (H 'zt an " .( )'z I\Tnl\)/ll z??amnate n
mimetic activity of copper (II) b cyclodextrin dithiocar- agueous so”u 1on. A prUNMEtrc and Iv. . K. Spectros-
bamates”J. Carbohydr. Cheni6, 171-180. copic study”Aust. J. Chend2, 1143-1150.

Hamai, S. y Sakurai, H. (1998jH.0 effects on the inclusional Smgh,VA,\. P Ra_rlpc;s C\:]ab:rlzré;’.; :‘A\CIvarezl-Partrllla, I?G '\(/jleulde’GF'
complexation of b-cyclodextrin with sodium 2- y Vazquez Tato, J. (1999). “Complexation of 6-deoxy-6-

naphthalenesulfonate in capillary electrophoresis and UV éannc]jlnsoc()aéri]a/ga;nelgi-ybc-(r:]ﬁ;c(ja?ﬂx”:?]Z\{Et;izzdl;;neﬂ;orlnate

spectrophotometry’d. Chromatogr. 800, 327-332. Macrocyclic Chen35, 335-348.
Inoue, Y. (1993Annu. Rep. NMR Spectrogd, 59-101. Szejtli, J. (1988)Cyclodextrin TechnologyDordrecht, the
Inoue, Y.; Hakushi, T,; Liu, Y.; Tong, L.-H.; Shen, B.-J.y Jin,D.  Netherlands: Kluwer Academic Publishers.

S.(1993). “Thermodynamics of molecular recognition by

cyclodextrins. 1. Calorimetric titration of inclusion com-

plexation of naphthalenesulfonates with a-, b- and g-

cyclodextrins:enthalpy-entropy compensatiod”. Am.

Chem. Sod 15, 475-481.

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ 45






Ciencia en la frontera: revista de ciencia y tecnologia de la UACJ, Registroentramite
Volumen Il, nimero 1, pp. 47-50, 2003/ Impresa en México Derechos Reservados ©2003, UACJ

Multiplicacionin vitro del jengibre

El jengibre representa un cultivo de gran importancia econémica por sus multiples usos. La finalidad de este
trabajo es desarrollar una metodologia que permita su propagaicidntro y recuperar la tradicion agricola en la
provincia de Guantanamo, Cuba. El medio de cultivo basal fue el de Murashige y Skoog (1962) suplementado con

varias concentraciones de BAP y Kinetina. El testigo (medio sin reguladores del crecimiento) resulté ser el mas
eficaz al obtener un coeficiente de multiplicacion de 3.1 explantes. La edad 6ptima para los subcultivos estuvo entre
21y 28 dias posteriores a la siembra en el medio de multiplicacion. Para el mejor desarrollo de explantes, la
densidad adecuada fue de seis explantes por frasco. Como resultado final de este trabajo, se logré el objetivo
propuesto que fue obtener la tecnologia para la multiplicaamdwitro de esta planta de dificil reproduccion.

INTRODUCCION comercial y la posibilidad de un mayor aprovechamiento de
los rizomas. Fue propdésito de este trabajo establecer una me-
El jengibre Zingiber officinale Roscoe) es uno de los culti- todologia para la propagaciém vitro a partir de yemas
vos mas importantes de las especies de raices de las plarapgcales y axilares para su rapida introduccion en la produc-
Su importancia econémica se debe a sus multiples usos coaidn como donante.
especia, saborizante y por sus propiedades estimulantes o
afrodisiacas y medicinales (Rodriguez, 1971). MATERIALES Y METODOS
En la actualidad se cultiva poco jengibre en Cuba, sin em-
bargo, hace mas de 50 afios este producto se exportabaEbmaterial utilizado fue a partir de explantes previamente esta-
cantidades apreciables. Especificamente en la regién becidos que fueron tomados de yemas vegetativas brotadas
Guantanamo este es un cultivo que se encuentra en el sed®tos fragmentos de rizomas sembrados en cantero en condi-
privado y aunque el 75% de estos suelos son montafiosomnes semicontroladas, los cuales permanecieron aproxima-
los municipios productores como El Salvador, Baracoa, Maisilamente dos meses en el mismo. Tanto el sustrato como el
Imias y San Antonio del Sur, no producen cantidades sufiaterial vegetal fueron previamente esterilizados.
cientes para su consumo (Machuca, Leiva y Garcia, 1998). Los instrumentos usados para la manipulacion aséptica del
Para este trabajo se siguieron las diferentes etapas, segiaterial vegetal fueron esterilizados en estufa 2@ 8iran-
la experiencia en la propagaciéon comercial, que define cin¢e dos horas antes de cada seccién de trabajo y se mantuvo la
etapas con sus objetivos especificos (Jiménez, 1997). asepsia, colocando este en solucién de hipoclorito de sodio
El desarrollo de las técnicas de cultinwitro ha mostrado  (NaOCI) al 1% durante el trabajo, a partir de ahora se represen-
resultados ventajosos en la rapida propagacién de divergag por (SHS).
especies econGmicamente importantes. Estas técnicas comil medio de cultivo basal utilizado contenia las sales
medio para la multiplicacion clonal masiva de muchas plantasorganicas y vitaminas propuestos por Murashige y Skoog
ha motivado gran interés en su aplicacion en los Ultimos afid4962), que en lo sucesivo sera definido como MS, suplemen-
fundamentalmente en plantas con una produccion pobre thlo con diferentes niveles de 6-BAP, Kinetina, AlA y AIB
propagulos, asi como una propagacién vegetativa insuficieselos y combinados, con o sin reguladores del crecimiento en
te. Un método mas eficiente y rapido de propagacion y prestado semisoélido y liquido con soporte de papel de filtro.
duccidn de planta es el cultivo de tejidovitro. Para la gelificacion de estos se utiliz6 agar (Sigma Chemical,
Teniendo en cuenta que la forma de reproduccion del jendio.) a razén de 4.6 g.IEn todos los casos el pH se ajust6 a
bre conlleva a la transmisién de enfermedades, surge la nebe8 antes del autoclaveado.
sidad de recuperar el cultivo para la introduccion de la semilla Todos los experimentos de la fase de multiplicacién fueron
basica de alta calidad genética y fitosanitaria en la producciémcubados en camaras de crecimiento de luz solar durante 42

* Facultad de Agronomia de Sabaneta, Guantanamo.
** Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente, Guantanamo, Cuba.
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dias a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFEXplantes a los 30 dias de implantados. El tamafio de la mues-
gue oscil6 entre 25-43.iffn M2 Sty 27 £ 2°C de temperatura. tra fue de 20 frascos.

Todas las operaciones de siembra y transferencia del mate-
rial vegetal en condiciones de esterilidad se realizaron en cRESULTADOS Y DISCUSION
bina de flujo laminar horizontal.

El procesamiento estadistico de los datos en las diferentEase de multiplicacién
variables y fases experimentales consistié en un ANOVA de
clasificacién simple, previa comprobacion de los supuestdsfecto de 6- BAP y la Kinetina en la cantidad de brotes por
de homogeneidad de varianza y normalidad. Para detectar lagplantes y en el coeficiente de multiplicacién.
diferencias significativas entre las medias a un nivel del 5% se El tratamiento con los mayores valores en la cantidad de
utilizé la prueba de rangos multiples de Duncan. Para la aplirotes por explantes en cada subcultivo fue el nimero 7, Tabla
cacioén de todos los métodos, procedimientos y pruebas deGulati y Jaiwal (1992), encontraron que en ocasiones apare-
analisis, se utilizé el paquete estadistico computacional. cen mdltiples brotes en ausencia de auxinas y de citoquininas.

FASE DE MULTIPLICACION . ..
TABLA 1. Influencia de 6-BAP o Kinetina
en la cantidad de brotes por explantes
Es la de mayor importancia y complejidad en la micropror )
agacion uyes enpella se d(;/termir?a fa tasa de pro apa gpotamientos Cantidad de brotes/
pag ' P ) L propag Concentracion explantes en
gue es la que define la etapa de eficiencia del proceso. NUmero (mg/L) cada subcultivo
. . . ., 6-BAP | Kinetina | ler. 2do. 3er.
Efecto de 6-BAP y Kinetina en la multiplicacion 1 05 N 166 ab | 2.66 353 ab
2 1.5 - 153ab | 346 | 3.0 ab
Se procedi6 a estudiar la influencia de estas dos citoquinings3 25 - 153ab | 296 | 3.86a
solas, con el objetivo de determinar la influencia que tienen 4 - 0.5 16 ab |26 2.4 ab
5 - 1.5 14 b 246 | 3.06ab
ambas por separado en el desarrollo de los explantes. Co na - 25 206 ab | 313 | 22 b
te_stigo fue emplea_do el medio libre de reguladores del cregi-5 B _ 28 a 353 293 ab
miento y los tratamientos conformados para determinar el efec-mc (1) ES 0.31 NS 0.76
to de las citoquininas 6- BAP y Kinetina solas en los acapites Letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05

de este punto. Se hicieron evaluaciones semanales en el pe-
riodo de 42 dias para un total de seis, el tamafio de la muestré\utores como Babu, Samsudeen y Ratnambal (1992); Chang
fue de 16 tubos por tratamiento. Como criterios de evaluacignCriley (1993); Babu y col. (1996) coinciden en que la regene-
se tuvo en cuenta: el numero de brotes por explantes. racion de plantas aumenta considerablemente cuando los re-
El coeficiente de multiplicacion se determiné dividiendo elguladores del crecimiento son eliminados completamente del
numero total de explantes obtenidos por frasco entre la cantiedio. El mayor grado de multiplicacion ocurrié en el medio
dad explantada, al término de los 42 dias de “sembrados”, 5@ reguladores del crecimiento con promedios de 2.8, 3.53 y
evalud en tres subcultivos consecutivos y el tamafio de P93, respectivamente, para un promedio general de 3.1 brotes
muestra fue de 16 frascos por cada variante hormonal.  por explantes. Esto coincide con lo planteado por Gulati y
Jaiwal (1992), que en ocasiones la aparicion de multiples bro-
Determinacion del tiempo 6ptimo para los subcultivos ~ tes se realiza sobre la base de una presencia auxinica nula o
minima y de la misma forma se comportan las citoquininas.
El tiempo 6ptimo entre los subcultivos se estudié con el objeSeguin Vazquez y Torres (1980); Hu y Wang (1983) existen
tivo de determinar el efecto de éste en el incremento del nimespecies que pueden ser establecidas sin citoquininas, al pa-
ro de brotes por explante. Las evaluaciones se realizaron eeter porque hay suficiente cantidad endégena de este regu-
seis semanas consecutivas durante 42 dias y estas constilor del crecimiento en los explantes.

yeron los tratamientos estudiados. El coeficiente de multiplicacion (Tabla 2) tuvo un comporta-
miento similar a la cantidad de brotes por explantes, coinci-

Influencia de la densidad de explantes por frasco diendo el tratamiento 7 (Testigo) como mejor en el tercer

en el nimero de brotes por explantes subcultivo, para un promedio general de 3.1 brotes. Oliver

(1996) a partir de un brote axilar obtuvo tres. Babu y col. (1996)
Con el objetivo de determinar la densidad mas adecuada painciden en que la regeneracion de plantas aumenta consi-
el 6ptimo desarrollo de los explantes se prob6 el comportaerablemente cuando los reguladores del crecimiento son eli-
miento de 4, 5, 6, 7 y 8 explantes por frasco con 30 ml de mediinados completamente del medio. En Costa Rica (An6nimo,
MS sin reguladores del crecimiento vegetal. Los tratamientak998), se han obtenido resultados similares con diferentes
fueron cinco y sélo se evalué la cantidad de brotes pariveles de 6-BAP y el control (sin reguladores).
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Determinacion del tiempo adecuado para los subcultivos TABLA 2. Influencia de 6-BAP y la Kinetina

en el coeficiente de multiplicacion

En la Figura 1 se observa que el ciclo de los subcultivos puede, ;. mientos

realizarse entre los 21y 28 dias después de efectuada la siem- Concentracign | Coeficiente de multiplicacion
. . . . . por subcultivo

bra, ya que a partir de este tiempo no hay diferencias entre |ogtmero (mg/L)

Fratamientos, en cuanto a la ca_ntidad de brotes por_gxplantas, 6-BAP | Kinetina | ler. | 2do. 3er.

incluso en el segundo subcultivo aunque la estabilidad co- 1 0.5 - 3.6 4a 0.94 ¢

mienza a los 21 dias, se observé que este no difirié estadis2 1.5 - 4.06 | 375a | 1.33¢c

ticamente del tratamiento 2. Resultados similares fueron obte-3 25 | - 38 | 413a | 150 hbc

) : o - 30ab | 181D
nidos por Oliver (1996), el cual obtuvo la formacién de brotes 4 9.5 2.53 a c

. . . 5 - 15 3.6 387a | 2.18¢cb
secundarios en la mayoria de los casos en un periodo de oy - 25 373 | 20b 2.87 ab
semanas, cada brote desarrollé por lo menos tres nuevos broz - - 413 | 2.68ab | 3.68 a
tes y la capacidad de proliferacion fue de cuatro semanas. |_MG (#) ES NS 0.21 0.22

Letras distintas dentro de cada columna difieren estadisticamente para p< 0.05
REFERENCIAS: PRIMER SUBCULTIVO,
SEGUNDO SUBCULTIVO, TERCER SUBCULTIVO

10 —
Influencia de la densidad de explantes por frasco a @ g —a | ES=0.38™

en el numero de brotes por explantes 8 a

a a
. o L 6 1o ES=0.20**
La densidad de explantes en la eficiencia de la multiplicacié be
4 -

arrojo diferencias significativas entre los tratamientos y la car
tidad mas adecuada para una mayor brotacién fue de seis
plantes por frascos (Figura 2.) En la literatura consultada no
encontraron referencias en cuanto a lo tratado en este pun

=

ES=0.19**

~ 07 D
Brotes/Explante
[N

7 14 21 28 35 42
CONCLUSIONES

Evaluaciones (Dias)

1. Los mejores resultados en la cantidad de brotes ppr [—o—1 —m—1 i |
explantes y coeficiente de multiplicacién se obtienen en ¢l
medio de cultivo MS sin reguladores del crecimiento, al plan
tar seis explantes por frasco de 253 cm

2. Eltiempo adecuado para los subcultivos estuvo entre lgs
21y 28 dias posteriores a la siembra.

FIGURA 1. Tiempo adecuado para los subcultivos

251
ES=0.15%*

Cantidad de explantes

4 5 6 7 8

Densidad de explantes

FIGURA 2. Densidad de explantes por frascos
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RESPUESTADEL EMPLEODEL BRASINOESTEROIDE

Biobras-16 en el cultivo del tomalg/¢opersicon
esculentum, Mil).Var. “Campbell”

AVANCES DE INVESTIGACION

Alberto Fernandez Turro, Salvador Batista Mejias, Luis Gustavo Moisés Medin&Ida Fournier Sanchezy C. F. Coll.”

Este trabajo fue realizado en el huerto “El Resplandor”, perteneciente a la Empresa de Cultivos Varios del Municipio
Imias, provincia de Guantdnamo, la misma esta comprendida dentro del semidesierto cubano (franja costera sur),
sobre un suelo areno-arcilloso. La investigacion se llevé a cabo entre los meses de abril a junio de 2000; con el
objetivo de determinar la dosis de aplicacién mas adecuada de brasinoesteroides (BIOBRAS-16), para lograr una

estimulacion mas eficaz del rendimiento en plantas de torhgtegersicon esculentum. MijlVar. Campbell 28. El
producto bioactivo se asperj6 de la forma siguiente: a los 27 dias después del trasplante en horario de la mafiana

con los tratamientos de 1) control, 2) 25 mg/ha, 3) 40 mg/ha, y 4) 50 mg/ha, respectivamente. Las variables medidas
fueron: diametro del tallo, fecundacién y rendimiento. Los resultados demostraron que el producto bioactivo fue
efectivo en todos los tratamientos incluidos, siendo la dosis de 50 mg/ha la mas efectiva, la cual arrojé diferencia
significativa en el rendimiento en comparacion con los restantes tratamientos, seguido por los tratamientos 3 y 2.

INTRODUCCION desarrollo y fructificacion, a partir de dosis muy reducidas que
la hacen compatible con las tendencias actuales orientadas hacia

El tomate constituye en Cuba la principal hortaliza tanto por ébrmas sostenibles y ecologicas de la intensificacion de la pro-
area que ocupa nacionalmente como por su produccion. Esteccion (NUfiez, 1995). Esta autora (1996) destaca que el efecto
cultivo comprende el 50% del &rea total de hortalizas, es cultile los brasinoesteroides en el crecimiento vegetal es particular-
vado en todas las provincias del pais, ademas es de grarnte fuerte en condiciones adversas de crecimiento (tempera-
importancia por su rico contenido en minerales y vitaminagpras suboptimas, salinidad) por lo que pueden ser llamados
los cuales son elementos indispensables para una dieta f@rmonas de antiestres.
mana balanceada. Teniendo en cuenta los efectos de estos bioestimulantes

En los dltimos afios, ha constituido una practica la introen la respuesta de las plantas en cuanto a acelerar la resisten-
duccién de bioestimulantes para incrementar los indicador&sa ante diferentes factores estresantes y a sus comprobados
de rendimiento y calidad en los cultivos de hortalizas, de logfectos sobre el incremento de los rendimientos agricolas en
resultados obtenidos se han inferido los mecanismos de efed-cultivo del tomate, desarrollamos el siguiente trabajo con el
tividad de estos productos sobre la calidad funcional de logbjetivo de determinar las dosis mas efectivas del BIOBRAS—
mismos en los tejidos de las plantas, lo que ha contribuidol®, en las condiciones de un ambiente de baja pluviometria,
una mejor comprension de sus potencialidades y a estimulagias temperaturas, y suelo areno-arcilloso.
los productores e investigadores para el empleo frecuente de
los mismos. MATERIALES Y METODOS

Entre las sustancias estimuladoras que se emplean en nues-
tro pais se encuentran los brasinoesteroides, de ellos los coRtbexperimento fue conducido sobre un disefio de bloques al
cidos comercialmente como BIOBRAS- 6 y BIOBRAS-16. Laazar, con cuatro réplicas e igual nimero de tratamientos, para
utilizacion de estos en la agricultura moderna gana terreno da total de 16 parcelas, las cuales poseian un area de 18
manera creciente, teniendo en cuenta sus caracteristicasnaetros cuadrados; y el area total fue de 0.02 ha con un marco
hormonas antiestrés y su efecto intensificador del crecimientdg plantacion de 0.25 x 0.80 m, para una densidad de 90 plan-

* Centro Universitario de Guantanamo, Facultad de Agronomia de Sabaneta.
** Laboratorio de Productos Naturales. Universidad de La Habana. MES. Direccién: Carretera de Guantanamo. Santiago de Cuba, km 2% Guantanamo, Cuba.
CP 95100. Teléfono: (53) (21) 325925, 324589, 326247.
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tas por parcelas. experiencia, que a pesar de no existir diferencia significativa

Para este experimento se utiliz6 la variedad de tomate Camge observa un ligero incremento donde se ve favorecido el
bell 28. Las aplicaciones fueron efectuadas sobre el follaje ératamiento 4, en el que se emple6 una dosis de 50 mg/ha
horario diurno mediante aspersion manual empleando pasgguido de los tratamientos 3 y 2. Los incrementos para cada
ello la mochila Matabi-16. Las dosis empleadas por tratamiertratamiento respecto al testigo fueron: T2-0.35 mm, T3-0.52
to fueron a razén de: T1-testigo; T21-25 mg/ha; T3-40 mg/hanm, T4-0.62 mm. Es de vital importancia, que a pesar de no
T4-50 mg/ha. lograr una significacion en los niveles de respuesta en cuanto

Las variables medidas fueron: didmetro del tallo, fecundaal diametro del tallo, todos los tratamientos bioestimulados
cion, rendimiento. La primera medicion en cada una de lason el BIOBRAS-16, manifestaron una respuesta positiva de
variables se realizé el dia antes de aplicar el producto; paraiatremento de esta variable en la medida que aumenta la dosis
caso del diametro las restantes dos mediciones se efectuadm aplicacion. En otros estudios realizado por Nufiez.y col
con una frecuencia de 10 dias. Para determinar la variab{@996), demostré que al aplicar brasinoesteroides en dos con-
fecundacién, se esperé que el cultivo alcanzara la floraciddiciones diferentes en plantas de tomate, no hubo efectos
masiva, identificando con hilo de nylon las inflorescencias,

después de terminado el proceso de fructificacién se conta- TABLA 2. Comportamiento de la fecundacion del cultivo
ron los frutos para calcular el por ciento de fecundacion. Para después de aplicar el bioestimulante (BIOBRAS-16 ).
anallzar e} compor_ta_rmento del rendlmlen_to primeramente S8 Tratamientos Dosis MG/HA MEDIAS (%)
determiné el rendimiento por plantas y finalmente el rendif 1 Testigo 65.37
miento t/ha. 2 25 70.71

El comportamiento de las precipitaciones y las temperaty- 3 40 73.11
ras en el periodo del desarrollo de esta investigacion, fue gl 4 = fg o 79.46
siguiente: o Cv=9.68 NS

Se registraron solamente 12 mm de precipitaciones; las tefn- %
peraturas se mantuvieron elevadas con una media que 0scCit6
alrededor de los 3G. significativos en el didmetro del tallo en las plantas tratadas

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el tabulad@on este compuesto y el control.
electrénico Excel, comprobando las diferencias entre las mues-Cuando analizamos la respuesta de fecundacion ante la apli-
tras mediante la Prueba de Duncan para un nivel de significaacién de las diferentes dosis de BIOBRAS-16, manifiesta un

cion del 5%. comportamiento similar al observado en la Tabla 1, sobresa-
) liendo el tratamiento 4 con incremento respecto al testigo de
RESULTADOS Y DISCUSION un 14.09%, seguido por el tratamiento 3 con 07.74% Yy 05.34 %

para el tratamiento 2. Lo que infiere que en el proceso de
Las tablas que se muestran en este trabajo, reflejan el compfgeundacion a pesar de no existir una respuesta significativa
tamiento de las distintas variables (Diametro del tallo, fecural empleo de las diferentes dosis hormonales, responde de

manera creciente en la medida que se incrementa la dosis de

TABLA 1. Efecto de la aplicacion del BIOBRAS-16 en el brasinoesteroides (Tabla 2). El comportamiento de la fecun-
incremento del diametro del tallo en plantas de tomate dacién fue analizado como un posible indicador previo al ren-
Medias (mm) dimiento, sin embargo los resultados arrojaron discrepancias,
Tratamientos Mediciones pues hubo dlfe_re_nuas significativas entre los tratamientos en
1 5 3 cuanto al rendimiento, pero la fecundacion no se comport6 de
1 7.47 8.37 9.45 la misma forma, ya que no hubo diferencias entre ellos (Figura
2 7.77 8.70 9.80 1), lo que supone que durante el proceso de desarrollo del
3 7.65 8.82 9.97 fruto hasta la maduracion es donde el producto hormonal
4 7.65 8.87 10.07 : . ; e
tiene una mayor influencia sobre el rendimiento.
NS La tabla 3 muestral comportamiento de los rendimientos
en el cultivo del tomate cv Campbell 28 con la aplicacién de
Es=0.24 Es =0.32 Es=0.17 diferentes dosis de BIOBRAS-16 a los 27 dias después del
CV =6.33% CV =7.39% CV =3.52% : . S
trasplante, donde se apreciaron diferencias significativas entre
No se encontraron diferencias significativas para el 0.05 % los distintos tratamientos. La aplicacion de 50 mg/ha refleja

los mejores resultados, diferenciandose significativamente del

dacion, Rendimientos). Ademas un grafico que muestra kmatamiento 1 y 3, no asi del tratamiento 2, alcanzando un
correlacion entre la fecundacion y los rendimientos. incremento de 17.90 t/ha respecto al testigo, lo que demuestra

La Tabla 1 representa el comportamiento del diametro déd efectividad del producto sobre el incremento del rendimien-

tallo en el cultivo del tomate cv Campbell 28 utilizada en lao en el cultivo del tomate, independientemente de ser aplica-
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do a las plantas en etapas avanzadas de desarrollo. ResURRFERENCIAS

dos muy similares han corroborado la eficacia de los brasino-

esteroides en el incremento de los rendimientos (Nufiez y col.,

1998), los que demostraron que la efectividad de este produsifonso, J. Nufiez, M. (1996). “Biobras-16, nuevo modo de

to se incrementa cuando la dosis de 50 migsddracciona en

aplicacién en hortalizas”. In: Seminario Cientifico, 10. La

dos aplicaciones, la primera efectuada siete dias después del Habana. Programa y Resumenes. La Habana: Instituto
trasplante y la otra al inicio de la floracion.

TABLA 3. Efecto del momento y dosis de aplicaciéon de DAA-16
en los rendimientos del cultivo del tomate cv Campbell 28.

TRATAMIENTOS DOSIS MG/HA MEDIAS T/HA
1 Testigo 41.64 b
2 25 45.13 b
3 40 48.41 a,b
4 50 59.54a
Es =3.65
Cv =15.017%

Letras diferentes indican diferencias significativas al 0.05 %

GRAFICA 1. Comparacién entre el proceso de fecundacién
y el rendimiento para los cuatro tratamientos
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El producto conocido como BIOBRAS-16, analogo de los
brasinoesteroides, es eficaz sobre el cultivo del tomate, fun-

damentalmente sobre el rendimiento.

No se observaron efectos significativos en cuanto al dia-
metro del tallo y la fecundacion en las plantas tratadas con

respecto al testigo.

El tratamiento mas efectivo para las variables analizadas

fue el 4 (50 mg/ha).
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Las cactaceas de Samalayuca

Irma Delia Enriquez Anchondo

Los Médanos de Samalayuca se encuentran ubicados dentro de una cuenca endorreica en la regiéon conocida como

Desierto Chihuahuense. Se localiza en la porcién norte del estado de Chihuahua. El area corresponde a una de las
regiones mas aridas de la entidad, ubicada dentro de la provincia biética llamada “Llanuras y médanos del norte” y
clasificada por la CONABIO en 1999 como area prioritaria para la conservacion. El clima es muy seco, templado con
verano calido BWk, con temperatura media anual de 15 a 25°C y precipitacion pluvial promedio de 212 mm al afio. La

altitud es de 1,250 en las partes planas y cuencas y hasta de 1,820 metros sobre el nivel del mar en las partes mas altas

de las sierras. Presenta formacion de dunas tipo Akle, de origen edlico. El area con vegetacion que rodea a las dunas
se compone de sedimentos no consolidados de origen aluvial depositados durante el periodo Cuaternario y consisten
de capas de grava, arena y arcilla. Las dunas se fitreeondepositadas por el ancestro del Rio Bravo durante
el Pleistoceno y estan constituidas de silica con una pureza estimada de 94%. Se determinaron cuatro tipos de
vegetacién, con una lista floristica de aproximadamente 200 especies, y una diversidad de cactaceas de 16
especies contenidas en cingénerostrestribus e igual nimero de subfamilias, siendo la subfamilia mas abundante
la CactoideaelLa familia presenta especies contenidas en la NOM-059 ECOL-1994.

INTRODUCCION Los cactus son plantas que tienen numerosas espinas y
tallos suculentos o jugosos, pero la caracteristica principal
Las cactaceas son las plantas que mas han fascinado gdma ser denominado cactus, es la presencia de areolas en los
humanidad por su singularidad y métodos de sobrevivencitllos (Bravo, 1997).
son nativas del Continente Americano, que es donde tienenLa areola es una estructura de aspecto algodonoso que se
la mayor presencia, pero se encuentran actualmente en tqolesenta sobre el cuerpo de la planta y de ahi crecen fibras lanosas,
el mundo (Arias, 1993). cerdas, espinas, flores y frutos (Bach’s Cactus nursery, 1976).
Se relacionan con los desiertos que es el habitat que pre-Son perennes, con duracion de mas de 2 afios a tiempo inde-
senta mas individuos de esta familia y es aqui donde hdimido, algunas llegan a vivir mas de 150 afios (Arreola, 1997).
sufrido a lo largo del tiempo procesos extraordinarios de adap- En el caso de la chol@puntia imbricata La mayoria de
tacion y supervivencia (Enriquez y Olivas, 1999). las plantas alcanzan su maximo tamafio en 40 afios aproxima-
El nombre cactacea proviene del griego kaktos, que significdamente. El periodo de mayor crecimiento ocurre en julio, que
cardo, Linneo introdujo las cactaceas a la ciencia con el nombeeincide con el periodo de floracién (Pieper y Fraser, 1974).
de cactus, Coldn las llevé de las Antillas a Espafia y las pre-Muchas de ellas exhiben pigmentacion grisaceoverdosa o
sentd ante los Reyes catélicos entre su muestrario de hombresrde opaco como una adaptacién a las condiciones riguro-
animales y plantas. Causaron gran sensacion y pronto fuersas de la vida desértica (Kliem, 2000).
cultivadas e introducidas a toda la Cuenca del Mediterraneo Las cactaceas son plantas con habilidad natural para almace-
(Bravo, 1997). nar agua en su cuerpo y raices (Bach'’s cactus Nursery, 1976),
Se ubican taxonémicamente dentro de la clase de las digmeseen una extensa red de raices que crecen muy cerca de la
tiledéneas, como plantas suculentas generalmente xerofitasiperficie, para poder absorber en el menor tiempo posible la
con tejidos de almacenamiento muy desarrollados para comayor cantidad de agua de las escasas lluvias.
servar agua y nutrientes y poder sobrevivir largos periodos Gibson y Nobel (citados por Bravo, 1997), consideran que
de sequia (Rodriguez y Porras, 1985). las cactaceas son un grupo natural que evolucioné en los Ulti-
Su método de reproduccién es vegetativa, pero algunos sws 80 millones de afios, a partir de plantas no suculentas, con
reproducen por semilla, crecen erectos, otros a ras de sudlojas bien desarrolladas, con fotosintesis del tippfGrma-
con flores hermafroditas, vistosas, las nocturnas son blancei®n de dunas tipo Akle y una diversidad animal y vegetal
con tonos amarillos o rojizos, las diurnas son blancas, purpirteresantes. Segun Johnston (1977), en el Desierto de Chihua-
ra, amarillas, anaranjadas y verdes (Arreola, 1997). hua hay al menos 1,000 especies endémicas, en México crecen

* Departamento Pecuario, Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Instituto de Ciencias Biomédicas de la UACJ.
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cerca del 85% de estas especies donde destacan los génétesodologia
Mammillariay Opuntias(Sociedad Mexicana de Cactologia,
2001). El trabajo se inicié en 1997 y se concluy6 en 1998, las colectas
Por estos motivos, los objetivos principales del estudio dée ejemplares en el campo, asi como la determinacion de los
las cactaceas en Samalayuca son: tipos de vegetacion y medicién de sus caracteristicas, se lle-
< Hacer un inventario lo méas preciso posible de los génerasron a cabo en dos temporadas: de agosto a octubre y en
y especies del area. primavera durante los meses de marzo a mayo. Se hicieron
« Propiciar futuras investigaciones en esta familia de plantaademas otras salidas de campo fuera de estas temporadas en
« Contribuir al listado floristico del estado de Chihuahua. las que también se colectaron ejemplares que se encontraban
« Llamar la atencién de las autoridades gubernamentalesdysponibles.
de centros de investigacién para que se considere a estd.a delimitacion del area de estudio se realizé basandose en
region como un area natural protegida. criterios fisiogréficos, siguiendo pardmetros de cuenca hidro-
« Servir de informacién a estudiantes y a la poblacion elbgica, de formacién de dunas, de homogeneidad en la fisono-
general para que conozca los recursos naturales que mofa de la vegetacion, consultando fuentes bibliograficas an-
brinda el desierto, asi como los beneficios y utilidades quieriores, asi como tomando en cuenta el objetivo del estudio

de ellos se derivan. por parte del Gobierno del Estado.
Primero se delimité la zona en cartas topograficas esc. 1:50,000
Materiales y métodos donde se mapeé la vegetacion mediante recorridos por toda el

area, anotando en cada tipo de vegetacion: especies domi-
1. Material cartografico: Cartas topograficas: INEGI.nantes, especies asociadas, topografia, tipo de suelo, grado
Esc.1:50,000, H13A35, H13A45, H13A36, H13A46. de erosién o utilizacién, abundancia de especies, cobertura
Esc.1:250,000 H13 - |. Mapa de tipos de vegetacién yegetal, mediante muestreos de transecto a pasos (100 pun-
sitios de productividad forrajera del estado de Chihuatos), esto con el fin de determinar el estado o condicion actual
hua elaborado por la Cotecoca — SARH. 1978. Carta déel ecosistema.
climas de INEGI 138 - I. Las colectas de plantas se hicieron en toda el area, y pro-
2. Registros climaticos. gramandolas de acuerdo a la observacion en campo sobre
3. Literatura especializada en taxonomia, vegetacion, flddiversidad de especies, tomando en cuenta diferencias en
ras, etc. para identificacién de especies e informaciétipos de vegetacion, exposicién solar, topografia, direccién

complementaria del listado. de vientos, posibles areas reliquia, etc.
4. Estereoscopio. Mientras fue posible, se colectaron cinco ejemplares de
5. Colaboracién con los Herbarios de la UACJ, UNAM ycada planta para incrementar el acervo y capacidad de inter-
UTEP para corroboracién de ejemplares. cambio del herbario de la UACJ donde se encuentran los ejem-
6. Ejemplares botanicos colectados por la autora y colglares colectados, asi como en el Herbario de la UTEP, ya que
boradores. el Dr. Richard Worthington, curador de dicho herbario partici-
7. Listados de especies de otras dependencias e instiné en el proyecto dentro del area taxondémica para identifica-
ciones educativas. cion de las especies.
8. Planimetro. Algunos de los ejemplares colectados se encuentran como
9. Imagenes de satélite. INEGI. material vivo en el Jardin Botanico del Instituto de Ciencias
10. Formas de muestreo y toma de datos de campo.  Biomédicas de la UACJ, instalado en el edificio de Investiga-
11. Vehiculo de la UACJ. cion y Posgrado de dicho Instituto.
12. Manuales de identificacion de plantas. A la fecha existen algunos ejemplares en identificacién en
13. Prensa de madera. los Herbarios de la UNAM y UTEP, por lo que el listado final
14. Cartén, papel secante, papel periddico, pincelin. debera seguir incrementandose mediante otras investigacio-
15. Hacha, tijeras, pala. nes posteriores.
16. Bolsas de papel.
17. Bolsas de plastico. DISTRIBUCION DE LAS CACTACEAS EN LOS TIPOS
18. Libreta de apuntes. DE VEGETACION DE LOS MEDANOS DE SAMALAYUCA
19. Caja de carton.
20. GPS geoposicionador. La zona é&rida donde se ubica la regién de Samalayuca se ca-
21. Cartas topogréficas. racteriza por sus condiciones extremas, como baja precipita-
22. Lupa. cion pluvial y mala distribucién, menor de 300 mm al afio, las
23. Camara digital. lluvias se presentan en forma torrencial; tolera largos periodos
24. Formatos de muestreo. de sequia donde las temperaturas medias al afio en promedio

son de 15 a 25°C, siendo muy altas en primaveray verano (ma-
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yores a 40°C) y muy bajas en invierno (bajo cero); presencia debido a las condiciones edafoldgicas y de topografia ideales
no menos de siete meses secos; insolacién y evaporacion glra el habitat de estas plantas.

con poca humedad ambiental, heladas intensas y nevadas yse encontraron las siguientes especies de cactaceas: bizna-
con una cubierta vegetal menor del 70% con dominancia prinaitaCoryphantha sneedii, C. strobiliformizarrilito Echino-
palmente de especies xerdfitas (Cotecoca, 1994). cactus parry, EhorizonthaloniuspitayasEchinocereus dasya-

La distribucién de la vegetacion esta condicionada al facanthus, E. enneacanthus,tiglochidiatus, E. chloranthus,
tor climatico principalmente, aunque existen comunidadeEk. coccineus, E.pectinatubiznagaMammillaria grahamij
vegetales formadas a partir de las condiciones edafolégicagpal de duna®puntia arenaria nopalesO. violacea var
geoldgicas y topogréficas (INEGI, 1998). macrocentra, O. engelmanii, O. leptocaulis.

De acuerdo con la clasificacién de COTECOCA (1978), en
la region de los Médanos de Samalayuca se presentan confiuDe origen edafico
nidades vegetales:

a) Se desarrolla el matorral de médanogue comprende la
I. De origen climatico mayor parte de la superficie y que se encuentra rodeando el
cuerpo de dunas moviles sin vegetackste tipo de comuni-

a) El matorral inerme parvifolio en planos y laderas que dad vegetal se caracteriza por la presencia de especies arbus-
bordean las sierras Presidio y Samalayuca, cuya especie dothias principalmente el mezquieosopis juliflora var. glan-
nante es la gobernadokarrea tridentata asociada con el dulosa chamizoAtriplex canescenshierba de la menta
hojasérFlourensia cernua la mariolaParthenium incanum  Poliomintha incanay estafiateArtemisia filifolia.

Las especies de cactaceas que se localizaron en este tipo ddorton y Hull (1973), consideran aAatemisia como el
vegetacién son: biznaguit@oryphantha sneediipitaya arbusto mas ampliamente distribuido en los desiertos frios.

Echinocereus dasyacanthyg. triglochidiatus biznagaMa- Las especies de cactaceas que aqui crecen son: biznaguita
mmillaria grahamij nopal de las duna®puntia arenaria ~ Mammillaria grahamij nopal Opuntia engelmanii, O.
nopalO, engelmanii, O. violacea var. macrocentra. violacea var macrocentray tasajilloOpuntia leptocaulis.

Por Gltimo, ocupando una extension de aproximadamente

b) El matorral mediano subinermese distribuye sobre las 10,000 hectareas y localizados justo a los pies de la sierra Pre-
llanuras onduladas limitrofes con el matorral de gobernadoriidio, se encuentran los Médanos de Samalayuca, formados
y el matorral de médanos, formando una zona de transicigror dunas moviles de escasa a nula vegetacioén, cuya forma-
vegetal importante para el refugio y reproduccion de la fauneion es de tipo Akle, y con una composicién quimica de la arena
silvestre. del 94% de silica (MacDougal citado por Lesueur, 1945).

Este tipo de vegetacion tiene como especies arbustivas do-La altura desde el apice hasta el fondo del lecho marino es
minantes a la gobernadatarrea tridentatay al mezquite por lo general de 15 metros, pero en el area oeste de la Sierra
Prosopis juliflora var.glandulosademas de otras de menor Presidio donde la arena esta en constante movimiento por la
abundancia como son el chamioiplex canescenscotillo  direccidn prevaleciente de los vientos del este, existe una serie
Fouquieria splendenshojasénFlourensia cernuay palma de dunas que alcanzan alturas de 60 metros 0 mas (Lesueur,
Yucca elatay Y. torreyi que le dan la apariencia clasica del1945).
desierto.

Se encontraron las cactaceas: nopal de dDpastia are- ESTATUS DE LAS CACTACEAS DE SAMALAYUCA
naria, nopalO. engelmanii, O. violacea var macrocentra
tasajilloO. leptocaulisy cholla O. imbricata. En México se encuentra el mayor nimero de especies endé-

micas, es decir cerca del 85% de las especies mexicanas cre-

c) Pastizal amacollado abiertdocalizado en las serranias cen solamente en este pais (Sociedad Mexicana de Cacto-
de Presidio y Samalayuca, donde difiere en especies vegelagia, Cons. Elect., 2001) y por lo atractivo y caprichoso de
les debido a la exposicién solar e intensidad del golpe de I@sis formas y estructuras este tipo de plantas han sido obje-
vientos que en esta region siguen una direccion NW y SEQ de una irracional extraccion, ya sea para utilizarse para
siendo sus principales elementos vegetales los pastos anaanato, o para venta, reproduccién, estudio, etc., pero esto
collados del génerBouteloua cuyas especies dominantes ha ocasionado una disminucion en las poblaciones norma-
son: banderill8outeloa curtipendulanavajita rojaB. trifida, les, y en la actualidad algunas de ellas se encuentran con-
navajita negr®. eriopoda Encontramos como componentestenidas en la NOM—-059— ECOL-2000, emitida por la Se-
secundarios y de poca abundancia las especies arbustivamrnap. Esta Norma Oficial Mexicana, determina las espe-
mariolaParthenium incanupocotillo Fouquieria splendens cies de flora y fauna silvestre terrestres y acuaticas en peli-
y palmillaNolina texanay es en estas zonas donde se congro de extincion, amenazadas, raras, y las sujetas a protec-
centran la mayoria de las especies de cactaceas de la regiddn especial (Semarnap, 2000).
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TOES,1993 Categoria:

TOES I. En peligro de extincion. Legalmente protegidas.
TOES Il. Amenazada. Legalmente protegidas.

TOES Ill. En peligro de extincion pero sin proteccion legal.
TOES IV. Amenazada, sin proteccion legal.

TOES V. Rara, de baja poblacion, sin proteccion legal.

Plantas gque se encuentran Relacion taxonomica de las
dentro de la NOM-059-ECOL-2000: cactaceas en Samalayuca
PLANTA ESTATUS Familia Cactaceae
Echinocactus parry amenazada Subfamilias
Opuntia arenaria sujeta a proteccion especial Opuntioideae Pereskioideae Cactoideae
Género 9 tribus (2)*
Estatus de plantas en Nuevo México, Opuntia Echinocereeae
Estados Unidos (publicacion electrénica 2001). Cacteeae
Coryphantha sneedii var. sneedii rara Tribus
Coryphantha strobiliformis rara Opuntioideeae Echinocereeae Cacteeae
Opuntia arenaria rara B
Géneros
Estatus de plantas en Texas, (Jones y col. 1997). Opuntia Leptocaulis  Echinocereus Echinocactus parry
dasyacanthus
Coryphantha sneedii TOES| O. arenaria E. chloranthus E. horizonthalonius
Opuntia arenaria TOESV O. violacea _ )
Opuntia engelmanii TOES IV var. macrocenthra E. coccineus C. sneedii
O. imbricata E. triglochidiatus  C. strobiliformis
3 O. engelmanii E. enneacanthus Mammillaria grahamii
SIGNIFICADO DE LA SIMBOLOGIA : E ;
o A . pectinatus
TOES: Texas Organization for Endangered Species

* De las 9 tribus, sélo dos estan representadas en el area.
Guzman, 1997.

Distribucién de las cactaceas de Samalayuca en tipos de vegetacion
Nombre comun Nombre cientifico Tipo de vegetacion
Mat. In. Mat. med. sub. Mat. med. Past. amac
Nopal Opuntia engelmanii X X X X
Cholla Opuntia imbricata X
Nopal de dunas Opuntia arenaria X X X
Tasajillo Opuntia leptocaulis X X X X
Nopal Echinocactus parry X
Barrilito Echinocactus horizonthalonius X
Pitahaya Echinocereus dasyacanthus X X
Pitaya Echinocereus enneacanthus X
Pitaya Echinocereus triglochidiatus X X
Pitaya Echinocereus coccineus X
Pitaya Echinocereus pectinatus X
Pitaya Echinocereus chloranthus X
Biznaguita Mammillaria grahamii X X X
Biznaga Coryphantha sneedii X X
Biznaga Coryphantha strobiliformis X
SIMBOLOGIA: Mat. In.- Matorral inerme parvifolio. Mat. Med.sub.- Matorral mediano subinerme.
Mat. Med.- Matorral de médanos. Past. Amac.- Pastizal amacollado abierto. Barraza y col., 1997

SINONIMIA (Jonesy col., 1997)

a)Echinocactus horizonthaloni@ Lemairevar. horizon-

thalonius
Syn :E. horizonthalonius var. moeller.A. Haage.

b) Echinocereus chloranthuéEngelm) F.A.Haagear.

chloranthus
Syn:Cereus chloranthuEngelm.

58

¢) Echinocereus coccineldgngelm.Var. coccineus
Syn:Cereus conoiderisngelm & J. Bigelow
Syn:E. coccineusEngelm) Engelmar. melanacanthusn-

gelm.

Syn:E. coccineusar. cylindricusEngelm.
Syn:Mammillaria aggregat&ngelm.

d) Echinocereus dasyacanthEsgelm

Syn:E. pectinatugM. Scheidweiler) Engelmar. dasyacan-
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thus(Engelm)N.Taylor ovales. Espinas centrales en nimereals omas.
Syn E. pectinatus var. neomexica@ih Coulter) L.Benson.
e) Echinocereus enneacanthisgelmvar. enneacanthus Echinocereus enneacanthiiegelm. Pitaya. Cactus fresa.
Syn:E. enneacanthusngelmvar. brevispinugW. Moore) Reg. UACJ. 914.

L. Benson. ennéa = nueve, acantha = espina
f) Opuntia engelmanil. Salm —Reiff — Dickar. engelmanii De lento crecimiento, tallo inicial con ramificaciones basales,
Syn:O. dillei D. Griffiths forma grupos de hasta 20 cm de longitud y diametro de 5 -7
Syn: 0. phaeacanth&ngelmvar. discata(D.Griffiths) L.  cm; 7 a 20 costillas con areolas blancas redondas distancia-
Benson & D. Walkington. das 2 cm entre si. Espinas radiales en numero de 8, desiguales,
g) Opuntia macrocentr&ngelmvar. macrocentra robustas en la base de 1 cm de longitud amarillentas e irradia-
syn: 0. violaceaEngelmvar. castetteriL.. Benson das, y una Unica espina central. Flor roja a magenta. Fruto
Syn: 0. violacea var. macrocent(@&ngelm) L.Benson esférico, rojo, jugoso y comestible.
Syn: 0. violaceaEngelmvar. violacea
h) Mammillaria grahamiiEngelmvar. grahamii Echinocereus chloranthigngelm. Pitaya.
Syn:M. microcarpaEngelm Reg. UACJ.JB33.
Syn: M. microcarpa var. auricarpaV.Marshall Crecen en grupos. De 20 cm de altura por 5 a 7.5 cm de
Syn:M. milleri (N. Britton & J. Rose) F. Bodecker ancho, espinas radiales 3 a 6, la flor es variable en color verdo-

) ) sa a café rojiza y aparecen en cualquier lado del tallo, sin
DESCRIPCION DE LAS CACTACEAS DE SAMALAYUCA  esencia y dura sélo unos cuantos dias, florea de abril a mayo.

Echinocactus parrfEngelm. Barrilito. Echinocereus dasyacanthisgelm. Pitaya.

Reg. UACJ.10009. Reg. UACJ.913.

Misma descripcién detchinocactus horizonthalonius Plantas simples, muy espinosas de 10 a 30 cm de altura, por 5
a9 cmde ancho, costillas 15 a 21, rectas espinas radiales 16 a 24,

Echinocactus horizonthaloniu€. Lemaire. Barrilito. de 1.5 cm de longitud, flores nacen cerca del apice, color ama-

Reg. UACJ. JB44 rillo canario y rojizas a la madurez, fruto comestible, poco agrio.

Plantas simples, globosas, color verde glauco o grisaceo, de
4 a 25 cm de altura; costillas 8 a 13, obtusas a veces espiraladagchinocereus coccinelgelm. Pitaya.
areolas distantes entre si de 1 a 2 cm; espinas 6 a 9 rectafikeg. UACJ. JB34.
encorvadas o aplanadas. Espina central mas gruesa que laBlantas simples o cespitosas, globosas, muy espinosas:
radiales. Las flores nacen en el 4pice, de color rosa, fruspina radial con la punta café, erectas, mas o menos en nu-
dehiscente de 3 cm, color rojo, semillas de 2 mm de longituahero de 20, flor muy grande color pUrpura, I6bulos del estig-
color casi negro. ma 8 a 10, blancos; fruto verde, oblongo de 2 a 2.5 cm de largo.

Esta especie se confunde a menudokquarry.

Mammillaria grahamiiEngelm. Biznaguita.

Echinocereus triglochidiatuEngelm. Pitaya. Reg. UACJ. JB3.

Reg. UACJ. 915 Uno de los cactus pequefios mas hermosos. Tallos de mas

Es uno de los cactus llamados pitayas mas atractivos, crege 11 cm de altura y 8 de ancho. Espinas centrales de 1 a 3 con
en las laderas rocosas y gravosas del pastizal amacolladoutesolo garfio central. Flores rosas de 1 pulgada de ancho,
las sierras Presidio y Samalayuca, aunque también es conapurren solas o en grupos, florea de mayo a junio.
encontrarlo en el matorral inerme de gobernadora que esta
adyacente a este pastizal. Coryphantha sneed{N. Britton & J. Rose) A. Berger.

Es de tamafio grande, sus tallos crecen mas de 30 cm d&keg. UACJ.JB31.
largo por 7.5 de ancho, las espinas 3 a 4 de 2.5 cm de largo, ddallos de 1-2 cm de ancho y 10 cm de alto, que crecen en
seccién triangular. Florece de abril a junio y sus flores de col@rupos, espinas delgadas, que salen erectas de cualquier
rojo duran abiertas de 2 a 3 dias, los frutos son comestibleéreola, de 2 a5 mm de largo; flores amarillo palido a rosa o casi

blancas, no se abren completamente, de 1.5 cm de ancho;

Echinocereus pectinat{Scheidw) Engelm. Pitaya. fruto elongado de 1-1.5 cm de largo rojizo, florece en abril.
Reg. UACJ. JB48
Pectina= aplanada y extendida. Coryphanthastrobiliformis(Poselger) Moran. Biznaguita.

Endémica. Presenta espinas radiales 22 a 30, no entrelazadaReg. UACJ.JB53.
pectinas, flores de color rojo violaceo. El tallo ovalado-cilindri- Tallos solitarios, muy pocos en grupos; tallos individuales
co ramifica a partir de la base de 15 a 20 cm de alto. Aproximadde 2 a 4 cm de ancho y 10 cm de alto; tubérculos en tallos
mente 20 costillas. Areolas afieltradas, espinosas, muy juntasnaduros presentan una ranura en la parte superior; espinas 20
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a 25 por areola, blancas, algunas veces amarillentas o cafeso$ésrece en junio.
delgadas en un 70%; flores amarillo palido a rosa, no abren

completamente, estigmas blancos a rosas; fruto elongado de *Ejemplares depositados en el
1.5a2cmde largo, verde algo rojizo. Florece de abril a mayo. Herbario y Jardin Botanico de la UACJ.
Opuntia arenariaEngelm. Nopal de dunas. RESULTADOS

Reg.UACJ. JB22.

Tallos articulados, planos de 8 cm de largo y 2-3 cm de 1. Se han localizado a la fecha 5 géneros y 15 especies de
ancho; areolas en grupos densos de gloquidios amarillentos; cactaceas en la regién conocida como Médanos de Sama-
rizomas con gloquidios; espinas en areolas, 3 a 10 por areola; layuca.
espinas en ovario y fruto mas pequefio; flores amarillas de 3 a 2. El tipo de vegetacién que alberga mayor nimero de es-

6 cm, estigmas verdes. Florece de mayo a junio. tas especies es el pastizal amacollado, y le siguen en
importancia el matorral inerme parvifolio y el matorral de
Opuntia engelmanbalm-Dyck Engelm. Nopal. médanos.
Reg. UACJ.JB50. 3. El pastizal amacollado se encuentra en las dos sierras

Arbustos muy extendidos de hasta 2 metros de altura; arti- que circundan la zona, resultando el habitat preferido
culos orbiculares u oblongos, de 20 a 30 cm de longitud, color  por los cactus.
verde palido; areolas distantes, gloquidas numerosas de co- 4. Las cactaceas del génétchinocereugesultaron ser
lor café con las puntas amarillas; espinas cuando existen 3a 4, las mas abundantes, siguiendo el gégantia
0 una sola; flor amarilla de 9 cm de diametro; fruto rojo de 3.5 5. LaOpuntia arenaria y el Echinocactus parrge en-
a4 cm de didmetro. Florece de abril a mayo. cuentran en la NOM -059-ECOL-2000 con estatus de
“proteccioén especial” y “amenazada”, respectivamente.
Opuntia violacea var. macrocentingelm. Nopal.
Reg. UACJ.JB37. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Plantas de 60 a 90 cm de altura, que pueden ser arbores-
centes; articulos oblongos u orbiculares, de color azulado o 1. En los Médanos de Samalayuca se han encontrado has-
purpurino; las espinas son largas, se encuentran en las areolas ta la fecha 5 géneros y 15 especies de cactaceas, en su
superiores en numero de 1 a 2, de color negro; flor amarilla,  mayoria endémicas.

fruto color purpura. Florece de mayo a junio. 2. El Echinocactus parryla Opuntia arenaria la Co-
ryphantha sneediy C. strobiliformisson algunos de
Opuntia leptocaulif\. P. de Candolle. Tasajillo. los ejemplares de cactus con estatus de amenazadas,
Reg. UACJ. JB2. raras o en peligro de extincion, por lo que debe ser con-

Planta arbustiva a veces con un tronco corto; de hasta 2 trolada su extraccion.

metros de altura; ramas delgadas y poco tuberculadas; las 3. La regién de los Médanos de Samalayuca, es una zona
areolas sobre tubérculos poco prominentes; pequefias y re- de caracteristicas Unicas en el mundo, en cuanto a di-
dondas con gloquideos abundantes y amarillentos provistos versidad de floray fauna, formacién de dunas tipo akle,
de un fieltro blanco; en general poseen una espina, son claras y en existencia de especies con estatus oficial.

de hasta 5 cm de longitud, encerradas en una vaina; flores 4. Por sus caracteristicas de singularidad, debe ser objeto
pequefias, verdosas o amarillas; fruto globoso, de 1 cm de lon-  de proteccidn y conservacion, asi como de mas estudio.
gitud, de color rojo o amarillo, provistos de areolas que pueden 5. Se recomienda incluir en el estatus oficial de area natural

dar lugar a nuevas vegetaciones. Florece de marzo a julio. terrestre protegida.
6. Por las alteraciones que en la actualidad estan sufriendo
Opuntia imbricata(Haw) De Candolle. Choya sus ecosistemas por las actividades de extraccion, asi
Reg. UACJ. JB41. como ganadera, agricola e industriales, esta region esta

Plantas arborescentes, hasta de 3 0 mas metros de altura, en peligro de verse perturbada en grado serio, asi como
tronco lefioso, con numerosas articulaciones, tubérculos de 2  las especies de flora y fauna que en ella tienen su habitat
a 2.5 cm de longitud, lateralmente aplanados, espinas 8 a 30, natural, por lo que se hace un llamado a las autoridades
provistas de vainas papiraceas, de 2 a 3 cm de longitud; flores para que implanten programas de manejo y culturales
purpura de 4 a 6 cm de longitud, fruto desnudo amarillento.  para la poblacién en general.
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TAXONOMIA, ECOLOGIA Y DISTRIBUCION DE

Hongos macromicetos de
Bosque Modelo, Chihuahua

Miroslava Quifionez-Martinez* y Fortunato Garza-Ocafias*

Se realizé un estudio sobre la diversidad taxon6mica, distribucion e importancia de 102 especies de hongos
colectados en el area de influencia de Bosque Modelo Chihuahua, en el estado de Chihuahua. La vegetacion
esta formada por bosques templados de pinos y encinos. Se determinaron 102 taxa, conformados por 89
especies y 13 géneros en 29 familias. La lista micofloristica que se presenta inbyyenycete
6 Ascomycetes84 Basidiomycetey 11 Gasteromycetes

INTRODUCCION diados en orden decreciente: Bocoyna (148 especies, 70 gé-
neros y 30 familias); Temosachi (108, 71y 29, respectivamen-
Chihuahua es uno de los estados madereros mas importart&)s Guachochi (74, 43 y 20) e Hidalgo del Parral (26, 12y 8,
de México. Los bosques de conifef@mus spp y de encinos  respectivamente). Entre los géneros mejor representados en-
(Quercus spp estan ampliamente distribuidos en la region oesteontramosAmanita, Lactarius, Polyporus, Boletus, Russula,
del estado. Los hongos macroscépicos son un recurso forestrtinarius, Agaricusy LycoperdonEn cuanto a familias, se
poco aprovechado y practicamente desconocido en la regiéefiere: Polyporaceag Boletaceag RussulaceaeAmanita-
norte de México. Esto se debe a la falta de conocimiento dedaaey Cortinariaceae por citar algunas.
taxonomia y biologia de este importante grupo de organismos.Montoya (1992) registré 15 especies del géhertarius
En México son escasos los estudios micofloristicos, comeonocidas en México para el estado de Chihuahua; entre las
es el caso del estado de Chihuahua, que a pesar de que cuestzecies mas representativas se encuerteatarius deli-
con una gran superficie forestal, han sido pocas las investigaiosus, L. torminosus, L. uvidus, L. salmonicolor, L. zonarius,
ciones de caracter micologico que se han realizado. En Ids chrysoreus, L. indigo, L. volem&tre otras. Pérez-Silvay
ultimos 10 afios es cuando més esfuerzos se han hechoHgrrera (1991) reportaron 13 especies del géhermnitapara
este sentido, pues ya se cuenta con algunos listados taxa-estado de Chihuahua, mencionandAraanita caesarea,
némicos: Pérez-Silva y Aguirre-Acosta (1986), Laferriére yA. spreta, A. vaginata, A. gemmata, A. pantherina, A. virosa,
Gilbertson (1992) y Moreno-Fuentes y col. (1994). Aunado ah. flavoconia, A. flavorubescens, A. rubescens, A. solitaria,
valor econémico que suponen las comunidades forestales, polypyramisy A. chlorinosma.
éstas también representan un importante acervo de recurso&l programa Bosque Modelo Chihuahua se desarrolla en la
bidticos (génicos) potenciales que en algunos casos Unigaarte central del macizo forestal del estado de Chihuahua, en
mente encontramos en esta region, tales deivea chihua-  la que se distribuye una gran riqueza natural con una diversi-
huanaMartinez que es una pinacea endémica de los estadakad de oportunidades de desarrollo. Esta region se caracteri-
de Chihuahua y Durango. Esta especie ha sido intensamemge por tener un desarrollo socioeconémico muy bajo y para-
explotada, por lo que actualmente se considera en peligro déjicamente contiene grandes riquezas naturales, lo cual la
extincion (Silva-Rodriguez, 1990). hace alin mas importante para la realizacion de actividades
Moreno-Fuentes y col. (1994) realizaron una revision bitanto de investigacion como productivas (Chacén.y1e®6).
bliogréafica exhaustiva de los diferentes trabajos donde se rEn Bosque Modelo Chihuahua se reconocio que la educacién
portan macromicetos del estado de Chihuahua; revelando l#sne que formar parte de todo el proceso para conseguir una
siguientes tendencias: 343 especies distribuidas en 133 gémision y un manejo integral de los recursos con la participa-
ros y 51 familias. Las recolecciones provienen de 7 de los &76n de todos los sectores y comunidades (Uribe, 1996). Para
municipios con los que cuenta el estado, siendo los méas estaimplementacion de sistemas de manejo integral, se requiere

* Universidad Auténoma de Ciudad Juérez, ICB, Henri Dunant 4016, Zona Pronaf, Ciudad Juarez, Chih., México. C. P. 32310.
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TABLA 1. Taxonomia de las especies descritas en
el area de influencia de Bosque Modelo Chihuahua

TAXA

FUNGI

DIVISION MYXOMYCOTA

CLASE MYXOMYCETES

ORDEN LICEALES

FAMILIA LYCOGALACEAE

. Lycogala epidendrum (L.) Fr.

DIVISION EUMYCOTA

CLASE ASCOMYCETES

ORDEN XYLARIALES

FAMILIA XYLARIACEAE

. Xylaria hypoxylon (L. ex Hook.) Grev.

ORDEN HYPOCREALES
FAMILIA HYPOMYCETACEAE

. Hypomyces lactifluorum (Schwein. Ex Fr.) Tul.

ORDEN PEZIZALES
FAMILIA PEZIZACEAE

. Aleuria aurantia Fuckel.

. Macropodia macropus (Pers. ex S.F. Gray) Fuckel.

FAMILIA HELVELLACEAE

. Paxina acetabulum (L. ex St.- Amans) Kuntze.

ORDEN HELOTIALES
FAMILIA GEOGLOSSACEAE

. Spathularia flavida Persoon ex Fries.

CLASE BASIDIOMYCETES
ORDEN APHYLLOPHORALES
FAMILIA CLAVARIACEAE

8.

Clavaria fistulosus

9.

Clavaria vermicularis Fr.

10

. Ramaria flava (Fr.) Quél.

11.

FAMILIA CANTHARELLACEAE
Cantharellus cibarius Fr.

12.

FAMILIA GANODERMATACEAE
Ganoderma applanatum (Pers. ex Wall.) Pat.

33. A. rubescens (Pers. ex Fr.) S.F. Gray.
34. A. vaginata (Bull. ex Fr.) Vitt.
35. A. variabilis
36. A. verna (Bull. ex Fr.) Vitt.
37. A. virosa Secr.
38. Amanita sp.
FAMILIA AGARICACEAE
39. Agaricus campestris L. ex Fr.
40. Agaricus silvaticus Schaeff. ex Secr.
41. Agaricus sp.
42. Cystoderma amianthinum (Scop ex Fr.) Fay.
43. Cystoderma granulosum (Fr.) Fayod
FAMILIA LEPIOTACEAE
44. Lepiota clypeolaria (Bull ex Fr.) Kumm.
FAMILIAHYGROPHORACEAE
45. Hygrophorus russula (Fr.) Quél.
FAMILIA COPRINACEAE
46. Panaeolus antillarum (Fr.) Dennis.
47. Panaeolus campanulatus (Bull. ex Fr.) Quél.
48. Panaeolus semiovatus (Sow. Wx Fr.) Lund & Nannf.
49. Psathyrella candolleana (Fr.) Maire
FAMILIA STROPHARIACEAE
50. Naematoloma fasciculare (Huds. Ex Fr.) Karst.
51. Psilocybe coprophila (Bull. ex Fr.) Kumm.
52. Stropharia semiglobata (Batsch. Ex Fr.) Quél.
FAMILIA TRICHOLOMATACEAE
53. Armillariella mellea (Vahl. Ex Fr.) Karst.
54. Clitocybe gibba (Fr.) Kumm.
55. Clitocybe sp.
56. Collybia confluens (Pers. ex Fr.) Kum.
57. Laccaria bicolor (Maire) Orton
58. Laccaria laccata (Scop. Ex Fr.) Berk. & Broome.
59. Lyophyllum decastes (Fr.) Sin.
60. Marasmius androsaceus (L. ex Fr.)
61. Marasmius sp.
62. Melanoleuca melaleuca (Pers. ex Fr.) Murr.

13.

FAMILIA GOMPHACEAE
Gomphus floccosus (Schwein.) Singer.

63. Mycena pura (Fr.) Quél.

64. Panellus stipticus (Bull. ex Fr.) Kar.

14.

FAMILIA STEREACEAE
Stereum complicatum (Fr.) Fr.

65. Tricholoma magnivelare (Peck) Redhead

66. Tricholoma ponderosa (Pk.) Sacc.

15.

Stereum sp. 1

67. Tricholoma fulvum (DC ex Fr.) Sacc.

16.

Stereum sp. 2

68. Xeromphalina cauticinalis (Fr.) Kin & Maire.

17.

FAMILIA POLYPORACEAE
Albatrellus sp.

FAMILIA CORTINARIACEAE
69. Cortinarius semisanguineus (Fr.) Gill.

18.

Coltricia perennis Fr.

70. Cortinarius sp.

19.

Daedalea quercina Fr.

71. Gymnopilus sp.

20.

Phellinus robustus

72. Hebeloma crustuliniforme (Bull ex St. Amans) Quél.

21.

Gloeophyllum sepiarium (Fr.) Kar.

22.

Lenzites betulina (Fr.) Fr.

23.

Phaeolus schweinitzii (Fr.) Pat.

24.

Polyporus sp.

25.

ORDEN AGARICALES
FAMILIA AMANITACEAE
Amanita_alexandre

26.

A. caesarea (Fr.) Schw.

27.

A. flavoconia Atk.

28.

A. flavorubescens Atk.

29.

A. fulva (Schaeff. ex) Pers.

30.

A. gemmata (Fr.) Gill.

31

. A. magniverrucata Thiers & Ammirati

32.

A. muscaria (L. ex Fr.) Hooker.
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de la participacion interdisciplinaria de las instituciones que
influyen en el sector forestal y agropecuario; por ello, es im-
portante destacar la participacion en este Programa de las
diferentes estancias institucionales que se han sumado al es-
fuerzo de Bosque Modelo Chihuahua, entre las que destacan
SEMARNAP, Gobierno del Estado, INIFAP, Unidad Forestal
No. 5, Universidad Auténoma de Chihuahua, Presidencia
Municipal de Bocoyna, Sector Educativo, Sector Salud, entre
otras (Chacény cgl1996).

LOCALIZACION

El estudio se realizé en el macizo montafioso de la Sierra Madre
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73.

FAMILIA CREPIDOTACEAE
Crepidotus mollis (Schaeff. ex Fr.) Kummer.

74.

FAMILIA ENTOLOMATACEAE
Entoloma sp.

75.

FAMILIA RUSSULACEAE
Lactarius deliciosus (L. ex Fr.) S.F. Gray.

76.

L. torminosus (Schaeff. ex Fr.) S.F. Gray.

77.

L. uvidus (Fr.) Fr.

78.

Russula emetica (Schaeff. ex Fr.) S.F. Gray.

79.

R. cyanoxantha Schaeff. ex Fr.

80.

Russula brevipes Pk.

81.

FAMILIA BOLETACEAE
Boletellus russellii (Frost) Gilbert.

82.

Boletus frostii Russ. apud Frost

83.

B. pinophilus Pilat & Dermek.

84.

B. variipes Peck.

85.

Suillus americanus (Peck) Snell.

86.

S. brevipes (Pk.) Kuntze.

87.

S. granulatus (Fr.) Kuntze.

88.

S. pictus (Pk.) A.H.S. & Thiers.

89.

S. pseudobrevipes Smith & Thiers.

90.

S. tomentosus (Kauff.) Singer.

91.

Xerocomus sp.

92.

CLASE GASTEROMYCETES
ORDEN LYCOPERDALES
FAMILIA LYCOPERDACEAE
Calvatia cyathiformis (Bosc.) Morgan.

93.

Lycoperdon perlatum Pers.

94.

L. pusillum Batsch.

95.

L. equinatum (Pers. ex Pers.)

96.

ORDEN SCLERODERMATALES
FAMILIA ASTRAEACEAE
Astraeus hygrometricus (Pers.) Morgan.

97.

FAMILIA SCLERODERMATACEAE
Scleroderma areolatum Ehr.

98.

ORDEN NIDULARIALES
FAMILIA NIDULARIACEAE
Cyathus stercoreus (Schwein.) De Toni.

99.

C. striatus Huds. ex Pers.

100. Crucibulum laevis (Huds.) Kamb.

ORDEN HYMENOGASTRALES
FAMILIA RHIZOPOGONACEAE

101. Rhizopogon sp.

ORDEN USTILAGINALES
FAMILIA USTILAGINACEAE

102. Ustilago maydis (DC.) Corda.

Numero de pagina de la descripcion macroscoépica y
microscépica de la especie correspondiente.

METODOLOGIA

Para la recolecta de hongos, durante los meses de julio a sep-
tiembre de 1998, se realizaron cinco exploraciones, concentran-
dose en zonas representativas de las principales areas ya
mencionadas que comprenden la zona de influencia de Bos-
que Modelo Chihuahua, con base en accesibilidad y conser-
vacion forestal. El material fue herborizado siguiendo las re-
comendaciones de Cifuentes y col. (1986), registrandose las
caracteristicas macroscépicas del material en fresco.

El estudio y caracterizacion de las estructuras microscopi-
cas consistié en realizar preparaciones temporales de cortes
del himendéforo en KOH 5% y solucion de Melzer. La identi-
ficacion se realizé mediante la comparacién de los datos
macroscopicos y microscépicos con literatura especializada
tales como: Hanlin (1990) y San Martin (1998) para
Ascomycetefacioni (1982), Singer (1986), Lincoff (1988) y
Garciay col. (1998) para todos los grupos. El material fingico
identificado se depositd en el herbario micoldgico de la Fa-
cultad de Zootecnia de la Universidad Auténoma de Chi-
huahua (UACH), con algunos duplicados en el herbario de
la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad Auto-
noma de Nuevo Ledn y del Instituto Tecnol6gico de Ciudad
Victoria.

RESULTADOS

Clasificacion

Se determinaron 102 taxa, 89 de ellos a nivel especificoy 13 a
nivel genérico. La divisi6Myxomycotajuedo representada

por una familia, mientras que la DivisiBamycotaesta repre-
sentada por 29 familias, de las cuales 5 pertenecen a la subdi-
vision Ascomycoting 24 a la subdivisiéBasidiomycotina

de las cuales 18 pertenecen a la sub®asédiomycety 6 a

la subclas&asteromycetelodo lo anterior se presenta orde-
nado taxondmicamente en la Tabla 1.

Sustrato

De los 102 taxa determinados, 76 especies se encontraron
creciendo sobre mantillo, 13 especies sobre madera muerta,
principalmente troncos tirados, mayormente representados
por especies de la famillaanodermatacegestereaceay
Polyporaceag 6 especies creciendo sobre arboles vivos,

Occidental a 220 km al suroeste de la ciudad de Chihuahugiie incluyen las especi€&anoderma applanatum, Phae-
México, dentro del area de influencia de Bosque Modelo Chilus schweinitziiy Phellinus robustus6 especies sobre
huahua, comprendiendo ocho ejidos: Bocoyna, San Juanitestiércol, principalmente las especi@aneolus antillarum,
Creel, Gumeachi, El Ranchito, Arareco, Cusarare y Choguita. Planeolus campanulatus, Psilocybe coprophila, Stropharia
area comprende una superficie aproximada de 110,000 hect®miglobata, Cyathus stercorep€yathusstriatus locali-

reas, correspondiendo geograficamente a un cuadrangulo ubados aisladamente en las regiones de Arareco, Gumeachiy

cado entre los 230"y 2830’ latitud norte y entre los 1600’ y

San Juanito principalmente, lo cual indica poca presencia de

10800’ longitud oeste (Figura 1 y 2). La altitud media es deganado, y una especie sobre otro hongo correspondiente a
2,350 msnm, con una altitud maxima de 3,400 msnm y minima d&ypomyces lactifluorurareciendo sobr&ussula brevipes,

970 msnm (UF 5, 1993). En esta regidn, el aprovechamientncontrandosen Gumeachi, Arareco y Choguita.
agroforestal constituye la base de las actividades econdémicas.
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TABLA 2. Taxa reconocidos como comestibles, toxicos, medicinales, alucinégenos y destructores de la madera

Comestibles No comestibles No cToér;:ﬁ:sotlsbles Medicinales chigslguni:()jfrz
Agaricus campestris Agaricus sp. Amanita alexandre Calvatia cyathiformis Daedalea hercina
Agaricus silvaticus Albatrellus sp. A. flavoconia Clavaria vermicularis Ganoderma
Aleuria aurantia Amanita flavorubescens | A. gemmata Ganoderma applanatum | applanatum
Amanita caesarea Amanita sp. A. magniverrucata Lycoperdon equinatum | Lenzites betulinai
A. fulva Astraeus hygrometricus | A. muscaria*** L. perlatum Phaeolus schweinitzii
A. rubescens Clavaria fistulosus A. verna * L. pusillum Phellinus robustus
A. vaginata Clavaria vermicularis A. virosa * Ramaria flava Stereum complicatum
A. variabilis Clitocybe sp. Cortinarius semisanguineus| Ustilago maydis
Armillariella mellea Coltricia perennis Cortinarius sp.
Boletellus russellii Collybia confluens Hebeloma crustuliniforme
Boletus frostii Crepidotus mollis Lactarius torminosus
B. pinophilus Crucibulum laevis Lepiota clypeolaria
B. variipes Cyathus stercoreus Naematoloma fasciculare
Calvatia cyathiformis Cyathus striatus Paneolus semiovatus
Cantharellus cibarius Cystoderma amianthinum| Paxina acetabulum
Clitocybe gibba Cystoderma granulosum | Psilocybe** coprophila
Gomphus floccosus Daedalea hercina Russula emetica
Hygrophorus russula Entoloma sp. Scleroderma areolatum
Hypomyces lactifluorum | Ganoderma applanatum | Stropharia** semiglobata
Laccaria bicolor Gloeophyllum sepiarium
Laccaria laccata Gymnopilus sp.
Lactarius deliciosus Lactarius uvidus
Lycoperdon perlatum Lenzites betulina
L. pusillum Lycogala ephidendrum
L. echinatum Marasmius androsaceus
Lyophyllum decastes Marasmius sp.
Macropodia macropus Panellus stipticus
Melanoleuca melaleuca | Paneolus antillarum
Mycena pura Paneolus campanulatus
Psathyrella candolleana | Phaeolus schweinitzii
Ramaria flava Phellinus robustus
Russula brevipes Polyporus sp.
Russula cyanoxantha Rhizopogon sp.
Suillus americanus Spathularia flavida
S. brevipes Stereum complicatum
S. granulatus Stereum sp. 1
S. pictus Stereum sp. 2
S. pseudobrevipes Xeromphalina cauticinalis
S. tomentosus Xylaria hypoxylon
Tricholoma fulvum Xerocomus sp.
Tricholoma magnivelare
T. ponderosa
Ustilago maydis

*especies consideradas mortales
**aspecies consideradas alucinégenas

Habito pueden ser clasificadas como probables hongos ectomico-
De acuerdo a los 102 taxa determinados, se consideran Bficos, de acuerdo a Garza (1986) y Garciay col. (1998), repre-
especies como saprobias, éstas son principalmente espedesntados principalmente por especies de la familia
de la familiaAgaricaceaelLepiotaceagPolyporaceagSte- AmanitaceagTricholomataceag Boletaceagelo cual es al-
reaceaey algunos de la famili@iricholomataceagsiendo las  tamente significativo, ya que determinan en gran medida el
localidades de Arareco y El Ranchito las de mayor abundamantenimiento ecolégico de los bosques. Las localidades con
cia, indicando que son zonas que presentan un suelo con attayor presencia de especies micorricicas fueron Arareco,
capa de mantillo, mayor reciclamiento de materia organica@usérare, Gumeachi y El Ranchito, indicadores de ser zonas
por ello con mayor conservacioén, en contraste con Choguitapn bajo disturbio, esto se debe a que las primeras dos areas
Bocoyna y Creel, que son zonas de suelos mas desnudssn zonas turisticas y las dos Ultimas zonas de regeneracion;
indicador de escaso crecimiento de estos hongos y por Gumeachi presenta zonas de regeneraci®inies arizonica
tanto con mayor perturbacion. Se consideran 49 especies guél Ranchito dePicea chihuahuanalas localidades con
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menor nimero de especies micorricicas son: TABLA 3. Ni ‘ .
X ; . Numero de especies de hongos encontrados asociados
Creel, Choguita y San Juanito, donde los facto- a las especies de arboles en el area de estudio.
res antropogénicos tales como: la tala inmode- Especies de arboles (hospedero) y nimero de especies de hongo
r"?‘fja’ cambio de uso de suelo y la_contamina- Coniferas Pseudotsuga menziessii 3
cion por basura generan un efecto negatiVvo pinus arizonica 26 Cupressus sp. 1
para el desarrollo de los hongos y por lo tanto P engelmanii 9 Encinos:
rompen el equilibrio existente en estos bosques, P. ayacahuite 19 Quercus depressipes 8
de ahf el bajo niimero de especies. Se registranlumholtzii 6 Q. mevaughii 7
siete especies parasitas, principalmente lasfes—o—2d/angensis 19 Q. rugosa 9
© esp p P p ~>" p_chihuahuana 3 O. arizonica 9
pecies:Ganoderma applanatum, PhaeoluS p herrerare 1 0. sideroxyla 6
schweinitzii, Phellinus robustus, Lenzitgs P leiophylla 2 Arboles y arbustos:
betulina, Armillariella mellea, Hypomyces Picea chihuahuana 15 Arctostaphylos pungens 6
lactifluorum (sobre Russula brevipesy Abies duranguensis 5 Arbutus xalapensis 2
. . . Juniperus deppeana 5 Salix nigricans 1
Ustilago maydigcreciendo sobre plantas de

maiz), siendo estas tres ultimas especies co-
mestibles, seis copréfilas, basicamente en las areas gler uso potencial de hongo comestible silvestre. Asimismo,
Gumeachi, Arareco y San Juanito. Las especies que se claséit cada una de las localidades el nimero de especies comes-
can dentro de este habito pertenecen a las far@iipsna-  tibles es mucho mayor al de especies téxicas (Cuadro 7).
ceae Strophariaceagy Nidulariaceae Se presenta una es- Latabla 2 muestra los taxa reconocidos como comestibles,
pecie fagotrdfica correspondiendo esta Ultimayaogala  no comestibles, toxicos, alucinégenos, medicinales y destruc-
epidendron tores de la madera, segun Garza (1986), Garcia (188i8),
Guzman (1979) y Gonzélez (1985).

Importancia por uso potencial
De las 102 especies determinadas, 43 son consideradas Aspectos fenoldgicos
mestibles, éstas presentan en general la consistencia carBespués de realizar cinco colectas durante los meses de julio a
sa, de olor y sabor agradable y son digeribles cuando se caaptiembre de 1998, se logré obtener para el mes de julio 35
sumen a discrecion, lo cual justifica el aprovechamiento despecies, en el que se presentaron las primeras lluvias y por
los hongos silvestres con fines alimenticios. Se sabe que d#o, quiza no exista una variacién muy marcada en el nimero de
poblacion sélo consume tradicionalmente unas cinco espespecies por localidad, a diferencia de agosto, en el que se
cies tales como: MorochikéAfnanita caesaréa Sojachi  identificaron 81 especies y las lluvias fueron mas constantes,
(Amanita rubescens Trompa de cochiHypomyces lacti- en este mes la mayor abundancia se present6 en Arareco, El
fluorum), Llanero o Sakirakuad@aricus campestrjs/ duraz-  Ranchito y posteriormente Cusarare.
nillo (Cantharellus cibariuy desconociéndose que existen Durante el mes de septiembre se colectaron 51 especies
mas hongos silvestres igual o de mejor calidad como las 38ndo las localidades de Cuséarare y Arareco las de mayor
especies restantes determinadas en este estudio, o bienalaindancia seguidas por Gumeachi y El Ranchito. Cabe
temor de consumir especies venenosas. Asimismo, se clasifiencionar que la Ultima colecta se realizé durante la Gltima
can 59 especies como no comestibles, principalmente por semana de septiembre, en la cual ya no se obtuvieron espe-
consistencia dura o mal sabor, por lo cual no pueden ser ugdes frescas y las lluvias habian terminado. Es importante
das como alimento, se incluyen las especies de las querssaltar que la mayor parte de los hongos registrados en
desconoce su comestibilidad. Dentro de esta categoria se @ste estudio se desarrollaron durante el periodo estacional
corporan 19 especies consideradas como toxicas. Se presda+nayor precipitacién en el mes de agosto y a principios de
tan ocho consideradas medicinaléanoderma applanatum, septiembre al final de las lluvias, lo cual determina aspectos
Calvatia cyathiformis, Clavaria vermicularis, Lycoperdon fenolégicos importantes, ya que algunas especies sélo se
equinatum, L. pusillum, L. perlatum, Ustilago maydis, encontraron en las primeras lluvias durante el mes de julio,
Ramaria flavabasado en el conocimiento tradicional de dife-especificamenteMarasmius androsaceysAgaricus
rentes grupos indigenas en varias regiones de México.  campestrisy Lyophyllumdecastessiendo estas dos ulti-

Se registran seis especies destructoras de la madera, amas especies comestibles.
gue es importante resaltar que la mayoria se encontraba sobrédsimismo, a fines de septiembre, cuando las lluvias cesaron,
tronco tirado, lo cual indica que no son parasitos a excepci@blo se encontraron algunas especies ctistidago maydiy
de Ganoderma applanatunRhaeolus schweinitziy = Rhizopogon sptambién comestibles, por ello es importante
Phellinus robustus los cuales se encontraron creciendo sorealizar estudios de estimaciones sobre la produccién de hon-
bre encino vivo. gos comestibles por localidad, ya que puede presentarse una

Con respecto a localidad, Arareco, seguida por Cuséararesycesién en los periodos de fructificacion de los hongos, te-
El Ranchito son las zonas que pueden considerarse con mi&ndo una mayor seguridad de la productividad fungica en
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estos ecosistemas forestales y asi realizar programas de manaja inmoderada del bosque y el cambio de uso del suelo. La

sustentable de este recurso. fenologia de la produccion de hongos ocurrio principalmente
en el mes de agosto y principios de septiembre. En general, 13
Especies arbo6reas asociadas especies de coniferas y cinco de encinos se encontraron aso-

Se presentan 13 especies de coniferas asociadas al crecimiemodas al crecimiento de los hongos.
de los hongos, mayormerfénus arizonicacon 46 especies Por todo esto, se recomienda no alterar los bosques del
de hongosP. ayacahuitey Pinus durangensison 19 especies area de influencia de Bosque Modelo, en los que se conoce
cada una Yicea chihuahuanaon 15 especies. Con respectoque existe un alta diversidad de macromicetos, asi como dis-
a encinos, se registraron 5 especies, principaln@méecus  minuir el alto disturbio de las zonas determinadas como tales,
rugosa y Q. arizonicaasociadas al crecimiento de 9 especieya que lo contrario genera un efecto negativo para el desarro-
de hongos cada unaQ. depressipeson 8 especies de hon- llo de los hongos.
gos. Otras especies arboreas tales cofmotostaphylos Es necesario realizar mas estudios sobre los efectos que pro-
pungensy Arbutus xalapensise presentan asociadas al creci-porcionan los hongos a las especies de pino y encino, para la
miento de 6y 2 especies de hongos, respectivamente (Tabla&)licacién de técnicas de micorrizacion en plantulas de vivero,
lo cual permitira la realizacién de programas de reforestacion.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES La micofagia por roedores mantiene en equilibrio a las po-
blaciones de hongos y estos ultimos a los bosques, por lo
Se estudiaron 102 especies de hongos de la region de Bosque se recomienda no fomentar la eliminacién de estos anima-
Modelo Chihuahua, 43 especies son comestibles, 59 no coméss de los predios boscosos.
tibles, 2 mortales, 2 alucinégenas, 8 medicinales, 6 destructo-En las areas productoras de hongos comestibles es impor-
ras de la madera y 3 son parasitas de arboles. tante no llevar a cabo aprovechamientos intensivos y cons-
Se registraron 49 especies como probables hongos ectortantes, ya que causaria su eliminacion a largo plazo y el bos-
corricicos y 39 saprobios, determinantes en el mantenimientue perderia su equilibrio.
ecolégico del bosque. La diversidad de macromicetos fue masSe recomienda a los recolectores fomentar las técnicas de
abundante en las localidades que presentaron menos distprepagacioén vegetativa para la preservacion de los hongos
bio como lo son: Arareco, Cusarare y El Ranchito. como una alternativa para disponer de ellos durante la siguien-
En las localidades de Choguita, Creel y Bocoyna se presete época del afio. Se sugiere consultar siempre a un experto o
t6 la menor diversidad y abundancia de hongos, lo cual coma buena guia de campo para identificar especies comestibles
cuerda con el alto disturbio generado principalmente por lg nunca consumir hongos desconocidos.
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LA PROMESADE LOS PROTEOMAS

Mas alla del genoma

Joaquin Rodrigo Garcia* y Guillermo Bojérquez Rangel*

Durante los ultimos 20 afos, los investigadores de todo el mundo han enfocado su trabajo en determinar los cerca de
3,000 millones de pares de bases que estructuran el genoma humano. Ello, bajo uno de los proyectos mas ambiciosos: El
genoma humano. Este esta llegando a su fin y surgen nuevas interrogantes donde aparecen nuevos campos de investiga-
cion. Uno de ellos es el proteoma, este término aparece de los términos de proteinas y genomas, e intenta reconocer las
funciones de cada producto de los genes: las proteinas. Para hacer esto hay diferentes herramientas de tecnologia que

han sido desarrolladas para cumplir dichos objetivos. En los proximos 15 afios seran Utiles como herramientas de

diagnéstico de enfermedades. El proteoma tendra un impacto en el entendimiento de la fisiopatologia, la creacién
de nuevas drogas y la produccion de vacunas. En nuestros dias hay grandes inversiones por parte de los
laboratorios con el fin de obtener estas tecnologias que nos permitan llegar a dichos objetivos.

Durante los ultimos 15 afios, la investigacion en genética haferirse al estudio de los ARNm producto de la transcripcion
centrado su atencion en la genoémica estructural, la cual pretgnel de proteomas, para sefialar a las proteinas productos de la
de conocer la secuencia de pares de bases que conformaexgresion de los genes. De este forma, han emergido dos nue-
total de ADN contenido en cada célula (genoma) de las diverros campos del conocimiento: La Transcriptémica y la Pro-
sas especies. A la fecha se han completado los genomas deedmica.
numero considerable de bacterias, en 1996ssenleconocer Los transcriptomas involucran la identificacion de los
los resultados de la secuenciacion del genoma de la levad@tBRNm que son el primer producto de la expresion de un gen
Sacchromyces cerevisia) 1999 se determiné el genoma delen un tiempo dado y que eventualmente son convertidos a
neméatoddCaenorhabditis elegansen el 2000 el de la mosca proteinas. Este tiene la ventaja sobre los proteomas de dispo-
de la frutaDrosophila melanogasteEn lo relacionado con el ner de tecnologias relativamente sencillas y automatizadas,
ser humano, ya se anuncia la culminacion del proyecto Genomia embargo la correlacion entre ARN y proteinas es pobre,
Humano, del cual ya se ha dado a conocer un primer marco ger lo que proporcionan poca informacién sobre las proteinas
lectura que muestra el orden de los 3,000 millones de paresylgus funciones.
bases gue forman su informacién genética y dentro de la que s&n cambio, la proteémica se ha constituido como uno de
estima, existen entre 30,000 y 40,000 genes. los campos mas prometedores de la biomedicina molecular.
El establecimiento de las secuencias y mapas genéticos ldes proteomas surgen de la fusion de dos términos: proteinas
las diversas especies que ya han sido terminadas, han gepeienomas.
rado bases de datos extremadamente complejas que han reEl concepto de proteomas hace referencia al estudio de los
querido la implementacién de nuevas tecnologias y la apafroductos de expresion de los genes, las modificaciones pos-
cion de nuevos campos de investigacion. Sila genémica egansduccionales y los cambios en la expresion de los mis-
tructural se orienta a la caracterizacion y localizacion de lamos, asi como las alteraciones en las concentraciones de las
secuencias que forman el ADN de los organismos vivos, eproteinas en las células de cada organismo. Después de la
tonces la gendmica funcional, tiene por objetivo determinar leevolucion de la biologia molecular, cuyo principal aspecto
funcién de cada uno de los genes que constituyen el genomen los métodos de aislamiento, secuenciacion y clonacion
de una especie (Cowley, 1998). del ADN, y una vez realizada la identificacion de tantos y
Se ha estimado que el genoma humano contiene cercatd@atos genes, nos encontramos con la paradoja de tenerlos
40,000 genes, muchos de los cuales son transcritos a ARNntgntificados, pero realmente se sabe muy poco acerca de qué
a partir de esta molécula se sintetizan las proteinas. Desgi®ductos generan y para qué sirven. Por ello y tal y como se
1994 se ha venido utilizando el término de transcriptoma pagaede ver en muchos articulos cientificos, los proteomas afa-
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diran a nuestro entendimiento muchos aspectos en la biogeiiencias de modificaciones quimicas.
mica de proteinas, procesos y metabolismo en general (Pande¥xisten diversas tecnologias de las cuales los investigado-
y Mann, 2000), por lo que estamos entrando en la era de loss se pueden valer para poder identificar y comparar las pro-
proteomas, tras haber superado la era de los genomas. teinas que se estan expresando en una célula, en un momento
A diferencia de los genomas, que son relativamente condado (Tabla 1). Las mas utilizadas en la actualidad son las
tantes, los proteomas son extremadamente variables en tier@enicas de electroforesis bidimensional de proteinas en geles
po y espacio y son influidos por una gran diversidad de factale poliacrilamida y la espectrofotometria de masas y en la
res. Esta visién dinamica de los proteomas lo hace mucho mastualidad se estan desarrollando sistemas complejos de ana-
interesante que los genomas. Bajo esta perspectiva, la protéisis de proteinas basados en biochips, robética y bioinfor-
mica se convierte en una disciplina fundamental en la era posgeética (Persidis, 1998), sin embargo se piensa que pasaran
ndémica que investiga las proteinas y como éstas otorgan adeunos afios antes de que estos sistemas de andlisis estén a

célula su estructura y funcion.
Como se ha mencionado anteriormente, el genoma humanoPara analisis de proteomas, normalmente se utiliza una
tiene aproximadamente 40,000 genes, los cuales pueden é¢ectroforesis en dos dimensiones y una posterior caracteri-
terminar un nimero mayor de proteinas diferentes, sin embaracion de la proteina (Quadroni y James, 1999; Cash, 2000).
go una célula especializada, s6lo expresa un nimero relativiaste procedimiento consiste basicamente en la separacién de
mente bajo de proteinas diferentes durante diversas etagas proteinas y subsiguiente identificacion. Para llevar a cabo

TABLA 1. Andlisis de la funcién génica. (Modificado de Oliver, S., 2000)

organismo incluyen-
do el de sus
organelos

NIVEL DE DEEINICION METQDOS DE
ANALISIS ANALISIS
Total de informacién
genética contenida
en el ADN de un Secuenciacion
Genoma sistematica de ADN

Transcriptoma

Conjunto completo
de moléculas de
ARNmM presentes

en una célula, tejido
u 6rgano

*Matrices de
hibridacion
*SAGE (andlisis serial
de la expresion
génica)
*Northern blot de
alta dispersién

Proteomas

Grupo completo de
moléculas protéicas
presentes en una
célula, 6rgano o
tejido

«Electroforesis
en dos dimensiones
en geles de
poliacrilamida
*Espectrofotometria
de masas
«Sistema de hibrida-
cion en levaduras

punto (Dalton y Abbott, 1999).

el primer paso se extraen mezclas complejas de proteinas de
un tejido determinado y se corren mediante la utilizacién de
una electroforesis bidimensional que permite separar las pro-
teinas de acuerdo a su masa molecular y su carga isoeléctrica.
De esta forma pueden separarse entre dos mil y 11 mil protei-
nas diferentes, de acuerdo a la calidad de los geles. Posterior-
mente son tefiidos con colorantes y puestos de manifiesto
sobre el gel, como puntos tefiidos de acuerdo a la cantidad de
proteina que se encuentre en la muestra.

Luego estos puntos son tomados del gel y cuantificados
por métodos como la espectrofotometria o técnicas de radio-
grafia.

Una vez separadas, extraidas y cuantificadas, las proteinas
son digeridas por medios enzimaticos para obtener pequefios
fragmentos protéicos que son colocados en un espectrofoté-
metro de masas que determina el valor exacto de su masa
molecular. El nUmero y orden de aminoacidos que forman es-
tos fragmentos pueden ser determinados por medios tradicio-
nales de los cuales el mas utilizado es el método de Edman.

Estos métodos presentan la desventaja de no poder deter-
minar todas las proteinas que pudieran estar disponibles en la
muestra, ya sea por sus propiedades quimicas o porque debi-
do a su alta concentracién no se separan como puntos defini-
dos. Asimismo, las cuantificaciones no alcanzan a detectar
cantidades menores a 1 nhanogramo, lo que limita un andlisis
detallado.

El estudio de estas proteinas contribuye de manera impor-

de su vida. Un primer desafio de la proteémica es establedante al entendimiento de las funciones de los genes. Los pro-
los perfiles de expresién génica que consiste en saber gteédmas pueden ser divididos en tres grandes areas. 1) Micro-
genes se estan expresando en una célula particular, en cadeacterizacion de proteinas para su identificacion 2) Visualiza-

momento y en qué cantidad; sus variaciones normales y sci®n diferencial de diferentes proteinas en niveles de proteinas
variaciones en estados patoldgicos. Un segundo objetivo, mptasmaticas o fluidos biolégicos con potencial de aplicacion en

menos facil, es el de reconocer las vias y circuitos que lasn amplio abanico de enfermedades y 3) Estudios de

células usan para enviar mensajes de las membranas al nugtgeracciones proteina-proteina usando técnicas tales como la
0 viceversa. Estas vias de comunicacién se dan como resspectrofotometria de masas o el sistema de hibridacién de
puesta a factores ambientales e implican relaciones proteindsrsaduras. Debido a que frecuentemente es muy dificil el prede-
proteinas y proteinas-ADN que se establecen como consgr la funcién de una proteina basandose en su homologia con
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otras proteinas o incluso basadndose en su estructura trideéquisito para generar y desarrollar vacunas destinadas a inter-
mensional, la determinacién de los componentes de un compferir con la colonizacién bacteriana de los tejidos del
jo protéico o de la estructura celular es una de las finalidades Hespedador. Similares estudios apuntan en la misma direccion
este tipo de analisis. En este aspecto, el estudio de los protdestacando la importancia de las adhesinas (generalmente
mas es quizas el area que mayores esperanzas proporcionanteraccion proteinas e hidratos de carbono complejos) en la
Para que el analisis del proteoma comience a ser Util y cormayoria de los casos conocidos para la colonizacién e infec-
plementario para el analisis global del ARN mensajero, se neidn (Larssony col., 2000). En todos estos casos, el conocimien-
cesita un gran crecimiento en la rapidez y reproducibilidad déb de los productos de estos genes ha jugado un papel muy
aislamiento e identificacion de las proteinas. Por ello, la sinimportante en el area médica y en la taxonémica (Cash, 2000).
plificacién y estandarizacidn basada en la innovacién de los Otra de las grandes areas en las cuales estan teniendo una
sistemas de hardware y software, son condiciones necesarigian importancia los conocimientos de los proteomas es en el
para crear sistemas automaticos o “kits” que sean rapidoscgso de las enfermedades oncolégicas. Los estudios de la
fiables y permitan a muchos mas laboratorios el acceder a estgpresion global de proteinas (proteoma) en células tumorales
técnica (Quadroniy James, 1999). humanas han permitido la identificacién de varios polipéptidos
Otro de los problemas que aparecen en la interpretacion dercadores que pueden ser usados como herramientas muy
los resultados es la heterogeneidad de la naturaleza de bkgmeciadas en el diagnéstico clinico de tumores. Muchos cam-
tejidos. Por esa razon, algunos autores proponen la utilizeios que aparecen en la expresion genética grabada y que
cion de la microdiseccién mediante un haz de laser. La recupeaplica a tumores benignos y malignos son debidos a errores
racién de las células se consigue por activacion de una peti-cambios postransduccionales que no pueden ser detecta-
cula puesta en contacto con el tejido y se aplica el haz de laskrs en analisis de ARN. Por ello, el analisis del proteoma
en el area seleccionada ayudandose de un microscopio inveontribuye en gran medida a obtener mas informacion acerca
tido. El &rea blanca de pelicula seleccionada para el laserdela variedad y grado de relacién entre los tumores primarios
une al tejido que se encuentra situado bajo ella y de esfesus metastasis (Alaiyay col., 2000).
modo las células quedan libres posteriormente del tejido cir- El andlisis de los productos de la expresién génica también
cundante. Este tipo de microdiseccidn se utiliza en combinasta siendo aplicado en el estudio de desérdenes del sistema
cion con la electroforesis de dos dimensiones para el estudiervioso central. El liquido cefalorraquideo (LCFR) y el suero
del perfil de proteinas de tipo o area de tejido concreto.  puede ser analizado para diagndstico y seguimiento de cier-
Se ha mostrado la compatibilidad en la utilizacién de estdas enfermedades nerviosas. Los cambios en la composicion
técnicas y el posterior analisis de acidos nucléicos, aunque delos patrones de proteinas en el LCFR pueden indicar altera-
tiene poca informacion acerca de las posibles interferenciatones en el SNC (Rohlff, 2000).
con el analisis subsiguiente de proteinas. Por ello, aunque estdna de las formas utilizadas para este fin, es generar
técnica se percibe como de gran utilidad para el futuro, samticuerpos especificos para el andlisis de proteinas. Este tipo
necesarios mas estudios para su validaciéon (Banks y col., 1998 técnicas son utilizadas en la inmunolocalizacion de protei-
Los avances en la secuenciacion del ADN vy la disponibilinas de nivel celular y subcelular (Larson y col., 2000). En la
dad de secuencias completas de varios organismos relevardesualidad, los procedimientos para el analisis de este tipo de
para la industria farmacéutica generan unas altas perspectiyasteinas esta enfocado mayormente en técnicas de espectro-
en el estudio de los proteomas. Durante los proximos afos lfiitometria de masas. Esto supone un problema, ya que la
genomas y proteomas tendran un gran impacto en las fasgstimizacion y entendimiento de la técnica es muy caray con-
clinicas y en el desarrollo de farmacos. Los beneficios espersame mucho tiempo y debido a ello no se le ha puesto mucha
dos son verificar estudios en el hombre, mejorar el aprovechatencion (Locke y Figeys, 2000).
miento de los ensayos clinicos a través de la disponibilidad deDebido a todo lo anteriormente citado, podemos observar
marcadores relevantes desde el punto de vista biol6gico parajlae el interés mostrado a nivel cientifico ya empieza a plasmar-
eficacia de farmacos y su seguridad (Steiner y Witzmann, 200@e a nivel comercial, ya que existen numerosas companiias (Scale
Dentro del campo de la microbiologia, se estan realizandBiology Corp y Oxford GlycoSciences, Pfizer) que muestran un
diferentes estudios con organismos de los cuales se conocegsan interés en desarrollar estos kits y organismos como el
genoma. Tal es el caso de los estudios de Nilsson y col. (2009ational Institute of Mental Health que buscan aplicar estos
llevados a cabo coHelicobacter pylori.Este organismo se conocimientos en los estudios de Alzheimer. También debido a
fija a carbohidratos complejos presentes en la superficie de lgge son muchas las proteinas o productos de expresion de los
mucosas Y otros tejidos del hospedador mediante moléculgenes, se sugiere que no sélo las grandes compafiias trabaja-
adhesivas (adhesinas) de la superficie celular del microbio. Bsn en ello, sino que pequefios grupos de investigacién deben
tas adhesinas y otras proteinas asociadas a la membrana deicolaborar en el gran camino que queda por delante. En nues-
de especial importancia para la generacién de vacunas.  tra opinion, todavia se deben de realizar muchos analisis y en-
La identificacidn y caracterizacién de las proteinas de la ssayos que nos ayuden a aclarar mas nuestro conocimiento
perficie celular que aparecen erHglicobacter pylories un  acerca de la Genémicay de la Protedmica.
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EFECTOTOXICO DE LOS PLAGUICIDAS AGRICOLAS SOBRELA RELAJACION MUSCULAR.

Estudio de la CaATPasa de
reticulo sarcoplasmicedRrca)

Luis Fernando Plenge-Tellecheay Javier Vargas-Medrano’

La Ca*-ATPasa (SERCA) es una proteina de membrana y por tanto, su actividad esta modulada por los lipidos que
la componen. Esta proteina es una enzima responsable de bombédelCatosol de las fibras musculares hacia el
interior del las cisternas del reticulo sarcoplasmico (RS) a expensas de la hidrdlisis de ATP, desencadenando con
ello el fenomeno de la relajacion del musculo. La sencillez de las membranas del reticulo sarcoplasmico hacen que
la Ca?*-ATPasa sea un modelo Gtil y atractivo para estudiar las interacciones de compuestos fisiolégicamente
activos y poder evaluar el dafio causado por los plaguicidas sobre la homeostasis celulat*dai @dlisculo.
El disefio experimental se llevard a cabo sobre vesiculas aisladas del reticulo sarcoplasmico de fibras musculares
enriquecidas con la C&ATPasa. Este tipo de estudios contribuirian al conocimiento de las interacciones
moleculares de los plaguicidas usados comunmente sobre la region y a mejorar los manejos bioquimicos usados
en el sector salud contra las intoxicaciones sobre la poblacién ocupacionalmente expuesta o accidental.

INTRODUCCION mortales en el ser humano. Como existen diferentes clases,
algunos producen efectos a largo plazo, pueden llegar a cau-
Hacia el sudoeste de Ciudad Juarez se encuentra localizasiy enfermedades serias y hasta cancer. Uno de los plaguicidas
el Valle Agricola de Juarez, donde por afios se han aplicadpe causa mayores problemas en la salud es el llapgado
plaguicidas de distintos tipos para incrementar la produadaquatconocido como Gramoxone, es de alta toxicidad que
cion de las cosechas (Santana-Contreras, 1999). Esta pragititede causar intoxicaciones severas y en muchos casos mor-
ca mediante un mal manejo puede provocar que este tipo tides, y la persona puede intoxicarse con so6lo respirarlo o al
compuestos causen intoxicacion al usuario o a otras persener contacto con la piel. La ingestion es mortghaghquat
nas de forma accidental. puede causar serios dafios en los pulmones, riflones, cerebro,

Hay datos clinicos publicados de otras regiones que confiigado e incluso uno de los problemas més serios es que
man la intoxicacion accidental de nifios por inhalacion e ingepuede liberarse y penetrar hacia las plantas y aguas contami-
tién de los plaguicidas usados en el campo o almacenados enahdo también los suelos.
hogar (Lifshits y col., 1999). Existen dos tipos de toxicidad: aguda y cronices toxici-

Se ha observado que las comunidades rurales son regiomkesl aguda es cuando el efecto es inmediato, por ejemplo una
de uso intensivo de plaguicidas. Por ejemplo, un estudio reersona esta aplicando el plaguicida por primera vez y se des-
ciente de la Universidad de Arizona demuestra que nifios de 4@ampone, este es un efecto inmediato. La intoxicacion crénica
5 afios de poblaciones rurales del Valle del Yaqui, Sonora, seg refiere cuando un trabajador ha estado expuesto en forma
expuestos de manera crénica y multiple a plaguicidas, ademi@&petida a los plaguicidas por algin tiempo, puede aparecer
documenta afectaciones neuroldgicas en su desarrollo y crecen sintomas importantes o malestares que son ocasionados

miento (Guillete, 1998). por una intoxicacion cronica.
La utilizacion de los productos fitosanitarios en la agricul-
Dafios en la salud tura representa un beneficio innegable, garantizando una ma-

Muchos de los plaguicidas producen intoxicaciones, a vecg®r produccion agricola y haciendo que la misma sea mucho

* Profesor-investigador del Instituto de Ciencias Biomédicas, Departamento de Ciencias Basicas, Universidad Auténoma de Ciudad Juarez. Ciudad Juérez,
Chihuahua, México, C. P. 32300. E mail: fplenge@uacj.mx.
** Estudiante del Programa de Biologia, UACJ.
ABREVIATURAS: Ca2+-ATPasa, Bomba transportadora de calcio; RS, reticulo sarcoplasmico; SERCA, familia de proteinas transportadoras de calcio
de RS; ATP, trifosfato de adenosina.
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mas estable. Sin embargo, la aplicaciéon de estos insumos pBATOS DE TOXICIDAD CRONICA

voca riesgos téxicos para la salud ya sea en forma accidental

0 por un manejo inapropiado de los mismos. Una intoxicaciéba exposicion a altas concentraciones de organofosforado o
aguda, como consecuencia de la absorcion de una cantidaar un periodo prolongado, puede originar cuadros clinicos
excesiva de un producto fitosanitario en un corto intervalo dque persisten por varios meses e incluyen alteraciones de las
tiempo, puede producirse en forma intencional, accidental funciones cognoscitivas neuroconductuales y de la funcion
por ignorancia en su empleo. Las vias de entrada de estasuromuscular. Asi, se han reconocido algunos sindromes
sustancias en el cuerpo humano pueden ser distintas, perasciados con la exposicion crénica, figurando como princi-
nivel rural se considera el orden de importancia siguiente: 1) |zales los siguientes:

cutanea; 2) la inhalatoria y 3) la oral, de menor contingencia 1. Lesidn neuropsicopatolégica retardad@duede mani-
(Bermany col., 1995). festarse por fatiga crénica, cefalea, disminucion en la libido,

Segun datos de la Asociaciéon Mexicana de la Industria datolerancia al alcohol y nicotina e impresion de envejecimien-
Plaguicidas y Fertilizantes, el Servicio de Informacion Toxicoto precoz, o presencia de sincope, defecto de memoria y de-
logical (SINTOX), el inicio y la intensidad de los sintomasmencia, datos que pueden persistir hasta 10 afios después.
varia dependiendo del compuesto (inhibidor directo/indi- 2. Sindrome intermedi¢ncluye debilidad muscular, afec-
recto), la ruta y el nivel de exposicion. Los primeros sintoeidn de musculos inervados por nervios craneales (musculos
mas son usualmente nausea, cefalea, fatiga, vértigo, visidle la respiracion y flexores cervicales) y alto riesgo de muerte
borrosa, muchas veces descrita “como un velo sobre Ig®r problemas respiratorios.
0jos”, y constriccion pupilar. Dependiendo de la severidad 3. Sindrome de neurotoxicidad retardadse caracteriza
de la intoxicacién, estos sintomas pueden agravargmr flacidez inicial, debilidad muscular de extremidades, se-
agregandose vomito, dolor abdominal y diarrea. El empeorguida por espasticidad, hipertonicidad.
miento progresivo se caracteriza por espasmos musculare€n los puntos dos y tres podemos observar la afeccion
gue usualmente inician en la lengua y los parpados, progrewuscular, donde pueden estar involucrados los procesos de
sando a crisis convulsivas y finalmente paralisis. Tambiéhomeostasis celular del €aconcretamente sobre el proceso
hay broncoconstriccién e hipersecrecién bronquial y en ldel transporte del ién.
etapa final se observa paralisis, convulsiones, depresion res-Ciertos piretroides como las cipermetrinas causan sintomas
piratoriay coma. de envenenamiento que incluyen: sensaciones faciales anor-

La causa inmediata de muerte por la intoxicacién fatal pamales, mareo, dolor de cabeza, ndusea, anorexia y fatiga, vémito
organofosforados generalmente es la asfixia como resultagasecrecién estomacal incrementada. La cipermetrina es tam-
de una depresién respiratoria. (http://mww.mipediatra.com.mxgién un irritante para la piel y los ojos. Por lo regular, los sinto-
pediatras/organofosforados.htm, 2000). También proporcionas deberan aparecer después de algunos dias, pero los pa-
nan datos que confirman una afeccién muscular, mas adn oi@ntes severamente expuestos pueden sufrir ademas estirones
se conoce con certeza la causa de la afeccién por el plaguicidajsculares y ataques convulsivos. En tales casos, los sinto-
s6lo su sintomatologia. mas pueden persistir por varias semapasticides New4995).

Un problema referente a la sintomatologia de los plagui-
cidas sobre el individuo afectado, es que no se conocen mMRARTICIPACION DEL C&*COMO SEGUNDO
chos de los procesos bioquimicos involucrados en el proceSSENSAJERO. EFECTO SOBRE LA RELAJACION DEL
de intoxicacion. La mayoria de los datos han sido llevado BIUSCULO: INTERVENCION DE LA C&*-ATPASA
cabo sobre el sistema nervioso, concretamente sobre la en-
zima acetilcolinesterasa, pero como se menciond anteriormetién C&* es uno de los segundos mensajeros mas universa-
te, se observa claramente que hay también una afeccion detd que participan en la transduccion de sefiales bioquimicas
sistema muscular. (Tsieny Tsien, 1990; Berridge, 1993; Pozan y col., 1994).

La SINTOX de México también expone que la mayoria de La C&*-ATPasa es una proteina integral de membranay cons-
los plaguicidas como los organofosforados, presentan gituye alrededor del 65-80% del total de las proteinas del reticu-
ruta de entrada principal por medio de la exposicién dermallp sarcoplasmico caso de fibras musculares con una masa aproxi-
la subsecuente absorcién a través de la piel intacta en casada de 110 KDa. Estructuralmente se caracteriza por tres
de exposicién ocupacional. La ruta oral es importante esubunidades: una cabeza hidrofilica que sobresale al citoplasma
caso de ingestidn accidental o con fines suicidas. La ingedende se encuentra el dominio de unién de ATP y el de
tibn ocupacional accidental ocurre como resultado de ufosforilacion, un tallo localizado en la superficie de la membrana
deficiente adiestramiento en el trabajo y la falta de higienen la cara citoplasmatica y una tercera regién intramembranal
personal. La ruta respiratoria es generalmente la menos irdende se localiza el canal de?Gatravés de la membrana.
portante. La inhalacion de organofosforados depende de laLa Ca&*-ATPasa de RS transporta dos ione$" @hinte-
volatilidad del compuesto, del tipo de formulacion y de larior del reticulo por cada molécula de ATP hidrolizado. Este
técnica de aplicacion. proceso conlleva la realizacién de cuatro etapas béasicas: 1)
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dricas multinucleadas de 1-40 mm de longitud y hasta 0.1 mm

ATP ADP de diametro llamadas fibras musculares que se agrupan for-
mando haces alargados (fasciculos). Estas células se encuen-

E1Ca2 \\ \ E1-PCa2 tran en estrecho contacto con las denominadas células satéli-
(2) te en respuesta a un estimulo adecuado (factor de crecimiento

de fibroblastos o dafio en el tejido muscular). Cada fibra mus-
cular esta envuelta por membrana plasmatica conocida como
Ca% (1) (3) Ca* sarcolema, la cual se excita ante sefiales eléctricas. El citoplas-
ma (sarcolema) contiene haces de filamentos paralelos muy
empaquetados que se denominan miofibrillas, que a su vez,
(4) \ estan formadas por unidades contractiles, denominadas sarco-
E2 A Ez'P meros, que se componen de filamentos gruesos de la proteina
fibrosa miosina y filamentos finos de actina, troponina y tro-
P |-|20 pomiosina. El deslizamiento de unos filamentos sobre otros
produce el acortamiento de los sarcémeros y da lugar a la
FIGURA 1. Ciclo catalitico de la Ca*-ATPasa de RS contraccion del musculo.

La contraccion sincrénica de los sarcOmeros se origina
unién de C#, 2) intermedio fosforilado (EP), 3) transporte gracias al sistema de tabulos transversos (Tubulos T), los
del C&" hacia el interior del reticulo y 4) desfosforilacidon decuales son invaginaciones del sarcolema y por tanto, sensi-
la enzima (Figura). bles a sefial eléctrica. Junto a los tabulos T hay otro extenso

Una caracteristica habitual en la transduccién de sefialessstema de membranas denominado reticulo sarcoplasmico
que la sintesis y degradacion de mensajeros estén controla@@S) que se ramifica por encima de las miofibrillas. EI RS
por sistemas enzimaticos. Esto permite a la célula poder ajusfasee en lo extenso de su membrana cantidades suficientes
de forma precisa y en cada momento los niveles de mensajate la enzima CaATPasa con la finalidad Gltima de bombear
que necesita. El control de la concentracion dedeel cito- el C&* citosdlico hacia el lumen del RS a expensas de la
plasma de las células se lleva a cabo a través de un complhjdroélisis de ATP y la consecuente relajacion de los muscu-
dispositivo de moléculas que se encargan de su union y tramgs (Plenge-Tellechea, 1998).
porte. De acuerdo a lo anteriormente mencionado, cualquier sus-

El nivel de C& libre en el citoplasma en estado de reposatancia ajena al organismo que tenga posibilidades de inter-
es de aproximadamente 100 nm, mientras que en el mediotuar con esta proteina podria desencadenar una alteraciéon
extracelular alcanza un valor préximo a 2 mM. EX@Glare en  en la homeostasis intracelular del calcio (Lamy col., 1994) y
el citoplasma es un parametro critico, ya que la célula no pueesmo consecuencia una alteracion en el fenémeno de la rela-
de subsistir en ausencia deCpero tampoco admite la pre- jacion.
sencia prolongada de concentraciones altas porque ello des-
encadena el proceso de apoptosis (Lamy col., 1994). EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS SOBRE

El Ca* puede unirse fuerte y selectivamente a proteinasA HOMEOSTASIS CELULAR
debido a su capacidad de coordinacién con atomos de oxige-
no de cadenas laterales de Glu, Asp, GIn y asn (KretsingeéEstudiosn vitro ein vivoque demuestran que los plaguicidas
1980). Esto le permite conectar segmentos de la estructurapi®ducen graves alteraciones fisiolégicas en mamiferos (Gor-
una proteina e inducir cambios confromacionales de gradony Grantham, 1999) como la alteracién de la temperatura a
magnitud. Los centros de unién de*Gan las proteinas no consecuencia de un aumento de la actividad metabdlica rela-
son todos iguales (McPhalen y col., 1991) y por tanto no esonada con un mayor consumo de oxigeno. También se ha
posible predecir de forma general la presencia de estos cafescubierto que afectan el fenémeno de la respiracion mito-
tros mediante el analisis de la estructura primaria. condrial (Palmeiray col., 1994; Ferreiray col., 1997).

Estudios realizadoi vitro por medio de microsomas de
MUSCULO ESQUELETICO Y CONTRACCION MUSCULAR  células hepéaticas de ratas (Yamaro y Morita, 1992; Palmeira y

col., 1994). Los cuales indican un aumento del metabolismo
Un aumento en la concentracion dé*@hare en el citoplasma relacionado con la incubacién de los microsomas hepéticos
puede actuar como sefial de transduccién cuando el aumeeto presencia de los plaguicidas triclorfon y diclorvos. Los
se produce de forma transitoria. La especializacién funcionaésultados mostraron que los efectos de estos plaguicidas
del masculo y la participacion del €an el mecanismo de la aumentaron con la adiciéon de oxigeno. Concluyendo que la
contraccidn, hacen del tejido muscular un sistema adecuatiepatoxicidad esta relaciona con su propiedad peroxidativa,
para el estudio del control intracelular de'Ca la que se acelera por oxigeno. Los plaguicidas son capaces de

El masculo esquelético estd compuesto por células cilipproducir trastornos neurolégicos alterando los tejidos, inclu-

1

Ciencia en la frontera: evista de ciencia yecnologia de la UACJ 77



so produciendo graves dafios (Antunez y Madeira, 1982te unién y transporte del catién, que puede utilizar distintas
Husainy col., 1996), cardiovasculares (Annand y col., 1995}écnicas segln se tengan a la mano como el UsGalg un
también en las bombas de *NaK* (Husain y col., 1996; electrodo sensible a €aonectado a un i6n potenciémetro,
Rahman y col., 1997) y de €ale distintos tipos de tejidos medida de la actividad ATPasa por medio de reactivos
entre los que se encuentran el cerebro (Sahib y col., 1983lorimétricos donde se evalle elierado como fruto de la
Mehrotray col., 1989) y de eritrocitos (Janick y Wolf, 1992).hidr6lisis del ATP, lo cual nos proporcionaria datos sobre la
Dichas alteraciones se relacionan con la afeccién directa saetividad funcional de la enzima y su fosforilacion. Cabe men-
bre las proteinas situadas en sistemas membranosos, pudigionar la evaluacién de los efectos a cambios de pH y tempera-
do ocasionar la muerte del organismo. Estos compuestos tilieas durante los experimentos. Todas estas técnicas entre un
origen hidrofébico inciden directamente sobre las regionesinnimero de ellas nos ayudarian a evaluar los dafios a la
no polares de las proteinas modificando su funcionalidadTPasa y por consiguiente el fenébmeno de la relajaciéon de los
Estos mecanismos de accién no son del todo entendido®isculos esqueléticos, que podria conllevar desde a fenéme-
(Antunez y Madeira, 1994). EI mecanismo de accion de cad#os de paralisis y convulsiones hasta la muerte, segun el grado
plaguicida no es el mismo en todos los casos, esta variacide toxicidad del plaguicida.

se da segun la estructura del plaguicida y el tipo de tejido.

Muchos de estos estudios se han llevado a cabo en modelos

in vitro por medio del manejo de gxt_ractos subcelulares y dﬁEFERENCIAS

preparaciones de membranas artificiales.
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Guidelines for authors

The Editorial Board of the journ&liencia en la Frontera:
Revista de Ciencia y Tecnologia de la UA@¥ites authors
to submit manuscripts under three categories: research articles,
short manuscripts (which will be short articles showing results
of undergraduate thesis and written by the undergraduate
students, reviewed by their advisers), and invited reviews.
Manuscripts should be sent to the Editor in Chief, according
to the following specifications:

1) Papers should be from original research and with
scientific content.

2) Once published, articles cannot be published elsewhere
in the same form, in any language, without the consent
of UACJ publishers.

3) Papers may be: research articles, short manuscripts
and invited reviews, belonging to the fields of natural
or exact sciences (biology, life sciences, chemistry,
mathematics, physics, etc). Final decisions concerning
acceptability of the manuscripts will be made by the
Editorial Board.

4) Papers may be written in English, Spanish or any Ro-
mance language. If a translation to Spanish is
submitted, the text in original language should also be
provided.

Abstracts written both in Spanish and English should
also be provided.

5) Originals are not sent back.

6) If the author fails to respond to the final comments of
the Editorial Board ofiencia en la Frontera: Revista
de Ciencia y Tecnologia de la UAGHe journal can
make editing changes which do not modify the origi-
nal content of the article.
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7) Papers should meet the following format:

a) Short and concise title, written in both English and
Spanish or Romance languages.

b) A brief abstract between 40 and 150 words, which
should also be written in both languages.

¢) Name and nationality of authors.

d) Affiliation of authors, including highest degree and
research field of all authors.

e) Author affiliations should be included as footnotes
starting from number 1.

Ex. Ramirez, J. Ly Martinez, R

1 Universidad de Puebla, México.

2 Universidad de Santiago Compostela, Espafia.
Footnotes should be posted at the bottom left side of
the page where they are mentioned.

f) Specify type of paper, i.e. Research article, Short
manuscript or Invited Review.

g) Postal address of the corresponding author, which
includes: telephone, fax and e-mail. Corresponding
author should be highlighted wit an asterisk (*) mark.

h) Manuscripts should be submitted in triplicate, printed
in one side only, letter or A4 size paper, doble-spaced,
with margins of 3 cm.

i) A disk copy of the manuscript in Win/Word 6.0 or
higher, should also be provided. Figures and tables
should be sent in Excel or WinWord 97, each saved in
a different file.

) For Research articles, manuscript length should be
between 10 and 30 pages, plus figures and tables. Short
manuscripts should be shorter than 10 pages, plus
figures and tables.
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k) Figures and tables should be mentioned in the text, BOOK SECTION REFERENCES:
and numbered in Arabic numbers. The software in
which they were created, should be mentioned. - Author’s last name, first name (year). “Section title”. En:
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manuscript (after references).
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rial. Total pages.
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Bx urgente reclamo, una estrategia emerger@&ncia en la
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Normas de publicacion
para colaboradores

El comité editorial de la revistaiencia en la frontera: re- 7) Los trabajos deben ajustarse a los siguientes requisitos
vista de ciencia y tecnologia de la UA&doge con gusto (de no cumplirse con ellos, no se consideraran para su
propuestas de articulos para su publicacion, bajo dos modali- publicacién):
dades: articulos de investigacién y avances de investigacion
(articulos derivados de tesis de pregrado, escritos por losa) Titulo del trabajo, breve y conciso en inglés y espafiol.
estudiantes y avalados por sus asesores). Las normas est&#) Un resumen del contenido de una extensién aproximada
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2) Una vez publicado el articulo, los derechos de autor pa- grado de estudios y area de especializacion.
san ala UACJ. e) La institucion de adscripcion de los autores participan-

3) Los articulos pueden ser de fondo (de investigacién), tes debera incluirse como un pie de pagina, comenzando
revisiones invitadas (actualizaciones en temas de inves- con el niamero 1.
tigacién) o comunicaciones breves (avances de investi-
gacion), los cuales deberan referirse a las areas de cienkEjem. Ramirez, J. Ly Martinez, R.
cias naturales y exactas, ajustandose al dictamen del Co-1 Universidad de Puebla, México.
mité Editorial, quien evalla su contenido cientifico de 2 Universidad de Santiago Compostela, Espafia
calidad y decide sobre la pertinencia de su publicacién.

4) Los trabajos pueden ser enviados para su publicaciénLos pies de pagina, que denotan tanto la instituciéon de
en el idioma inglés, el espafiol u otras lenguas romances. adscripcién como ciertos tipos de notas, etc; apareceran
Si se envia una traduccion al espafiol, hay que adjuntar el en el margen inferior izquierdo de la pagina en la que se
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incluir resumen en espafiol seguido de uno en inglés (y f) Naturaleza del trabajo: articulo de investigacion, avance
viceversa). de investigacion, etc.

5) No se devuelven los originales. g) Direccidn para correspondencia que incluya: teléfono,

6) En caso de que el autor no responda después de habersefax y correo electrénico. El nombre del autor al cual se
presentado las correcciones o dudas de su trabajo, la dirigira la correspondencia debe indicarse con un asteris-
revistaCiencia en la frontera: revista de ciencia y tec- co (.
nologia de la UACJse reserva el derecho de hacer los h) Presentar tres originales impresos en una sola cara, en
cambios de edicion sin modificar el contenido originalde  papel Bond tamafio carta o A4, a doble espacio y con
la obra. margenes de 3 cm.
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) Adjuntar el texto con una copia del trabajo en disquet, REFERENCIA DE CAPITULO DE LIBRO:
en formato Win/Word 6.0 en adelante, los cuadros y fi-
guras en hoja de Excel o Win/Word ‘97 en adelante. Cada - Apellidos, nombre del autor (afio). “Titulo del capitulo”.
figura deberd estar grabada en un archivo individual. En: Nombre y apellido del editor (edTjtulo del libra Lugar:

) La extensién del trabajo debera ser de un minimo de 1&ditorial. Paginas.
cuartillas de texto mas las figuras, y de un maximo de 30
cuartillas mas las figuras para un articulo de investiga- Ejemplo:
cion. La extensiéon de los avances de investigacion de- Levine, Frances (1991). “Economic perspectives on the
bera ser de un maximo de 10 cuartillas de texto mas la8omanchero trade”. En: Catherine A Spielmann (Edrners,
figuras. hunters and colonist§ucson, AZ: The University of Arizona

K)Las ilustraciones, cuadros y fotografias, deberan referirPress. 155-169.
se dentro del texto, enumerandose en el orden que se
cita en el mismo, e indicar el programa de computo en el REFERENCIA DE REVISTA:
que estan elaborados.

) Los pies de figura deberan ser claros, de forma que se - Apellido(s) del autor, inicial(es); otros autargsgio). “Ti-
entiendan sin necesidad de leer el texto. Estas deberdulo del articulo”.Nombre de la revistabreviado segun el
incluirse en un listado después de la bibliografia. citation index o como aparezca en el articulo original, volu-

m) Las referencias bibliograficas deben asentarse de la fomen, paginas.
ma convencionalmente establecida en espafiol, es decir,
indicando éstas en el cuerpo del texto con los apellidos Ejemplos:
del primer autor y afio de publicacién entre paréntesis, y Sagara, Y., Ferndndez-Belda, F., de Meis, L. e Inesi, G. (1992).
los datos bibliogréaficos al final del escrito. La bibliogra- “Characterization of the inhibition of intracellular Ca2+
fia se presenta al final del articulo por orden alfabéticotransport ATPases by thapsigargid.. Biol. Chem 267,

n) Al citar los titulos de libro se deben utilizar mayusculas12606-12613.
sé6lo al inicio y en nombres propios.

0) Al menos la primera vez, se deben proporcionar la equi- Rivas-Céaceres, R. (1999). “Médanos de Samalayuca. Un ur-
valencia de las siglas empleadas en el texto, en la bibliogente reclamo, una estrategia emergeftiehcia en la Fron-
grafiay en los cuadros y las figuras. tera, 1, 29-32.

p) Distribuir los datos de las referencias bibliograficas de
la siguiente manera:

REFERENCIADE LIBRO:

- Apellidos, nombre del autor (afid)itulo del libra Lu-

gar: Editorial. Nimero de paginas totales.

Ejemplo:
Foucault, Michael (1984).as palabras y las cosalléxi-

co: Siglo XXI. Pp. 30-45.
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