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ABSTRACTS

Prevalence and individual components associated with the metabolic syndrome in university students
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Mexico presents a public health problem that demands a prompt assistance for the control and preven-
tion of diseases associated with metabolic syndrome (MetS). Objective. To know the early markers to
identify the risk of developing MetS in university students. Methodology. Cross-sectional study in univer-
sity students from Facultad de Estudios Superiores Iztacala, Universidad Nacional Autonoma de Mexico
(UNAM) (n=5535). MetS components were evaluated and the prevalence was determined by using the
criteria of ATP-III 2001 and ALAD 2010. Results. The prevalence of MetS by ATP-III 2001 was 6.0% (5.3% in
men vs. 6.4% in women). By ALAD 2010 was 8.8% (8.2% in men vs. 9.2% in women). Low HDL cholesterol
and abdominal obesity were the most frequent individual factors. Conclusions. The presence of risk fac-
tors in student population increases the number of unhealthy individuals, favoring obesity and low HDL
development, factors involved in the risk of MetS.

Key words: metabolic syndrome, risk factors, university students.
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Secondary infections resulting from medical procedures are a central problem in the health field, with
a great economic and social impact and a challenge for the scientific community and medical staff. The
mortality rate for these infections, called nosocomial infections, is high. It is currently accepted that the
main microorganisms responsible for these infections are Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae and Candida albicans, among others less common. In
addition to combating these infections the problem of multi-resistance to antibiotics is included, which
these bacteria tend to acquire horizontally. Bacteria use virulence factors to produce the optimal condi-
tions for the establishment and colonization of the tissues of their hosts. Some of these virulence factors
are enzymes, whose catalytic activity provides them with a suitable environment for infection. The deve-
lopment of drugs that neutralize and inactivate virulence factors constitutes a potential point of antimi-
crobial control. Another strategy that has been used for the development of new treatments to combat
infections is the use of specific inhibitors against enzymes whose activity is essential for the growth of
bacteria. Urease activity is essential for the survival of pathogenic bacteria in the different environments
present in different tissues. Urease is a metalloenzyme, which requires two important postranslational
modifications which dependents on the hydrolysis of GTP. A carbamoylation on a lysine residue and the
insertion of two nickel ions at the active site. This maturation is directed by a GTPase called UreG and
other accessory proteins. The importance of these accessory proteins has been previously described in
K. aerogenes and in Helicobacter pylori. Infections produced by pathogenic strains of E. coli have shown
not only an increase, but a recurrence in patients with urogenic and gastrointestinal infections. Urease
and its accessory proteins, such as UreG, are potential targets for antimicrobial control. However, the
development of antibiotics first requires an understanding of their functioning to molecular details. In
this manuscript we show some details of the function and structure of urease and its accessory proteins
derived from structural studies combined with enzymatic Kkinetic experiments.
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The suprachiasmatic nuclei (SCN), allocated in the hypothalamus of mammalian encephalon, are respon-
sible for maintaining circadian rythms. These ryhtms are sincronised to day-light cycle by environmental
light information coming through the retinal input via the axons of retinal ganglion cells, a phenomenon
called photoentrainment. Early studies in 1920's demonstrated that blindness do not preclude photoen-
trainment, even though it was a strict requirement the entire integrity of the eyeballs. During years an
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accepted explanation consisted of a low number of rods and cones, certainly quite a few to form a nerve
impulse conveying visual information, but still enough to transmit environmental radiance to set the cir-
cadian clock. However, in 1999 genetic manipulations showed that in the total absence of rods and cones,
photoentrainment is still possible due to the action of a third class of photoreceptor cell. The convergent
action of histologic, physiologic, genetic and behavioral studies brought to the scenario the role of a spe-
cial group of ganglion cells which express the photopigment melanopsin making them a special set of
intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs) which project directly to the SCN and are res-
ponsible of photoentrainment of the circadian rhythm and others functions not related to vision, grouped
as non-visual functions of the retina. Here we summarize an account of the ipRGCs activities, features and
involvement in certain cognitive functions related to circadian rythms.

Detection of Streptococcus agalactiae from isolates and clinical samples in pregnant women attending the hos-
pitals in Ciudad Judrez

Jesus Angel Araujo Gonzalez

David Reyes Ruvalcaba

Nadia Hernadndez UTISta........cccoueieiririeieirieeieeesteeteteesie sttt ettt et es e et s e e se e ssesenees 47

The beta hemolytic Streptococcus agalactiae group B (S. agalatiae) is a constituent of the native micro-
biota vagina, urethra, etc. This bacteria is known to cause infections in pregnant women and can be fatal
to the newborn. Pregnant women can take asymptomatic, and transmit the organism to their children
through the birth canal, there is a risk of causing pneumonia, sepsis or meningitis. Which have high
mortality rate.

The Centers for Disease Control and Prevention (CDC for its acronym in English) of the United States,
have implemented strategies based on population studies, recommending perform screenings for vaginal
colonization by S. agalactiae by culture and / or molecular detection between week 35 and 37 of gestation;
It prophylaxis followed, when required.

Mekxico is a country that does not perform this screening. Statistics from other Latin American countries
report significantly lower prevalence of bacterial colonization. It is therefore important to know our ma-
ternal prevalence statistics by S. agalactiae in Ciudad Juarez, to plan strategies to reduce neonatal morbi-
dity and mortality in your case. This paper uses the tool of PCR (polymerase chain reaction) for detection.
The aim is to recognize the importance of this method and in a timely implement in city hospitals for
better diagnosis.

Key words: PCR, S. agalactiae, beta hemolysis, meningitis.
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This review consisted of examining the different methods to determine the diate composition of deer.
The amin was to compare the effectiveness and feasibility of the methods. It was found that there are six
methodologies: 1) Observation in the field, 2) Microhistology, 3) Analysis of esophageal or rumen fistu-
lation, 4) Analysis of stomach contents, 5) Use of linear alkanes in plant cuticles (waxes) and 6 ) Infrared
spectroscopy. Out of all methods, microhistological analysis of feces is the most used becuase offers the
advantage of the easy samples collection and practically unlimited amount of them, as well as the use of
non-specialized equipment, also allows the determination of smaller taxa such as identification of species
contained in the diet.

Mycorrhizal efficiency in pine species of Chihuahua with the use of Pisolithus Tinctorius (scop).

Miroslava Quinonez Martinez

Ivonne Estela Aguilar Moreno

Miguel Angel Viveros Pinto
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In Chihuahua a great diversity of ectomycorrhizal fungi (HEM) participating in the conservation of their
forests, being associated with different pine species according to their capacity are part of the develop-
ment of the plant develops. The aim of this study was to evaluate the ability ectomycorrhizal from fungal
species in Pinus arizonica seedlings. Fruiting bodies of Pisolithus tinctorius were collected. Treatments
of 10, 15 and 20 ml of spore suspension by injection into the substrate for each species of fungus in the
pine seedlings were applied. 20 pine seedlings inoculated with fungus volume and 10 were used as a
control. Evaluations were morphometric measures the pine plants, before and after inoculations a total
of 240 plantlets were established pine. Pinus arizonica was recorded that showed significant differences
between inoculated and uninoculated plants and between concentrations.

Agronomic and Edaphic Response to the Application of Biosolids in the Cultivation of Cotton in Valle de Judrez,
Chihuahua

Juan Pedro Flores Margez

Baltazar Corral Diaz

Pedro Osuna Avila
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To promote natural recycling of sludges, reduce municipal landfill storage of biosolids, reduce agricul-
tural production costs, and to improve soils fertility, where the reasons that impulsed this research. The
effect of biosolids on cotton agronomic response and soil properties at the Juarez Valley, Chihuahua,
was determined in a commercial plot at Rancho Universitario UAC]J. Cotton yield was not significantly
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different between the soil treated with biosolids and the control with chemical fertilizer, but fiber quality
as length and fineness increased with fertilizer application in control plot. The chlorophyll relative index,
number of harvested plants, and height plants not varied significantly among soil treatments. Bolls forma-
tion and total number of fruits were not affected by treatments, but precocity in fruits was higher in the
soil treated with biosolids. The economic analysis reflected a saving of $3260 pesos in cotton production
costs for the soil treated with biosolids. Physical properties of the soil were not modified significantly.
Soil salinity and alkalinity were not modified with biosolids application at agronomic rate, however the
concentration of nutrients as phosphorus and total nitrogen increased in soil.

Key words: sludges, soil, fiber, phosphorus, nitrogen.
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Tissue engineering has made possible organ regeneration to better or substitute biological functions by
using autologous cells and matrix. The objective of this project is to obtain a tracheal graft. Two methods
for descellularization of tracheas were used, obtained from sacrificed pigs for other purposes; the ma-
trixes were sterilized and stored at -800C until the process of regeneration. They were unfrozen and im-
planted in the omentum of the abdominal cavity of three Yorkshire pigs. Each animal received a different
matrix. After 15 and 8 days tissue was obtained for evaluation. The matrixes showed different macroscopic
characteristics compared to control, no significant differences were shown in the mechanical evaluation.
The regenerated tissues showed evidence of revascularization, neoformation and mechanical alterations.
All the animals survived the experiment. The graft was obtained using a biological matrix regenerating
the tissue in the abdominal omentum as a simple, feasible and economic option. Mechanical alterations of
the graft are probably due to a drastic decellurization treatment, cryopreservation or failure of shearing
forces. In the next stage, the histological report will be analyzed and measures will be taken to modify the
mechanical alterations of the regenerated tissues.

Key words: biological matrixes, tissue engineering, graft, trachea.
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RESUMEN

Introduccion
México presenta un problema de salud publica que demanda una pronta asistencia para el control y

prevencion de enfermedades asociadas al Sindrome Metabdlico (SMet).

* o WO DN =

Objetivo
Conocer los marcadores tempranos para identificar el riesgo de desarrollar SMet en universitarios.
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Metodologia

Estudio descriptivo transversal en universita-
rios de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
de la UNAM (n=5535). Se evaluaron los componen-
tes del SMet y se determin¢ la prevalencia usando
los criterios del ATP-III 2001 y ALAD 2010.

Resultados

La prevalencia de SMet por ATP-III 2001 fue
6.0% (5.3% en hombres vs. 6.4% en mujeres). Por
ALAD 2010 fue de 8.8%, (8.2% en hombres vs. 9.2%
en mujeres). HDL bajo y obesidad abdominal, fue-
ron los factores individuales mas frecuentes.

Conclusiones

La presencia de factores de riesgo en poblacion
estudiantil aumenta el numero de individuos poco
saludables, favoreciendo el desarrollo de obesidad
y HDL bajo, factores implicados en el riesgo de pa-
decer SMet.

Palabras clave: Sindrome metabdlico, factores
de riesgo, universitarios.

INTRODUCCION

El Sindrome Metabdlico (SMet) es un estado fisio-
patolégico caracterizado por resistencia a la insu-
lina, hiperinsulinemia, dislipidemia, hipertension
arterial y obesidad abdominal (Alberti et al., 2009).
Los reportes indican que estos factores incremen-
tan el riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2
(DM2), enfermedades cardiovasculares y rena-
les (Martinez et al., 2005). E1 SMet afecta a una
porciéon importante de la poblaciéon mundial y ha
alcanzado proporciones epidémicas en los paises
desarrollados, donde la prevalencia puede sobre-
pasar el 40% de los sujetos mayores de 40 anos. En
México, desde el afio 2000, la DM2 y las enferme-
dades cardiovasculares (ECV) son las dos causas
principales de muerte (ENSANUT 2012; Barque-
ra, 2012). Al considerar estas cifras, los epidemio-
logos utilizan el SMet para identificar sujetos de
alto riesgo para desarrollar DM2 y complicaciones
cardiovasculares.

La resistencia a la insulina es una causa esen-
cial del SMet (Reaven, 2004). La historia natural
del SMet se clasifica en tres estadios y algunas de
las alteraciones se manifiestan varios anos después
de que ocurren en el individuo. Asi, ademas de la
informacion genética del individuo, hay una clara
influencia de factores ambientales que parecen fa-

vorecer la expresion de los genes, lo que conlleva
a las alteraciones en el metabolismo y las subse-
cuentes patologias.

Actualmente no existe un criterio estindar acep-
tado universalmente para el diagnostico del SMet,
de ahi que las prevalencias de este sindrome en una
misma poblacion y entre poblaciones varian signi-
ficativamente dependiendo del criterio utilizado, lo
cual dificulta la interpretacion epidemioldgica de los
resultados al comparar entre poblaciones. Las orga-
nizaciones que han propuesto estos criterios son la
Organizacion Mundial de la Salud (World Health
Organization, WHO) en 1998 y modificado en 1999;
el Programa Nacional de Educacion para el Coles-
terol, Panel de Tratamiento del Adulto (National
Cholesterol Education Program Adult Treatment
Panel III, NCEP ATP-III 2001) y la Federacion In-
ternacional de Diabetes (International Diabetes Fe-
deration, IDF) en el 2009 y la mas reciente, la Aso-
ciacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) en el
2010. (WHO, 1999; Grundy et al., 2005; Alberti et
al., 2009; Rosas et al., 2010).

El estudio de la salud en los adultos jovenes,
especialmente en estudiantes universitarios, en re-
lacion con los componentes del SMet es vital para
disminuir el riesgo de desarrollo futuro de las en-
fermedades cronicas. Los estudiantes universita-
rios de primer afo experimentan un aumento de
peso mas rapido que el adulto promedio, hasta 11
veces mas rapido.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio
es conocer la prevalencia y los marcadores antropo-
métricos, bioquimicos y clinicos del SMet de acuer-
do con los criterios del ATP-III 2001 y ALAD 2010
en estudiantes universitarios

METODOLOGIA
Poblacion y Disesio
Por medio de un estudio transversal analitico lleva-
do a cabo en los anos 2007 al 2012. Es una poblacion
de estudiantes universitarios de las diferentes licen-
ciaturas impartidas en la Facultad de Estudios Su-
periores Iztacala, de la Universidad Nacional Autd-
noma de México. El estudio consistié en tomar una
muestra aleatoria de la poblacién de primer ingreso,
en el cual se hizo una medicion de las predictivas.
La poblacidn total muestreada fue de 5535 estu-
diantes y corresponde a 1/3 de cada una de las 6 ca-
rreras de licenciatura (Biologia, Cirujano Dentista,
Enfermeria, Médico Cirujano, Optometria y Psico-
logia) que se imparten en la FES Iztacala.
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El método empleado en este estudio consta de
tres partes principales: una anamnesis, antropome-
tria y, finalmente, una muestra sanguinea por cada
individuo. Cada muestra se registré con el nombre
del estudiante y un codigo de barras para facilitar su
identificacion.

La entrevista clinica consisti6 en obtener la
mayor informacion posible acerca del paciente:
nombre, edad, sexo, antecedentes familiares, ante-
cedentes patologicos, antecedentes de historia de
peso corporal, habitos alimentarios y en general co-
nocer mas su estilo de vida.

Antes del estudio, ninguno de los estudiantes se
percibié enfermo, y no tenian diagnostico médico
de alteraciones metabdlicas.

Se solicit6 a los estudiantes arribar a la universi-
dad entre las 7 y las 10 a.m., después de un ayuno de
9 horas. La anamnesis se llevo a cabo por médicos
especialistas en medicina interna, del Grupo Mul-
tidisciplinario de Investigacion en Salud y Rendi-
miento Académico (GMISARA) de la FES Iztacala.
Una vez establecida la relacion con el estudiante, se
procedié a tomar las medidas antropomeétricas, asi
como también se registro la presion arterial.

Se les determin¢ la circunferencia de la cintura
con precision de 0.1 cm al final de la respiracion,
con una cinta métrica flexible, no elastica. El sujeto
estuvo de pie, erecto y con el abdomen relajado.
Los brazos a los lados del cuerpo y los pies juntos.
La persona que tomo la medicion estuvo de frente
al sujeto y colocd la cinta alrededor de este, en un
plano horizontal al nivel de la parte mas angosta
del torso.

La presion arterial sistolica y la diastélica fue-
ron obtenidas por varias mediciones (hasta 4), des-
pués de que el estudiante estuvo sentado y tran-
quilo por 5 minutos. Se us6 un esfigmomanometro
aneroide estandar (modelo DS44 de WelchAllyn).
Los valores maximos replicados de las presiones
sistolica y diastdlica se usaron como estimados de
la presion sanguinea real.

La estatura se determiné con un estadiometro
(Seca modelo 206), y la masa corporal con una
balanza (Bame Aut modelo O.C.N. 5282; Torrey,
México). Por ultimo, se tomoé la muestra sangui-
nea de cada individuo para la determinacion de
glucosa, HDL-colesterol y triglicéridos, realizado
por personal capacitado de Carpermor, S.A. de
C.V. (Iaboratorio certificado internacionalmente).

El diagnostico de SMet por el criterio ATP-III
2001 se establecid por la presencia de 3 o mas de
los siguientes 5 factores: 1) Obesidad abdominal:
> 102 cm en hombres y > 88 cm en mujeres. 2)
Triglicéridos elevados: > 150 mg/dL. 3) HDL bajo:
<40 mg/dL en hombres, < 50 mg/dL en mujeres.
4) Presién arterial (sistélica/diastolica) elevada: >
130/85 mmHg. 5) Glucosa en ayuno elevada: > 110
mg/dL. El diagnostico por ALAD 2010, incluy6 los
mismos puntos de corte, para triglicéridos eleva-
dos, HDL bajo, presion arterial (sistolica/diastoli-
ca) elevada y glucosa en ayuno elevada, excepto
para la obesidad abdominal, cuyo punto de corte
fue de > 94 cm en hombres y > 88 cm en mujeres.

Analisis estadisticos

Las variables cuantitativas se reportaron como me-
dias y desviacion estandar y las categdricas como
porcentajes. Se utilizo la prueba de t para muestras
independientes para evaluar diferencias entre gru-
po (hombres y mujeres) y prueba de chi cuadrada
para conocer la diferencia entre proporciones de
los componentes alterados del SMet. Para evaluar
las diferencias entre los grupos entre concordan-
tes (individuos diagnosticados con SMet por ATP-
III 2001 y ALAD 2010) vs. discordantes (individuos
diagnosticados con SMet, solo por uno de los dos
criterios), se utilizo el analisis comparacion de me-
dias usando la prueba de t student para muestras
independientes. Se evalud la significancia estadisti-
ca a un valor de p<0.05, usando el paquete estadis-
tico SPSS version 21.0.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas antro-
pométricas, fisicas y bioquimicas de la poblacion
general estudiantil analizada por sexo. Los datos
antropométricos mostraron lo siguiente; los hom-
bres presentaron valores mas altos en peso (71.0
+ 14.2 vs. 59.9 + 11.8), talla (169.7 + 6.3 vs. 157.5 +
6.0), IMC (24.6 + 4.4 vs. 24.1 + 4.3), cintura (84.6 +
11.7 vs. 80.7 + 10.9), PAS (114.4 + 11.9 vs. 104.9 =+
11.4) y PAD (76.8 £ 8.9 vs. 70.9 + 8.9) (p<0.05). Para
los datos bioquimicos los valores mostraron lo si-
guiente; triglicéridos con valores mas altos (126.7
+ 100.8 vs. 110.4 +52.8) y por ultimo en el caso del
colesterol y colesterol HDL mostraron valores
mas altos para las mujeres; (166.3 + 32.2 vs. 167.2 +
30.6) y (45.0 £ 9.0 vs. 49.3 + 9.9), respectivamente.
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Tabla 1. Caracteristicas generales antropométricas, fisicas y
bioquimicas en los estudiantes universitarios divididos por sexo.

TOTAL
CARACTE- | (n=5535) | HOMBRES | MUJERES
RISTICAS | (Mediax | (n=1760) | (n=3775)
DE)
Edad (afios)* | 197+34 | 200+33 | 19.6+35
Peso (Kg)* | 63.4+13.6 | 71.0+14.2 | 509+ 11.8
Tala(My* | 161.4+84 | 169.7+6.3 | 157.5+6.0
IMC (Kg/m?)* | 242+43 | 246+44 | 241443
Cintura (cm)* | 82.0+11.3 | 84.6+11.7 | 80.7 +10.9
PAS 114.4 +
g | 1970128 104.9 + 1.4
PAD (mmHg)* | 73+ 9 76.8+89 | 709+809
Glucosa | o0 o, 113 [ 9124128 | 88.7+105
(mg/dL)* ot e le =0
Triglicéridos 126.7 +
oy | 1186%720| | 11045528
Colesterol 166.3 +
i 47.9+ 9.8 o 167.2 + 30.6
Colesterol
HOL g/l | 1669811 | 450£9.0 | 498299

IMC. indice de Masa Corporal. PAS. Presién Arterial Sisto-
lica. PAD. Presion Arterial Diastdlica. Comparacion entre se-
X0s por prueba de t para muestras independientes: *P<0.05

Los resultados del estudio en la poblacion total,
mostraron una prevalencia del SMet por ATP-III
2001 del 6.0% y 8.8% por ALAD 2010. De acuerdo
con los componentes del SMet, tomando en cuenta
el criterio ATP-III 2001 para obesidad abdominal;
los hombres presentaron una prevalencia menor
que las mujeres (8.8% vs. 22.2%, p<0.05) y para glu-
cosa, de igual manera se encontré una menor pre-
valencia en hombres que en mujeres (2.0% vs. 0.9%,
p<0.05). Tomando en cuenta el criterio de ALAD
2010 para obesidad abdominal, la prevalencia fue

similar en hombres y mujeres (20.5% vs. 22.2%,
p>0.05) y para glucosa en ayuno alterada se en-
contré una prevalencia mayor en hombres que en
mujeres (13.6% vs. 9.8%, p<0.05). En el resto de los
componentes, triglicéridos elevados y presion ar-
terial elevada, se encontraron diferencias significa-
tivas (p<0.05), siendo mayor en los hombres; por el
contrario, el colesterol HDL bajo resulté mayor en
las mujeres que en los hombres (55.0% vs. 28.8%,
p<0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia de sindrome metabdlico y sus compo-
nentes por sexo en la poblacion de estudiantes universitarios

R | L S

) - o = 0 = "
5 ¥ | 88 -
8 T8 g Q© 2w o
& - ST 59| ®
> F c I c = c >

ATP 6.0 5.3 6.4 | 0.000
Smet

ALAD 8.8 8.2 9.2 1 0.000

ATP 17.9 8.8 22.2 1 0.000
Obesidad
Abdominal

ALAD 21.6 20.5 22.210.152
Glucosa ATP 1.3 2.0 0.910.001
en ayuno
alterada ALAD 9.8 13.6 9.8 | 0.000
Trigliceridos 18.9 236| 16.7|0.000
elevados
Colesterol HDL 467| 288 550]0000
bajo
Presién arterial 36 75 17 0.000
elevada

*Prueba de chi cuadrada para diferencia de proporciones
entre hombres y mujeres.

En la tabla 3 se muestra un resultado del perfil
metabolico estadisticamente similar entre los gru-
pos concordantes vs. los discordantes en las carac-
teristicas de edad (21.4 + 6.0 vs. 20.9 + 4.8), peso
(83.3 + 15.6 vs. 81.6 + 14.5), talla (163.1 + 8.9 vs.
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163.9 + 8.9), presidn arterial diastélica (80.9 + 10.3
vs. 79.3 = 10.9), presion arterial sistolica (118.9 *
13.4 vs5.117.4 + 12.4), glucosa (98.5 + 31.3 vs. 97.9 +
9.2) y colesterol total (190.2 + 36.4 vs. 188.4 + 6.2).
No asi en las variables de indice de masa corporal
(31.2 £ 4.2 vs. 30.3 + 4.3, p<0.05), cintura (100.8 +
10.8 vs. 98.3 + 9.2, p<0.05) y colesterol HDL (39.1
+ 6.5 vs. 48.0 £ 8.2, p<0.05) donde se observa un
perfil metabolico mayormente adverso entre los
grupos concordantes vs. los discordantes.

Tabla 3. Perfil metabdlico entre discordantes y concordantes
(ATP-Ill 2001 vs. ALAD-2010)

Concordan- | Discordan-
Caracteristica tes tes Vallor
n=325 n=175

Edad (Afos ) 214 +6.0 209+4.8| 0.399
Peso (Kg) 83.3+ 15.6 81.6+ 145 0.216
Talla (M) 163.1 +89| 163.9+8.9( 0.318
IMC (Kg/m?) 312+42 30.3+4.3| 0.021
Cintura (cm) 100.8 + 10.8 98.3+9.2| 0.011
PAD (mmHg) 80.9+10.3| 79.3+109]| 0.118
PAS (mmHg) 118.9+13.4 | 1174 +124 | 0.235
Glucosa (mg/dL) 98.5 +31.3 97.9+9.2| 0.819
C-HDL (mg/dL) 39.1+6.5 48.0+8.2| 0.000
C-Total (mg/dL) 190.2 +36.4| 188.4+6.2| 0.597

PAD Presion Arterial Diastodlica. PAS Presion Arterial Sisto-
lica. Valores presentados como (Media = DE). Comparacion
entre grupos por prueba de t para muestras independientes.

En la figura 1 se puede observar que los hombres
mostraron una prevalencia de SMet de 5.3% con el
criterio ATP-IIT 2001 y 8.2%, usando el criterio de
la ALAD 2010. Los resultados no son diferentes en
el sexo femenimo donde los valores coinciden en
tres puntos porcentuales con una prevalencia del
6.4% con el criterio ATP-III 2001, mientras que para
ALAD 2010 se obtuvo una prevalencia del 9.2%.

B Hombres

W Mujeres

Prevalencia (%)

ATP-111 2001

ALAD 2005

Figura 1. Prevalencia de SMet dividida por criterio diagnds-
tico y sexo.

DISCUSION

En su mayor parte, los factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades crénicas no transmi-
sibles estan relacionados al comportamiento en el
estilo de vida practicado en la nifiez y adolescencia,
lo que hace que estas conductas se acentien en la
edad adulta, pero cada vez en edad mas tempra-
na. La presencia de este continuo comportamiento
en la poblacion estudiantil implica un mayor cre-
cimiento en el numero de individuos poco saluda-
bles, favoreciendo asi el desarrollo de sobrepeso
y obesidad, factores ciertamente implicados en el
riesgo de padecer SMet (Dragsbaek K et al., 2016;
Hua-Yin Li et al., 2016).

En la muestra estudiada se encontré que de
acuerdo con los datos antropométricos; peso, ta-
lla, cintura, PAS y PAD los hombres mostraron
valores mas altos; por el contrario, las mujeres
presentaron valores superiores en los datos bio-
quimicos; triglicéridos, colesterol y colesterol
HDL. Por otro lado, en relacion alos componentes
del SMet analizados, la prevalencia por criterio y
sexo para la poblacion se encontré lo siguiente;
tomando en cuenta el criterio ATP-III 2001, los
componentes obesidad abdominal y glucosa alte-
rada los hombres mostraron un valor de (p<0.05)
indicando asi diferencias significativas. De mane-
ra similar, tomando en cuenta el criterio de ALAD
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2010, solo para el caso de obesidad abdominal los
hombres presentaron una prevalencia similar a
la de las mujeres (p>0.05). Para el resto de los
componentes, triglicéridos elevados, HDL bajo y
presién arterial elevada, se encontraron diferen-
cias significativas (p<0.05) siendo mayor en los
hombres.

Otro hallazgo importante fue que entre el gru-
po de discordantes y concordantes (ATP-III 2001
vs. ALAD 2010 mostré un perfil metaboélico simi-
lar en las caracteristicas de edad, peso, talla, PAD,
PAS, glucosa y colesterol total. Mientras que las
variables IMC, cinturay colesterol HDL indican un
perfil metabdlico mayormente adverso entre las
muestras concordantes vs. discordantes.

Finalmente, en el presente estudio se puede
observar como resultado que la prevalencia de
SMet basada en el uso de dos criterios, fue del
6.0% evaluada de acuerdo con el criterio ATP-III
2001 y del 8.8% por el criterio de ALAD 2010. Estos
porcentajes se asemejan al estudio realizado en
estudiantes ecuatorianos donde la prevalencia de
SMet por IDF 2009 en estudiantes universitarios
entre los 18-24 afios es del 6.8%. En otros paises
como Chile y Argentina se encontrd una prevalen-
cia de 4.9% por ATP-III 2001 y 4.1% por IDF 2009,
respectivamente, en poblaciones con caracteristi-
cas similares, lo que indica que las enfermedades
metabolicas cada vez son mayores en paises en
vias de desarrollo (Ruano et al., 2015, Nieto et al.,
2015, Martinez et al., 2012).

El incremento paralelo de la frecuencia de la
obesidad y del SMet es un fenomeno mundial y
México no es la excepcion (Garcia-Garcia ef. al.,
2008). De acuerdo con un analisis realizado en
una submuestra de la ENSANUT 2006, realizado
por Rojas-Martinez et al., 2006, se encontré una
prevalencia de SMet de 27.0% en mujeres y 18.4%
en hombres usando los criterios de la IDF 2010.
Asimismo, se encontré que la prevalencia de dia-
betes no diagnosticada e hipertension era 5.2 y
14.3% en mujeres, respectivamente, y 8.0 y 21.0%
en los hombres, respectivamente. En referencia a
la prevalencia de obesidad abdominal en nuestro
pais, en los ultimos 12 anos se ha observado un
incremento promedio anualizado de 1.3%, siendo
este mayor en el periodo 2000-2006 (2.1%) que en
el periodo 2006-2012 (0.3%) (Barquera et al., 2013).

En México, en la poblacién adulta (20-69 afios)
hay mas de 17 millones de hipertensos, mas de 14
millones de dislipidémicos, mas de 6 millones de

diabéticos, mas de 35 millones de adultos con so-
brepeso u obesidad y mas de 15 millones con gra-
dos variables de tabaquismo (Olaiz-Fernandez et
al., 2011). En América Latina 75% de la mortalidad
total en adultos se debe a enfermedades cronicas
(Lopez et. al., 2006). Nuestra piramide poblacional
muestra que la mayoria de los adultos (75%) tie-
ne menos de 55 anos edad y aunque la prevalencia
de los factores de riesgo cardiovascular es mayor
después de los 40 afios, en datos absolutos, los mi-
llones de portadores de estos factores de riesgo
corresponden a la poblaciéon econdémicamente acti-
va (Velazquez et. al., 2003).

Al analizar la prevalencia de SMet dividida por
sexo, en nuestro estudio los hombres expresaron
porcentajes menores que en las mujeres en ambos
criterios, siendo estos de un 5.3% para el criterio
ATP-III 2001 y con un 8.2% para ALAD 2010. Por el
contrario, para el caso de las mujeres se observo una
prevalencia mayor para los dos criterios, un 6.4% y
9.2%, respectivamente. Con estos hallazgos se pue-
de deducir que el sexo femenino se encuentra mas
alterado en los componentes que diagnostican un
estado prepatologico de enfermedades créonico dege-
nerativas.

Otro estudio similar realizado en las areas rural
y urbana de la provincia de Segovia por medio de
los mismos criterios de definicion SMet (ATP-III
2001), indico6 una prevalencia global del SMet ajus-
tada por edad y sexo del 17% (un 15.7% en varones
y un 18.1% en mujeres) y no se observaron diferen-
cias entre las poblaciones de las areas rural y urba-
na. La combinacion de componentes del SMet mas
frecuente, tanto en varones como en mujeres, fue
la obesidad abdominal, glucosa alterada en ayunas
y presion arterial elevada. La prevalencia de SMet
se asocio a la edad y a la obesidad en un modelo de
regresion logistico multivariado (Martinez et al.,
2005). En Pert se ha reportado una prevalencia de
16.8% en la poblacion adulta a nivel nacional y alre-
dedor de 20 a 22% en la costa de ese pais, incluyen-
do Lima, datos consignados segun el criterio del
ATP-III 2005. Otros datos de este pais presentaron
una prevalencia de SMet en mayores de 20 anos de
25.8%, en ambos estudios la poblacion femenina es
la que present6 mayor prevalencia de SMet (Lizar-
zaburu R., 2013).

El objetivo de este estudio fue evaluar la ca-
pacidad diagnostica del SMet de acuerdo con los
ultimos criterios diagndsticos, que han sido pro-
puestos por (ATP-III 2001 y ALAD 2010). Asi como
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caracterizar en hombres y mujeres el riesgo en los
componentes antropomeétricos y bioquimicos indi-
viduales del SMet de acuerdo con estos dos crite-
rios. Se han hecho varios intentos para unificar los
distintos criterios de SMet, sin embargo, en la ac-
tualidad no se ha logrado un criterio estindar que
pudiera aplicarse universalmente para el diagndsti-
co. La existencia de varios criterios de diagndstico
hace que las prevalencias de este sindrome en una
misma poblacion y entre poblaciones difieran sus-
tancialmente dependiendo del criterio utilizado y
de las mismas caracteristicas de la poblacion estu-
diada, lo que dificulta la interpretacion epidemiolo-
gica de los resultados.

Por lo anterior, se considera recomendable
continuar realizando este tipo de estudios que per-
mitan conocer e identificar poblaciones en riesgo
de desarrollar enfermedades croénicas no transmi-
sibles para diagnosticar y tratar de manera adecua-
da a los pacientes con SMet. De igual forma, es
importante proponer medidas preventivas, no far-
macoldgicas, para revertir el SMet en la poblacion
universitaria, como el desarrollo de capsulas infor-
mativas que ayuden a generar conciencia del auto-
cuidado y brindar herramientas, asi como elaborar
actividades y campaifas de ensefianza dirigidas a
estudiantes con factores de riesgo para reforzar la
importancia del control del SMet y minimizar el
problema e impacto en el gasto de salud publica
que se vive en muchos paises desarrollados, pero
principalmente en vias de desarrollo.

CONCLUSION

La prevalencia de SMet fue del 6.0% evaluada por
el criterio ATP-III 2001 y del 8.8% por el criterio de
ALAD 2010. De acuerdo con la prevalencia divida
por sexo; los hombres con SMet mostraron una
prevalencia del 5.3% con el criterio ATP-III 2001,
mientras que de acuerdo con el criterio ALAD 2010
se obtuvo un 8.2%. Los resultados no son diferen-
tes en las mujeres donde los valores coinciden en
tres puntos porcentuales con una prevalencia del
6.4% con el criterio ATP-III 2001, mientras que para
ALAD 2010 se obtuvo una prevalencia del 9.2%. La
presencia de factores de riesgo en poblacion estu-
diantil aumenta el naumero de individuos poco salu-
dables, favoreciendo el desarrollo obesidad y HDL
bajo, factores implicados en el riesgo de padecer
SMet.
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RESUMEN

Las infecciones secundarias derivadas de los procedimientos médicos son un problema central en el
ambito de la salud, con un gran impacto econdémico y social y constituye un reto de la comunidad cientifica
y del personal médico. El indice de mortalidad por estas infecciones, llamadas infecciones nosocomiales, es
alto. Actualmente es aceptado que los principales microorganismos responsables de estas infecciones son:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniaey Candida albicans,
entre otros menos comunes. Adicionalmente al combate de estas infecciones se incluye el problema de la
multirresistencia a antibioticos, que estas bacterias tienden a adquirir de forma horizontal con relativa faci-
lidad. Las bacterias utilizan factores de virulencia que sirven para producir las condiciones preferentes para
el establecimiento y colonizacion de los tejidos de sus hospederos. Algunos de estos factores de virulencia
incluyen a enzimas, cuya actividad catalitica les provee un ambiente idoneo para la infeccion. El desarrollo
de farmacos que neutralicen e inactiven a los factores de virulencia constituye un punto potencial de con-
trol antimicrobiano. Otra estrategia que se ha empleado para el desarrollo de nuevos tratamientos para
combatir infecciones, es el uso de inhibidores especificos contra enzimas, cuya actividad es fundamental
para el crecimiento de las bacterias. La actividad de la ureasa es esencial para la sobrevivencia de bacterias
patogenas en los distintos ambientes presentes en los diferentes tejidos de hospedadores. La ureasa es una
metaloenzima que requiere dos modificaciones postraduccionales importantes, dependientes de la hidroli-
sis de GTP y consisten en una carbamoilacion en un residuo de lisina y la insercion de dos iones de niquel
en el sitio activo. Esta maduracion es dirigida por la GTPasa UreG y otras proteinas accesorias. La impor-
tancia de estas proteinas accesorias se ha descrito previamente en K. aerogenes y en Helicobacter pylori. Las
infecciones producidas por cepas patogénicas de E. coli han mostrado no solo un incremento, sino una re-
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currencia en pacientes con infecciones urogénicas
y gastrointestinales. La ureasa y sus proteinas acce-
sorias, como UreG son un blanco potencial para su
control antimicrobiano. Sin embargo, el desarrollo
de antibioticos requiere primero un entendimiento
de su funcionamiento a detalles moleculares. En
este trabajo de investigacion mostramos algunos
detalles del funcionamiento y de la estructura de la
ureasa y sus proteinas accesorias derivados de es-
tudios estructurales combinados con experimentos
de cinética enzimatica.

INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que au-
mentan la velocidad de las reacciones metabdlicas
a tasas sorprendentemente altas, en comparacion
con las mismas reacciones llevadas a cabo en au-
sencia de una enzima especifica. Algunas de las
enzimas de origen proteico tienen funciones no en-
zimaticas igualmente importantes que sus propie-
dades cataliticas desde el punto de vista bioldgico.

Por ejemplo, algunos receptores celulares con
dominios de tirosina cinasas; o la acetilcolinestera-
sa, que aparte de modular las sefnales sinapticas,
funciona como molécula de anclaje extracelular y
como marcador inmunologico; y proteinas regula-
doras de sefalizacion, como algunas aldolasas. Hoy
se sabe que algunas enfermedades estan relaciona-
das con los cambios en la actividad bioldgica o en
los niveles de expresion de una o varias enzimas,
por ejemplo, en muchas enfermedades autoinmu-
nes como la diabetes tipo I, artritis reumatoide y
lupus eritematoso sistémico. Los microorganismos
patogenos usan algunas de sus enzimas como fac-
tores de virulencia, con la finalidad de establecer y
mantener una infeccion de forma eficiente.

Otros organismos secretan inhibidores espe-
cificos contra algun tipo de enzima; asi estos ob-
tienen una ventaja sobre otros en la competencia
por los nutrientes o en la contencion de agresiones
quimicas por parte de otros organismos. El enten-
dimiento del funcionamiento de las enzimas es un
problema central y complejo de las ciencias quimi-
cas y biolégicas. El campo de la enzimologia se ha
expandido rapidamente durante los ultimos afios,
de un enfoque inicial en el estudio de aspectos de
los mecanismos quimico y catalitico de enzimas in-
dividuales a esfuerzos recientes en entender la ac-
cion enzimatica en el contexto de la dindmica mo-
lecular, y estudios de biologia funcional. Algunos
estudios enzimoldgicos han contribuido en enten-

der la relacion entre las estructuras moleculares de
las enzimas y su funcién y han resultado en una me-
jor comprension de su evoluciéon y comportamien-
to en el contexto de la complejidad de los sistemas
biologicos [1].

De los esfuerzos derivados de la comprension
de la accion enzimatica surgen aplicaciones biotec-
nologicas y médicas importantes cuando se logra
conocer un panorama extenso acerca de los aspec-
tos estructurales y mecanisticos del funcionamien-
to de estas macromoléculas. Por ejemplo, en el
caso de que se estudie una enzima que es un factor
de virulencia de un microorganismo patégeno, el
desarrollo de un inhibidor especifico es critico para
su control antimicrobiano cuando los antibioticos
existentes han fracasado o atacan una variedad de
blancos incluidas a algunas enzimas del hospede-
ro, haciendo complicado su tratamiento. El éxito
de esto requiere de un conocimiento extenso de
las propiedades bioquimicas y estructurales de la
enzima. La ureasa (EC 3.5.1.5) es una enzima que
cataliza la hidrolisis de urea a amonio y carbamato,
este ultimo se hidroliza espontaineamente y genera
bicarbonato y un segundo ion amonio.

Esta actividad se ha involucrado con el estable-
cimiento de infecciones graves en humanos produ-
cidas por Helicobacter pylory en el tracto gastrico
[2] v de especies de Proteus en el tracto urinario
[3]. La actividad de la ureasa permite que las bacte-
rias sobrevivan a ambientes acidos, condicion que
impera en los tejidos preferentemente colonizados
por estas bacterias, de alli que la ureasa juega un
papel importante en la patogénesis de estas bacte-
rias[4,5].

Durante la colonizacién del tracto urinario, el
amonio producido por la actividad ureasa causa
dafio celular e inflamacion, condicién que favorece
el establecimiento de la infeccion [6]. En el caso
de especies de Proteus (Proteus mirabilis), se lle-
ga incluso a formar cristales o calculos, debido a
la presencia de amonio y bicarbonato producidos
por la accién de la ureasa, por otro lado, el amonio
liberado puede danar la capa de glicosaminoglica-
no, la cual protege la superficie del tracto urina-
rio de infecciones bacterianas [7]. La enzima de
Yersina enterocolitica ha sido implicada como un
factor artrogénico en el desarrollo de artritis re-
activa, inducida por patogenos [4]. La actividad de
la ureasa se encuentra ampliamente distribuida en
gran parte del dominio bacteria, y los genes que
de esta enzima y los que son requeridos para su
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maduracién se pueden transferir horizontalmente
con relativa facilidad. Estos genes se han clonado
y caracterizado y los mecanismos genéticos a par-
tir de numerosas especies bacterianas se han pro-
puesto. En especial se han estudiado los genes de
cinco especies: Bacillus sp (TB-90), Klebsiella aero-
genes, B mirabilis, H. piloryy Y. enterocolitica [8].
La expresion de la ureasa puede ser regulada por
el nitrégeno, se induce por la presencia de urea,
o bien puede ser constitutivamente expresada [8].
Aunque se conocen detalles bioquimicos y clinicos
de estas enzimas aun falta informacion para lograr
entender el funcionamiento detallado de estas en-
zimas.

El incremento en la prevalencia de cepas de Es-
cherichia coli uro-patogénicas (UPEC) resistentes a
multiples antibiéticos ha complicado el tratamiento
de infecciones urinarias [9,10]. Las cepas UPEC son
responsables de la mayoria de las infecciones tracto
urinarias [10-13] se han encontrado en un 70 a 90%
de un total de siete millones de casos a cistitis aguda
y en 250 000 casos de polineuritis, segun reportes
anuales en los Estados Unidos de América [11]. La
incidencia es mayor en las mujeres, en donde en un
50% de mujeres de 20 anos de edad han presentado
una infeccion tractourinaria [11]. Las UPEC son un
problema de salud y son responsables de gastos de
fondos publicos y sociales [14][15].

Mediante un analisis de aislados de infecciones
tractouroliticas se han logrado establecer patotipos
de E. coli [10], aunque en estos casos la informacion
de la participacion de la ureasa en la infeccion y de
estudios bioquimicos es escasa. En México recien-
temente se realizo un estudio de la prevalencia de
cepas de UPEC, de aislados clinicos de pacientes
diagnosticados con infecciones del tracto urinario,
se estudio la resistencia a diferentes antibidticos,
los distintos serotipos, y los grupos filogenéticos
[16]. El serotipo predominante es la cepa denomi-
nada 025:ST131, la cual presenta resistencia a am-
picilina, piperacilina, a fluoroquinolinas y a trimetro-
prina/sulfametazol (TMP/SMX). Esta cepa no solo
se ha aislado en México, sino que se ha encontrado
diseminada a nivel mundial [17]. La cepa 025:ST131
es ureasa positiva y hasta la fecha no se ha descrito
de forma clara el papel de su ureasa en la virulencia
y tampoco se conocen detalles de sus parametros
cinéticos, ni de la estabilidad estructural, ni de su
mecanismo catalitico, y mucho menos si es blanco
de algun antibidtico actualmente conocido. El cono-
cimiento de estos detalles es importante, ya que el

entendimiento de las correlaciones entre la estruc-
tura y la funcién de esta proteina permitira desarro-
llar inhibidores especificos que puedan ser usados
para el tratamiento de la infeccion producida por las
cepas UPEC.

En la literatura se ha reportado el uso de algu-
nos inhibidores con posibles aplicaciones en medi-
cina. Estos incluyen a diferentes compuestos como
fosforoamidatos, derivados de la urea, quinonas, hi-
droxilamatos y algunos heterociclos, principalmen-
te en base a nitrocompuestos. El 4cido acetohidroxi-
mico ha sido el compuesto mas utilizado en terapias
clinicas, a pesar de sus indeseables efectos secun-
darios, junto con algunas alternativas en base de
extractos herbales. A pesar de que la ureasa es una
enzima ampliamente estudiada, por ejemplo, fue la
primera enzima en cristalizarse, aun no se entiende
completamente su mecanismo de accion catalitica,
ni se conocen detalles de las relaciones entre sus
propiedades cataliticas y su estructura.

Para extender el conocimiento del funciona-
miento de las ureasas y poder tener pistas de su
papel en la colonizacion y establecimiento bacteria-
no durante infecciones, son necesarios estudios es-
tructurales combinados con experimentos de modi-
ficacion quimica, analisis biofisicos y estructurales
y mutagénesis sitio-dirigida. En nuestras investiga-
ciones estamos estudiando las ureasas de algunas
bacterias patogenas y de algunas de plantas. La
estrategia que seguimos es realizar una caracteriza-
cion funcional y estructural, también estamos iden-
tificando nuevos inhibidores de la enzima con el fin
de utilizarlos en la eliminacion de infecciones noso-
comiales; dichos inhibidores los buscamos a partir
de dos fuentes: en la base de datos Zinc (mas de
600,000 farmacos) y partir de extractos vegetales.
Hemos logrado identificar siete compuestos con
potencial aplicacion médica (resultados no mostra-
dos). La maxima actividad ureolitica de ureasa se
alcanza en presencia de bicarbonato y las proteinas
accesorias (UreD-UreE-UreF/H-UreG), de las que
destaca UreG quien transfiere ion niquel y facilita la
incorporacion de bicarbonato a las cavidades catali-
ticas de ureasa.

LA UREASA

Es una enzima que ha despertado el interés en el
campo de la biotecnologia y en el campo de la medi-
cina. En ambos casos el objetivo es lograr su inhibi-
cion [5,18-23]. Con el fin de encontrar inhibidores
potentes, el conocimiento de detalles atomicos de
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Figura 1. Estructura de la ureasa. (A) Ureasas bacterianas con tres subunidades. (B) Ureasa de plantas y hongos con una sola
subunidad. La figura se obtuvo usando las coordenadas cristalograficas de la estructura de K. aerogenes (codigo PDB:2KAU)
y de Jack bean (cddigo PDB:3LA4). Imagenes generadas con USCF-Chimera.

su estructura tridimensional, asi como de su meca-
nismo catalitico son indispensables. Desde el punto
de vista enzimologico, también es interesante es-
tudiarla, ya que la ureasa aumenta la velocidad de
hidrolisis de la urea 1015-veces comparada con su
hidrolisis espontanea [24], uno de los aumentos en
la velocidad de reaccién mas altos que puede produ-
cir una enzima hasta ahora descritos, y porque su
sitio activo requiere de iones de niquel, una caracte-
ristica unica entre las hidrolasas; ademas de que su
completa maduracion —union de metales y carba-
moilacion— requiere la participacion de proteinas
accesorias [4,24,25].

La actividad de la ureasa se encuentra amplia-
mente distribuida en todo el dominio bacteria, y los
genes de esta enzima se han clonado y caracteriza-
do a partir de numerosas especies bacterianas. En
especial se han estudiado los genes de cinco espe-
cies: Bacillus sp (TB-90), Klebsiella aerogenes, P mi-
rabilis, Y. enterocolitica y H. pilory. A pesar de que la
ureasa fue la primer enzima que se logro cristalizar
en 1926 [26], no se conocid su estructura tridimen-
sional, sino hasta 60 anos después [27]. Actualmen-
te se cuenta con la estructura tridimensional de la
enzima de K. aerogenes [28] y de otras especies: la
de H. pylori [29], Sporosarcina pasteurii [19], Ca-
navalia ensiformis [27], H. mustelae [30], Brucella
melitensis (PDB: 4FUR) v Cajanus cajan [31]. En
cuanto a su arquitectura las enzimas bacterianas ge-

neralmente estan formadas por tres distintas subu-
nidades, dos de aproximadamente 11 y otra de 60.3
kDa [29]. La enzima funcional consta de tres copias
de cada subunidad (afg)3, ensambladas en un tri-
mero de trimeros (Figura 1), haciendo un total de
tres sitios activos por molécula, en donde cada sitio
activo presenta dos iones de Ni+2 [24] en complejo
con un residuo de Lys carbamoilado.

En la ureasa de Bacillus pasteuri se observa un
asa flexible tapando la entrada del canal del sitio ac-
tivo [25]. Con base en las estructuras de la ureasa,
se han propuesto dos mecanismos cataliticos deta-
llados para la enzima de K. aerogenesy parala de B.
pasteuri, con diferencias menores ambos consisten
en lo siguiente: (1) el oxigeno carbonilico de la urea
desplaza a una molécula de agua que se encuentra
coordinada con el Ni-1, y este es polarizado por una
His; (2) una molécula de agua se coordina con el
Ni-2 y tras ser activada ataca a la urea para formar
un intermediario tetraédrico; (3) una histidina loca-
lizada en la tapa le cede un protén al grupo amido
del intermediario y (4) finalmente el intermediario
protonado se descompone a carbamato y amonio. El
modelo involucra un mecanismo de protonacion in-
verso en el cual el acido tiene un pKa menor que el
nucleofilo, dando como resultado a una fraccion de
la enzima inactiva a su pH 6ptimo. Aunque existen
evidencias experimentales que apoyan este meca-
nismo [20, 24, 32, 33] actualmente no se ha logra-

22 CIENCIA EN LA FRONTERA: REVISTA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA UACJ, VoLUMEN EspEciAL, 2016.



Subunidad aA (UreC)

Tapa abierta

Figura 2. Conformaciones del asa flexible en la ureasa. (A) alineamiento estructural de las ureasas observadas en B a . (B) urea-
sa de Jack bean, JBU (cddigo PDB:3LA4), (C) ureasa de pigeon pea, PPU (codigo PDB:4G7E),(D) ureasa de Sporosarcina pas-
teurii, SPU (cddigo PDB:4CEU), (E) ureasa de Enterobacter aerogenes, EAU (codigo PDB:4EPS8), (F) ureasa de Bacillus pasteurii,
BPU (cddigo PDB:2UBP), (G) ureasa de Bacillus pasteurii, BPU (cddigo PDB:3UBP), (H) ureasa de Klebsiella aerogenes, KAU
(codigo PDB:2KAU) e (I) ureasa de Helicobacter Pylori, HPU (cddigo PDB:1E9Z). Imagenes generadas con USCF-Chimera.

do generalizar y tampoco es clara la identidad del
nucleofilo, es decir, si el Ni-2 se encuentra unido,
o si coordina a un ion hidroéxido; ni la identidad, ni
el estado de protonacion inicial del acido general y
otros aspectos que relacionan la estructura con la
funcion de las ureasas.

La aclaracién y un conocimiento mas general
del mecanismo catalitico de la ureasa requieren de
datos bioquimicos y estructurales de mas homo-
logos. La catalisis de la reaccién facilitada por las
enzimas ureasas es en parte favorecida por la flexi-

bilidad conformacional que presenta un asa locali-
zada en la entrada del sitio activo (Figura 2). Se ha
encontrado que la interaccion de compuestos qui-
micos con esta asa produce una inhibicion [34-36].
Uno de los farmacos que identificamos en nuestros
estudios, potencialmente interacciona con este asa
y actualmente estamos investigando su mecanismo
de inhibicion desde el punto de vista cinético y es-
tructural.

El uso de este compuesto y otros compuestos
que interaccionan con esta asa proporcionan una
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Figura 3. Modelo de union de las proteinas accesorias UreD, UreF, UreG a la estructura de UreABC, mostrando actividad me-

talochaperona de UreE [43].

excelente oportunidad para inhibir esta importan-
te enzima usada para el establecimiento, manteni-
miento y recurrencia de infecciones.

La ureasa (EC 3.5.1.5) es una metaloenzima de-
pendiente de niquel citoplasmatica [4]que hidroliza
urea formando amoniaco y acido carbamico [26]. El
acido carbamico en una reaccion espontanea poste-
riormente es convertido en amoniaco y bicarbona-
to, como se muestra en la siguiente ecuacion:

H,N-C(0)-NH, + H,0 - NH, + H,N-COOH
y H,N-COOH +H,0 > NH, + H,CO,

La alta eficiencia de la catalisis enzimatica es de-
bido a la presencia de dos iones niquel en el sitio
activo [24,37]. La hidrolisis de urea trae consigo un
incremento del pH y permite tener una fuente de
nitrogeno facilmente asimilable [38]. Esta actividad
ureolitica se ha involucrado con el establecimiento
de infecciones graves en humanos producidas por
bacterias como Helicobacter pylori en el tracto gas-
trico [39]y de Proteus mirabilis en el tracto urinario
[40] por mencionar algunas, de alli que la ureasa
juega un papel importante en la patogénesis de es-
tas bacterias. Estudios recientes demuestran que
la ureasa ademas de su actividad ureolitica puede
inducir la agregacion plaquetaria y la activacion de
lipooxigenasa [41], lo cual indica al menos dos do-
minios funcionales distintos presentes en la enzima.

La ureasa madura difiere en el numero de subu-
nidades entre especies, sin embargo presentan un
60% de similitud en la secuencia, siendo reflejado en
su estructura terciaria [42]. En plantas y hongos la
ureasa presenta un solo tipo de subunidad de 849
residuos de aminoacidos polipeptidicos forman-

do dimeros [(a,) ]2 [42][43], en Helicobacter pylori
esta compuesta de una subunidad gamma (UreA)
de 238 residuos y una subunidad betha (UreB) de
569 residuos, organizados en un complejo [(yp),]4,
mientras que en especies de Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter y ciertas cepas de Escherichia coli po-
see tres subunidades (UreA, UreB y UreC) organi-
zados en un complejo (yBay),, de las cuales el peso
molecular calculado es para UreA (11.1 kDa), UreB
(11.7 kDa) y UreC (60.3 kDa) [44]. La maduracién
postraduccional de la ureasa en todas las especies
estudiadas hasta la fecha requiere: (1) De residuo
de lisina carbamilado por diéxido de carbono y (2)
de la insercion de dos iones Ni2+ en cada uno de los
sitios activos de la subunidad o, siendo el proceso
dependiente de GTP [45].

Los iones de Ni en el sitio activo forman un com-
plejo con el grupo carbamilado de la lisina. EI Ni-1
presenta enlaces de coordinacion con dos residuos
de histidina y una molécula de agua mientras que
Ni-2 con dos residuos de histidina, un acido asparti-
co y una molécula de agua [43,46].

Estudios in vitro en K. aerogenes demostraron
que incubando apoproteina ureasa con NiCl, 100
pM y bicarbonato 100 mM, confiere el 15% de fun-
cionalidad, al carbamilar residuos de Lys [43]. Sin
embargo, la actividad maxima ureolitica se alcanza
con la participacion de cuatro proteinas accesorias
(homologos UreD/H, UreF, UreG y UreE) codifi-
cadas por cuatro genes que estan presentes en el
operén junto con ureasa (ureA, ureB y ureC) [4].
Siendo las proteinas UreD y UreF insolubles, mien-
tras que UreG es soluble. Por tal motivo, esta ultima
se ha podido caracterizar a partir de varias especies
[43]. Debido a la insolubilidad de UreD al sobre-
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expresarla, no se ha podido cristalizar, por lo que
investigadores emplean la expresion de fusion de
ureD con la unién a maltosa para hacerla soluble
[47].

PROTEINAS ACCESORIAS INVOLUCRADAS

EN MADURACION DE LA UREASA
Lamaduracion de la ureasa en H. pylori requiere de
las proteinas accesorias: UreH, UreF, UreG las cua-
les forman un dimero de heterotrimeros (UreG/
UreF/UreH), de peso molecular de 156.7+0.5 kDa
[48] y de la proteina UreE que actia como meta-
lochaperona. La proteina UreH induce cambios
conformacionales en UreF, produciendo cambios
en asas flexibles de UreF [44,49], este comple-
jo UreF/UreH formado tiene escencialmente la
misma conformacion antes y después de unirse
a la proteina UreG, formando el complejo UreG/
UreF/UreH [48]. Esta unién de proteina-proteina
facilita la dimerizacion de UreG, pudiéndose for-
mar un sitio de unién de Ni por intercambio de
dominios de cadenas de Cys66-Pro67-His68, de los
cuales Cys66 e His68 se proponen como ligandos
de union a iones niquel y zinc. Esta unién entre
UreG al complejo UreF/UreH solo se da por me-
dio de la interaccion con la proteina UreF, siendo
los residuos involucrados en la unién de la protei-
na UreG de H. pylori (Glu-62, Gly-64, Asp-74, Ser-
76, Asn-109, Glu-111, Arg-130, Lys-131 y Arg-138),
los cuales mantiene contacto con las regiones asa
de la proteina UreF [48].

En K. aerogenes se ha observado que la protei-
na UreD se une tanto a UreB y UreC, confiriendo
por si sola a la apoproteina ureasa 30% de su fun-
cionalidad [43,50] mientras que UreF solo se une a
UreB ([47]). Debido a que el complejo UreDFG es
una especie poco soluble, no se ha podido caracte-
rizar completamente.

El modelo de unién de las proteinas acceso-
rias a la estructura de UreABC mostrado en la
Figura 3, propone dos rutas, ya sea que las protei-
nas UreD, UreF y UreG se unan secuencialmente
o que se ligue el complejo UreDFG a los vértices
de la UreABC [43]. Siendo necesario para activar
la ureasa en especies formadoras de complejos
(UreABC), la adicion de dos iones Ni* a sus tres
sitios activos de la enzima “por cada subunidad
UreC” [47]. El proceso requiere de la hidrolisis
de GTP, la incorporacion de CO, para carbamilar
residuo de Lys y de la metalochaperona UreE

para entregar niquel [44]. Sin embargo, a pesar
de los estudios realizados a la fecha, también es
desconocido como las proteinas accesorias son li-
beradas, si lo realizan como una unidad UreDFG
o como proteinas individuales.

Proteina Accesoria UreF

El complejo (UreF/UreH), de peso molecular de
123.10.9 kDa es necesario para dimerizar la protei-
na UreG, cumpliendo esta su funcion. Siendo com-
probado por estudios de mutagénesis realizados
por Fong en los residuos R179A y Y183D sobre la
proteina UreF, causante de una homodimerizacion
deficiente del complejo UreF/UreH. Esta deficien-
cia para reclutar UreG impidié tener actividad ure-
olitica por parte de la ureasa [48]. A la vez, se de-
mostré que UreG tiende a disociarse del complejo
UreF/UreH, en adicion de GTP aumentando esta
disociacion en presencia de niquel.

Proteina Accesoria UreE

En cepas de K. aerogenes se ha observado que la
actividad maxima catalitica de la ureasa se alcanza
en presencia de UreE (17.6 kD) [44], debido a su
actividad como metalochaperona que transporta el
ion metalico al complejo UreABCDFG [43]. Esta
proteina presenta en K. aerogenes 10 residuos de
Histidina en el C-terminal, siendo la proteina HypA
un analogo de UreE [51].

En un estudio con cobre en UreE se asumio que
residuos de His-110 e His-112 pueden actuar como
depositos de Ni para poder asi facilitar el aporte de
niquel a la ureasa [51]. Estudios estructurales y de
mutagénesis indican que para unir el idn metalico
se requiere de un dimero, en el cual un dominio de
la intercara se encarga de unir el ién, mientras que
el segundo dominio es probable que participe en el
reconocimiento del complejo ureABCDFG ya que
presenta una estructura semejante al dominio de la
chaperona Hsp40 [49]

Proteina Acceoria UreD

Ellocus ure se puede encontrar en orden ureABCE-
FGD o ureDABCEFG. En cepas de E. coli entero-
hemorragicas (EHEC) la secuencia de los genes es
similar a la secuencia de especies como: Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter donde se agrupan en el
orden ureDABCEFG, siendo el gen ureD el mas
variable [50]. La secuencia de los genes ure de K.
aerogenes son los mas similares a la secuencia de
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EHEC, teniendo entre un 76-96% de similitudes con
las siete proteinas ureasa. Esta proteina presenta un
peso molecular de 29.8 kD ..

Las cepas de EHEC son patégenos colonizado-
res del intestino grueso en humanos causantes de
manifestaciones clinicas como colitis hemorragica
y sindrome urémico hemolitico. En los Estados
Unidos la cepa EHEC 0157:H7 es responsable de la
mayoria de los brotes, sin embargo en otros paises
predominan serogrupos 026, 0111y 0145 [47].

La actividad de la ureasa como factor de virulen-
cia se ha propuesto en especies como: Proteus mi-
rabilis, H. pylovi y Yersenia enterocolitica por men-
cionar algunas; sin embargo en cepas de EHEC su
papel en la patogénesis no esta definido. La falta de
informacion sobre el papel de la ureasa en EHEC
puede deberse a que muy pocas cepas de EHEC
in vitro demuestran un fenotipo de ureasa positivo,
siendo debido hasta la fecha por: (1) La sustituciéon
del nucledtido C742T en la cadena C-terminal de
ureD dando como resultado un cambio de glutami-
na en posicion 248 por codon ambar (UAG) de trun-
camiento prematuro y (2) la sustitucion del nucled-
tido C113T cambiando leucina (L) por prolina (P)
en posicion 38. Encontrandose la sustitucion C742T
altamente conservada en cepas EHEC ureasa nega-
tivas [47].

Estudios a partir de polimorfismos de ureD en
EHEC han identificado sustitucion de prolina por
leucina en posicion 205 sin embargo, la P205L es
menos conservada (solo 30% de las especies la pre-
sentan) y se ha determinado que la sustitucion de
leucina por prolina (L205P) no confiere un incre-
mento de la actividad ureolitica, a diferencia de la
posicién 38, donde la sustitucion por prolina (L38P)
confiere un incremento de la actividad catalitica.
Estos estudios indican que por tal motivo, iz vitro,
una ureasa negativa no son indicadores solo de una
mutacion ambar en UreD [47].

UreG y la superfamilia GTPASAS

Las GTPasas son una superfamilia de proteinas
presentes en procariotas como en,eucariotas, ca-
paces de unir e hidrolizar el GTP. Estas desempe-
nan una gran variedad de funciones tales como: La
proliferacion celular, la transduccion de senales y
control del ciclo celular, la traduccion y sintesis de
proteinas, el transporte vesicular y la translocacion
de proteinas a través de la membrana por mencio-
nar algunas. Las GTPasas se caracterizan principal-
mente por tener un dominio G con un plegamien-

to y una estructural muy similar. A este dominio
conservado se le pueden adicionar otros dominios
amino o carboxiterminales los cuales pueden te-
ner funciones independientes o relacionadas con
la actividad GTPasa. El dominio G de las GTPasas
mantiene conservado cuatro secuencias (motivo
G1, G2, G3 y G4) responsables de la interaccion
con el nucleédtido y los efectores con excepcion de
algunas pocas GTPasas como la adenilsuccinato
sintetasa. Ademas en ciertas GTPasas se presenta
un motivo G5 conservado[52].

Los motivos G1, G3, G4 y G5 son los responsa-
bles del reconocimiento, unién e hidrolisis del GTP
y de la interacciéon con el cofactor Mg?. Mientras
que el motivo G2 permite la interaccion con el posi-
ble efector y con la correspondiente GAP (proteinas
activadoras de GTPasas). Esta superfamilia se cla-
sifica en 20 familias y 57 subfamilias, incluyéndose
algunas ATPasas, ya que presentan un motivo es-
tructural P-loop (bucle de union al fosfato) presente
en el motivo G1. Algunas proteinas con actividad
ATPasa mantienen esta caracteristica a pesar de ca-
recer de actividad GTPasa

Superfamilia Proteinas RAS

(GTPASAS pequeiias)

De las familias de GTPasas eucarioticas destaca la
superfamilia de proteinas tipo Ras[52], dividiéndose
las GTPasas pequenas de acuerdo con su funcion
en al menos cinco familias principales: (1) Ras (Sar-
coma de Ras) involucradas en la regulacion de la
expresion génica, apoptosis, proliferacion, diferen-
ciacion y morfologia celular; (2) Rho (Homdlogos
de Ras) participan en la reorganizacion de los fila-
mentos de actina, regulacion del ciclo celular y la
expresion génica; (3) Rab (Ras igual a las proteinas
en el cerebro) controlan el transporte vesicular y el
trafico de proteinas entre distintos organulos; (4)
Arf (Factor de ADP-ribosilacion) regulan trafico
vesicular y (5) Ran (Ras igual a nuclear) implica-
das en el transporte nucleo-citoplasmatico de RNA
y proteinas. Esta superfamilia de GTPasas peque-
nas, son las mas estudiadas hasta la fecha, sirviendo
como modelo para el estudio del resto de las GTPa-
sas tanto en eucariotas como procariotas. El ciclo de
las GTPasas clasicas (ejemplo: proteinas Ras), se
encuentran en dos estados conformacionales: unido
al GTP (estado activo) y unido al GDP (estado inac-
tivo) [52]. Debido a su baja actividad GTPasa intrin-
seca, suele implicarse la union del factor GAP para
catalizar el paso de hidrolisis del fosfato gamma del
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Figura 4. A) Topologia de las proteinas Ras y B) Topologia de la proteina HypB-UreG (Gasper et al., 2006)

nucledtido unido a la proteina GTPasa. Igualmente
debido a la alta afinidad de las GTPasas por los nu-
cledtidos de guanina se requiere de la proteina GEF
(factor de intercambio de guanina), la cual permite
que las GTPasas vuelvan a su estado libre y pueda
la GTPasa reiniciar su nuevo ciclo. Tanto la protei-
na GAP y GEF son especificos para cada una de las
GTPasas.

La topologia de las proteinas tipo Ras mostrada
en la Figura 4, consiste en seis laminas p siendo
solo una antiparalela y cinco hélices a localizadas
en los extremos de las hojas. La clasificacion de

proteinas con esta topologia se conoce como de
clase TRAFAC [53].

Proteina Accesoria UREG

La proteina UreG es miembro de la clase SIMIBI de
GTPasa, las cuales frecuentemente requieren estar
en su forma dimérica para llevar a cabo sus funcio-
nes [51], en H. pylori mediante difraccion de rayos X
se observo que la GTPasa presenta estructuralmen-
te motivo G1, G2, G3, G4 y G5 [48]. Esta proteina

por medio de la hidrdlisis de GTP transfiere el Ni?
al sitio catalitico de la ureasa, siendo este paso cru-
cial para la activacion de la ureasa, ya que la sustitu-
cion de su sustrato por un analogo no hidrolizable
ocasiona una ureasa inactiva [54].

La proteina UreG presenta un peso molecular de
24.4 kDa, mientras que su dimero en presencia de
Niy dos ligandos (GTP) tiene un peso molecular de
49.7. La dimerizacion de la proteina depende de la
adicion de niquel, GDP y GTP; presentando una ten-
dencia a dimerizar UreG 40uM en presencia de Ni*
0.5 mM con GDP 1mM y Ni con GTP 1mM, lo cual
es demostrado con el peso molecular calculado por
dispersion de luz estatica, teniendo en presencia de
Ni con GDP un peso molecular de 44.5 kDa, mien-
tras que en presencia de Ni** con GTP de 46.8 kDa;
conteniendo en ambos casos una estequiometria de
1.2 de niquel por dimero de UreG [48]. Sin embargo,
la dimerizacion de UreG se ve estrechamente rela-
cionada con la presencia de nucleétidos de guanina,
sugiriendo que la dinamica molecular de UreG es re-
gulada por la hidrolisis de GTP, ya que esta actividad
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Residuos involucrados
* Hebras B = 20.48% (residuos hidrofébicos)
* Hélices a = 42.92% (residuos anfipaticos)

* Giros By asas 2> 36.59%

Figura 5. Topologia del modelo construido de UreG de E. coli O157:H7. Los triangulos representan hebras , circulos represen-

tan hélices a y las lineas representan giros 3 y asas.

desfavorece la dimerizacion de la proteina liberando
iones niquel en el proceso; siendo aumentada la ac-
tividad hidrolitica especificamente en presencia de
bicarbonato, ya que se mantiene la actividad al anadir
otra sal como: acetato, formato o sulfato.

De las cuatro proteinas accesorias de ureasa,
la proteina UreG es la mas conservada en las es-
pecies estudiadas hasta la fecha. Teniendo conser-
vado el motivo de uniéon a metal Cys-Pro-His [55].
Este motivo es responsable de la union de niquel
como de la dimerizaciéon de UreG, siendo demos-
trado en UreG de H. pylori mediante mutagénesis
de residuo C66A y H68A [48].

La proteina UreG en K. aerogenes es un mono-
mero que puede unir niquel o zinc (K, ~ 5 pM), en
H. pylori UreG dimeriza uniendo i6n zinc (K 0.33
1M) o se mantiene en forma monomérica uniendo
dos iones niquel con menor afinidad (K, 10 uM),
mientras que en Mycobacterium tuberculosis y So-
porosarcina pasteurii poseen proteina UreG dimé-
rica que puede unir dos iones Zinc (K, ~ 40 pM)
y mas débilmente niquel[43,44], teniendo para M.
tuberculosis una k_ de 0.01 min [56] mientras que
UreG de S. pasteurii tiene una k_,de 0.04 min'
[55], lo cual demuestra que por si solas mantienen
una baja actividad GTPasa.

Hasta la fecha no se cuenta con una estructura
de UreG libre, siendo el unico modelo obtenido de
ella el PDB 4HIO donde se muestra en unién con
otras proteinas accesorias. Sin embargo, esta pro-
teina accesoria de la ureasa es la inica en presentar
homologia de secuencia con otras proteinas. Tal es
el caso que el gen ureG en K. aerogenes presenta
25% de similitud a la secuencia de Escherichia coli
hypB, lo cual se ha aprovechado para crear mode-
los de UreG [55].

Estudios en Helicobacter pylori han demos-
trado que proteinas HypA y HypB son necesarias
para activar tanto la hidrogenasa como para tener
una completa actividad de ureasa, descartando
la posibilidad de que la ureasa requiere de hi-
drogenasa para su activacion [57]. Se ha podido
cristalizar la proteina HypB, siendo resuelto por
difraccion de rayos X, observando que esta pro-
teina es capaz de unir ién niquel. Mientras que
HypA presenta la capacidad como dimero de unir
dos iones Ni. En su estructura HypA contiene cin-
co residuos de histidina distribuidos dentro de la
proteina (His2, His17, His24, His79 e His95) sien-
do el residuo de Histidina-2 esencial para la union
de niquel a la proteina [57].

Tanto la proteina UreG como HypB son GTPa-
sas, las cuales presentan un dominio de unién a
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nucleotidos conservados [GXXXXGK(S/T)][53].
Sin embargo, a diferencia de la superfamilia de las
proteinas Ras, la topologia de HypB mostrada en
la Figura 5, consiste en 7 laminas R paralelas y 11
hélices a, lo cual las clasifica como proteinas clase
SIMIBI, que presentan topologia distinta a TRA-
FAC [53].

La proteina HypB para llevar a cabo su funcion
forma dimeros [53]. Estudios en esta proteina de-
muestran residuo Lys59 esencial para su actividad
GTPasa [54], mientras que UreG en H. pylori modi-
ficacion residuo Lys14 y en K. aerogenes expresada
en E. coli modificacion Lys20 y Thr21 por alanina en
el motivo P-loop [52]provoca que carezca de activi-
dad litica la ureasa. Sugiriendo estos analisis la im-
portancia de los residuos lisina y treonina, de union
a GTP motivo P-loop tanto para K. aerogenes como
H. pylori, en la maduracion de la ureasa [43]. Se ha
observado que la carencia de actividad ureolitica a
modificar en UreG residuo Lysl4, es consistente
aun al anadir niquel [54], mientras modificaciones
en HypB residuo Lys59 restaura su actividad ureoli-
tica al anadir niquel [57].

Estudios recientes indican que en ciertas
especies, la activacion de ureasa no requiere de
la proteina UreG, ya que en Helicobacter muste-
lae un patégeno gastrico en hurones, presenta
dos grupos de genes de ureasa: ureABIEFGH y
ureA2B2. Tanto estudios en H. mustelae como en
E. coli con expresion de genes ureA2B2 (UreA
es 57% idéntica a UreA2 y UreB es 70% idéntica a
UreB2 se observa actividad enzimatica sin GTPa-
sa [43]. Esta ureA2B2 es una enzima que contiene
hierro labil a oxigeno, lo cual puede indicar que
las bacterias han evolucionado [43]. La habilidad
de cepas de E. coli para formar ureasa de hierro
activa utilizando solo ureA2B2 implica que no se
requiere de las proteinas accesorias para carba-
milar el residuo de Lys.

Sin embargo, en la gran mayoria de estudios
sobre actividad ureolitica se ha observado un
maximo de actividad en presencia de UreG. Esto
convierte a UreG en un potencial blanco de con-
trol antimicrobiano, ya que interrumpiria la madu-
racion postraduccional de la ureasa, afectando la
colonizacion e invasion de tejidos, de especie con
actividad ureolitica. Siendo objeto de estudio de

esta tesis el conocer y extender el conocimiento
bioquimico y estructural de UreG bacteriana; el
establecer relaciones entre la estructura tridimen-
sional y el funcionamiento de UreG; lo que permi-
tira identificar residuos esenciales para su buen
funcionamiento pudiendo asi desarrollar o mejorar
inhibidores dirigidos contra especies productoras
de ureasa complejo (UreABC), y posiblemente for-
madoras de otros complejos.

MODELO ESTRUCTURAL

DE UREG DE E. COLI

La familia GTPasa-UreG generalmente presenta
cinco hélices largas y siete hebras cortas, encon-
trandose en algunas secuencias dos hélices adicio-
nales (H4 y H5) y una hebra (54) [55]. Con base
en el modelo construido del monomero de EcUreG
0157:H7, mostrado en la Figura 5, se identifica la
presencia de siete hebras 3 y once hélices o conec-
tadas por medio de asas; estando involucrado el
20.48% de los residuos de la proteina en la formacion
de hebras B, mientras que 42.92% de los residuos
forman hélices alfa, siendo el 36.59% restante com-
prendido por giros p y asas. La topologia en el mo-
delo de EcUreG muestra que la mayor cantidad de
residuos hidrofobicos estan presentes en las hebras
B, constituyendo el nucleo hidrofébico de la protei-
na, mientras que en las hélices a se encuentra gran
cantidad de residuos anfipaticos, lo cual concuerda
con los resultados reportados previamente respecto
a la proteina UreG de Bacillus pasteuri [55].

La topologia de esta proteina muestra la pre-
sencia de dos hojas 3, como se aprecia en la Figura
6, siendo una formada por las hebras S1, S2, S3 y
S4 mostrada de color azul y la otra por S5, S6 y S7
mostrada en color amarillo. Las hebras se pliegan
en medio barril, teniendo topologia tipo Rossmann
que hasta la fecha no ha sido descrito en UreG.
Esta proteina presenta en su estructura dos Cistei-
nas (Cys28 y Cys72) apreciandose en el modelado
que unicamente Cys72 esta disponible, la cual esta
involucrada en la unién al ion metalico. A la vez,
presenta en su secuencia primaria dos Triptéfanos
(Trp35 y Trpl79) estando ambos disponibles, lo
cual permite calcular la union de sustratos e inhibi-
dores mediante estudios de fluorescencia intrinse-
ca de la proteina.
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Figura 7. Muestra la conservacion de los motivos G1, G2, G3, G4 y G5 en las proteinas UreG bacterianas graficados
usando WebLogo.
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Figura 8. Posibles residuos implicados en la union de magnesio. El ion metalico se modelo usando como templado la posicion
de ion en el cristal de la enzima de H. Pilory: PDB 4LPS mientras que el GDP del PDB 4HI0O Mg?*
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Residuos UreG E. coli

Subunidad A

G1 GPVGSGKT
G2 TNDIYTRE
G3 ESGGDN
G4 NKTD

G5 NLK

[l UnidnUreF

Subunidad B

Figura 9. Identificacion de motivos G en el dimero de UreG E. coli: G1 (residuo 14-21), G2 (residuo 41-48), G3 (residuo 104-
109), G4 (residuo 151-154) y G5 (residuo 1883-185); sefialando posibles residuos implicados en la union con UreF, identificados

mediante alineamiento con el PDB 4HI0.

Topologia de UreG

Figura 6. Topologia de las hojas { presentes en la estructura
tridimensional de UreG. Se muestra la superficie de van der
Walls y en cartoon las hebras.

Los analisis estructurales realizados por
Zambelli [56], determinaron que las secuencias
conservadas de las proteinas UreG predominan
en las asas mas que en las hebras y hélices, su-
giriendo que estas ultimas regiones solo son ne-
cesarias para conferir la estructura general de la
proteina. A partir del alineamiento multiple de

las secuencias de proteinas UreG bacterianas, se
logr6 determinar la diversificacion de importan-
tes motivos conservados presentes en las asas,
posiblemente involucrados en la uniéon de GTP
y Ni?*asi como en la catalisis y especificidad por
el nucleétido; siendo la conservacion de los mo-
tivos: (1) G1 (P-loop) con secuencia GPVG[S/R]
GKT localizado en la region N-terminal, (2) G2
(Swiss I) con secuencia TNDIYTI[K/Q/RIE, (3)
G3 (Swiss II) con secuencia ESGGDN, (4) G4 con
secuencia NK[T/I/S/V]Dy (5) G5 con la secuen-
cia mas variable [N/D/S/A][L/M/V][K/R/H/S]
entre estos motivos (Figura 7).

El motivo P-loop esta localizado entre la hebra
S1y hélice H1, situado a un lado de un bucle entre
la hebra S4 y S5. Observandose Switch I entre la
hebra S2 y hélice H2 mientas que Switch II entre
la hebra S4 y S5. Se refiere que los motivos G1, G3,
G4 y G5 en la superfamilia de las GTPasas peque-
nas son los responsables de reconocimiento, union
e hidrolisis junto con la interaccion con el cofactor
Mg?, concordando con el modelo propuesto, deter-
minando que los residuos en EcUreG con alta pro-
babilidad de participar en la union de Mg* sean: (1)
Lys20, (2) Thr21 presentes en el motivo P-loop, (3)
Asp43 en motivo G2 y (4) Glul04 en el motivo G3,
mostrados en la Figura 8, donde a la vez se apre-
cia una posible interaccion del residuo Asp43 con
Lys137 de la otra subunidad y del residuo Glu104
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Figura 10. Dominios de union al ligando GDP-Mg?* y Ni?* los cuales se obtuvieron de su proteina homdloga 4HI0 y 4LPS,

respectivamente.
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Figura 11. Residuos implicados en la interaccién con el nucledtido y niquel, resaltando residuo Lys137 y Val159 como impor-
tantes en catalisis e union respectivamente, asi como residuos Arg78 e Asn109 implicados en union de niquel. El ligando GDP

se obtuvo del PDB 4HI0 mientras que Niy agua del PDB 4LPS.

con Thr41 presente en el motivo G2 (involucrado en
la union a la proteina activadora de GTPasa).

Con base en la importancia del motivo G2, se
realizo un alineamiento de los residuos implicados
en la union de UreG con UreF identificados por
Fong y colaboradores (2013), apreciando en nues-
tro modelo que el motivo G2 no participa directa-
mente en la unién con la proteina accesoria UreF
como se muestra en la Figura 9, sefalando los po-
sibles residuos implicados en esta union por parte
de EcUreG (Glu68, Gly70, Asp80, Ser82, Serll5,
Glul17, Arg136, Lys137 y Lys144). A pesar de ello
se observo que el motivo G2 estd estrechamen-
te ligado con el residuo acido glutamico 68 (color

rojo) y el residuo lisina 137 (color amarillo), donde
el residuo Glu68, presente entre la hebra S3 y héli-
ce H4, y el residuo lisina 137 de la otra subunidad
(ubicado en la hélice o 7) siendo posiblemente que
interacciones con UreF modifiquen indirectamente
el motivo G2 de su conformacién original. Lo cual
sugiere que la interaccion de UreG con UreF, a par-
tir del previo complejo UreD[H]/UreF dado que
esta uniéon modifica asas flexibles en UreF [44,48],
confiriendo un incremento en la actividad GTPasa
intrinseca a UreG.

El modelo de UreG permiti6 identificar dos do-
minios independientes separados por la hebra S5,
siendo uno identificado como dominio de unién a
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nucleotido y el otro como dominio catalitico, los
cuales se muestran en la Figura 10, junto con los
ligando GDP, Mg? y niquel. La estequiometria de
UreG es de dos sitios activos y un sitio de Ni, por lo
cual es un dimero obligado para su funcién bioldgi-
ca como transportador de i6n niquel, estando estas
cavidades comunicadas de alguna forma.

Los residuos identificados mediante el modelo
cuya interaccion resulta mas probable con el ligan-
do GDP y Ni se muestran en la Figura 11, resaltan-
do Lys137 y Vall59 como residuos importantes en
la unién del nucledtido asi como posiblemente im-
plicado Lys137 en la actividad catalitica. A la vez,
en la cavidad de union a Ni se aprecia que Arg78
e Asn109 son quiza residuos importantes tanto en
la unién como en la dimerizaciéon de UreG, ya que
mantienen estable (posiblemente en dos conforma-
ciones siendo una abierta y otra cerrada) la cavidad
de union a niquel.

El analisis de los residuos implicados en la co-
municacion entre la cavidad unién a nucleotido y

cavidad unién a metal, permitieron identificar una
cavidad extra que hasta la fecha no ha sido repor-
tada. Posiblemente esta cavidad esté involucrada
en un aumento de la actividad enzimatica por parte
de UreG del complejo metalochaperonina (UreG/
F/D[H]), permitiendo la entrada de sustratos como
bicarbonato, el cual ha sido reportado por Fong y
colaboradores (2013) que incrementa la actividad
hidrolitica hasta 10 veces. En el modelo propues-
to se logro identificar como posibles residuos im-
plicados en la comunicacion de las cavidades en la
subunidad A: Tyr45, Cys72 e His74 mientras que
en la subunidad B: Cys72, His74, Asn109, Ser111ly
Lys137 siendo todos, a excepcion de Lys137 mos-
trados en la Figura 12. Estudios de mutagénesis
sitio dirigido in silico, no mostrados, sugieren que
debe presentarse un cambio conformacional gran-
de que permita la comunicacion de los dos sitios,
dado que cambios conformacionales individuales
de los residuos, no permiten la comunicacion de las
cavidades.

Figura 13. Potencial electrostatico molecular superficial UreG de E. coli, el monoémero representado en la parte superior y el
dimero en la parte inferior., A) Se resalta de color morado residuos con pKa calculados mediante Propka fuera del rango de lo
normal siendo para el monémero pKa calculados (Glu-60 3.66*; Glu-62 5.88%; Asp-127 3.94*; Glu-130 7.66%; Glu-198 6.12* y
Glu-199 3.96%), mientras que el dimero subunidad A (Asp-43 2.9*; Glu-104 7.03%; Asp-127 4* y Glu 130 9.61’) siendo estos muy
semejantes a los pKa calculos en la subunidad dos; a la vez se muestra de color rojo (hélices), en amarillo (hebras) y en verde
(loop). B) Muestra la cavidad de union a GTP. C) Muestra la cavidad de union a niquel.
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Figura 12. Muestra cavidades apreciables en el modelo de
UreG, con posibles residuos implicados en la comunicacion
las cavidades.

Para obtener mayor informacion estructural del
modelo EcUreG, se calcul6 el potencial electros-
tatico tanto del monémero como del dimero, por
medio del servidor APBS (http://apbs.org/) los
cuales se muestran en la Figura 13 junto con su
respectivo modelado en representacion cartoon,
resaltando los residuos con pKa calculados fuera
del rango normal, sugiriendo que son posibles
residuos importantes de la proteina, resaltando
la presencia del residuo Asp43 previamente iden-
tificado como residuo implicado en la hidrolisis
de GTP, mostrando un pKa de 2.9, el cual normal-
mente tiene un pKa de 3.8 para su cadena radical.
El modelo se caracteriza por presentar gran parte
de su superficie con carga parcialmente negativa.
Como era de esperarse debido a la polaridad nega-
tiva del GTP, la cavidad de unién a este presenta
carga parcial positiva, mientras que la cavidad de
union a niquel sorprende al tener carga parcial po-
sitiva ya que la polaridad del niquel es positiva.
Esto puede ser es consecuencia de emplear
como templado a UreG de H. pilory (PDH 4HIO0),
el cual es un analogo del complejo E-Q y no del
complejo central E-PQ, es decir, que es un analogo
en donde se ha disociado el Ni+2 donde la carga
positiva del sitio de unién al metal es consistente
con la fuerza que permite la liberacion de este.

DISCUSION

Las ureasa y sus proteinas acceseorias son blan-
cos para el control antimicrobiano potenciales.
Los inhibidores de la ureasa pueden cloquear la
actividad, pero los inhibidores de las proteinas ac-
ceseorias, en especial de UreG, no solo abatirian
la actividad de la enzima, sino que evitan que se
active la ureasa. La seleccion de estos compues-
tos con propiedades de inhibidores, requiere una
comprension detallada a nivel molecular del fun-
cionamiento de las proteinas. El analisis de la infor-
macion estrucutural disponible a la luz de estudios
comparativos mediante el uso de estrategias bioin-
formaticas permite no solo clasificar los datos, sino
generar criterios de busqueda y seleccion de estos
compuestos.
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RESUMEN

Los nucleos supraquiasmaticos (SCN) generan el ritmo circadiano de los mamiferos, este ritmo se sin-
croniza con la luz ambiental (fotosincronizacion). La fotosincronizacion se origina en la retina, pero la ce-
guera no impide fotosincronizar, algunos estudios pioneros (1920s) encontraron que los ratones ciegos
sincronizaban su ritmo al ciclo dia/noche. El hecho se explico por un numero de fotorreceptores suficiente
para generar el impulso nervioso que se amplificaria en la via visual. En 1999 se descubrié que los animales
sin conos ni bastones fotosincronizan por accion del fotopigmento melanopsina. La expresion y actividad
de esta proteina convierte a algunas células ganglionares en fotorreceptoras. Se ha demostrado que tales
células (ipRGCs) median la fotosincronizacion. Aunque son escasas, las ipRGCs son las tnicas aferentes a
los SCN; entonces la actividad de conos, bastones e ipRGCs forma el impulso nervioso para la fotosincro-
nizacion, pero las ipRGCs son la via aferente exclusiva. Es esencial saber como las ipRGCs transmiten el
impulso a los SCN. Se propone la participacion de las ipRGCs en patologias del ciclo suefio vigilia, depresion
estacional o depresion mediada por la oscuridad. Es poca la informacion sobre la interaccion sinaptica de las
ipRGC con el resto de la interneuronas retinianas, tampoco se ha ahondado la expresion del gen de la me-
lanopsina. En nuestro grupo estudiamos a las proteinas sinapticas de las ipRGCs y la expresion del gen de
la melanopsina durante la ontogenia. Falta ahondar en estos temas y en la participacion de otras proteinas
en la fototraduccion.

Palabras clave: retina, melanopsina, circadiano, nicleos supraquiasmaticos.
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INTRODUCCION

La retina es conocida por su participacion en la ge-
neracion del impulso nervioso que desemboca en
la traduccion sensorial visual; este impulso se ge-
nera en los fotorreceptores clasicos, bastones y co-
nos y se modula por las interneuronas retinianias
para proyectarse hacia el encéfalo mediante las cé-
lulas ganglionares retinianas (RGC); sin embargo,
durante los ultimos diez afios se ha ampliado la in-
formacion de las funciones que puede llevar a cabo
la retina al descubrirse que existe un subgrupo de
RGC que contienen al fotopigmento melanopsina,
capaz de iniciar un proceso de fototraduccion ho-
mologo al de la conopsina y la rodopsina (Proven-
cio et al, 2012). De esta manera, las RGC con me-
lanopsina actuan como un fotorreceptor adicional
a los conos y bastones; se denominan células gan-
glionares intrinsecamente fotosensibles (ipRGC)
porque responden a estimulos de luz aun cuando
sean inhibidas las senales sinapticas provenientes
de la red neuronal intrarretiniana, activada por los
conos y bastones e incluso una vez que se aislan de
la retina (Hattar et al, 2002).

Las ipRGCs son una tercera clase de fotorre-
ceptor en la retina y participan en procesos sin re-
lacion con la formacion de imagenes que se deno-
minan funciones extra-visuales de la retina, entre
ellas las mejor caracterizadas son el reflejo pupilar,
la regulacion de la secrecion de la melatonina y la
sincronizacion de los nucleos supraquiasmaticos
para mantener el ritmo circadiano en fase con el ci-
clo geotérmico (fotosincronizacion). Se ha descri-
to la presencia de este tercer tipo de fotorreceptor
en la retina de todos los vertebrados, destacando
su relevancia por el descubrimiento de un meca-
nismo de fototraduccion alternativo al de conos y
bastones, asi como por que su actividad explica la
fotosincronizacion que ocurre en animales ciegos
(Provencio et al, 2012, Lucas, 2013).

Las melanopsina (OPN4) es un receptor acopla-
do a proteina G activado por la luz, en las ipRGCs se
acopla a una proteina Gq y genera fosfoinositidos
como mensajeros intracelulares, por lo que su meca-
nismo de fototraduccion es homologo al de inverte-
brados; no obstante, existe controversia acerca de la
identidad del efector final. Dado que la OPN4 es una
proteina ubicua, presente en diferentes regiones del
sistema nervioso e incluso en otros tejidos, es proba-
ble que se acople a diferentes mecanismos de fototra-
duccion en diferentes células (Provencio et al, 2012,
Lucas, 2013, Schmidt, Chen & Hattar, 2011).

Se han descrito cinco subtipos de ipRGCs en
el raton (M1 al M5); y 3 subtipos en la rata (Sch-
midt, Chen & Hattar, 2011), en ambas especies se
demostrado que la respuesta intrinseca a la luz di-
fiere significativamente en el tiempo de activacion,
amplitud y duracion entre los diferentes subtipos,
y hay datos equivalentes para la retina de un roe-
dor diurno, la rata del Nilo (Karnas et al, 2013), por
lo que es probable que el mecanismo de fototra-
duccidn iniciado por la melanopsina pueda desem-
bocar en efectores finales distintivos de cada sub-
tipo de ipRGC. Hay dos obstaculos esenciales para
estudiar el mecanismo de fototraduccion: el prime-
ro es la escasez de las ipRGCs (2% de la poblacion
total de GC), el segundo obstaculo consiste en que
podemos identificar a las ipRGC unicamente por
marcaje retrogado tras la inyeccion de trazadores
en el nucleo supraquiasmatico (Warren et al, 2006).
Se ha intentado la alternativa de aislar y cultivar a
las ipRGCs con las retinas del pollo (Contin et al,
2010) y de la rata (Hartwick, et al, 2007), asi se ha
demostrado la participacion de varios mensajeros
intracelulares y de posibles efectores finales, entre
ellos los canales de calcio activados por voltaje y
los canales TRPC6 6 TRPC7 (Hartwick, et al, 2007;
Perez-Leighton et al, 2011).

La investigacion sobre las ipRGCs ha producido
una numerosa cantidad de evidencias que explican
su rol de fotorreceptor extravisual. Los estudios con
ratones carentes de conos y bastones ha demostra-
do que las ipRGCs actuan en conjunto con éstos en
la fotosincronizacion del ritmo circadiano, pero es
contundente la evidencia de que unicamente los
axones de las ipRGCs proyectan hacia los nucleos
supraquiasmaticos por medio del tracto retinohipo-
talamico (Hatori et al, 2008), de modo que, aunque
los tres tipos de fotorreceptores pueden participar
en la deteccion de los niveles ambientales de luz, el
impulso nervioso es conducido exclusivamente por
las ipRGCs (Provencio et al, 2012, Lucas, 2013, Sch-
midt, Chen & Hattar, 2011).

En su papel de neuronas de proyeccion, las
ipRGC presentan dos peculiaridades: la tasa de
disparo de potenciales de accion y la frecuencia y
amplitud de los potenciales sinapticos es apenas
un décimo que la del promedio de las RGC (Pérez-
Leon et al, 2006; Wong et al, 2007) lo que sugiere
que las ipRGCs deben contener un repertorio dife-
rente de canales idnicos, receptores a neurotrans-
misores y proteinas sinapticas accesorias a los que
pueden presentarse en las RGC (Schmidt, Chen &
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Hattar, 2011). Los receptores a glicina y a GABA
de las ipRGCs del macaco se distribuyen diferen-
cialmente entre las células M1 y M2 (Neumann et
al, 2011), pero no hay un analisis semejante para la
distribucion de otros receptores a neurotransmiso-
res. En cuanto a receptores a neuromoduladores,
aparte del receptor de dopamina (Van Hook et al,
2012), no se ha descrito su presencia en las ipRGCs
(revisado por Schmidt, Chen & Hattar, 2011).

DESARROLLO DEL PROYECTO

Las ipRGC representan un tipo fotorreceptor nove-
doso cuyo mecanismo de fototraduccion requiere
caracterizarse minuciosamente; asi mismo, las inte-
racciones sinapticas de estas células, que no se han
descrito, determinan de qué manera transmiten el
impulso nervioso responsable de la fotosincroniza-
cion de los SCN y asi, la ritmicidad circadica de los
mamiferos. Dada la relevancia de las ipRGC, es tam-
bién indispensable analizar como se regula la expre-
sién de su fotopigmento, la melanopsina, un aspecto
que tampoco se ha estudiado a fondo.

Nuestro proyecto se plante6 para caracterizar a
los receptores a neurotransmisores, a las proteinas
sinapticas, al mecanismo de fototraduccion de las
ipRGC vy a la expresion del gen de la melanopsina
en estas células.

DISENO EXPERIMENTAL

Animales

La rata Rattus norvegicus raza Wistar y el conejo
Oryctolagus cuniculus raza New Zealand fueron las
especies experimentales, su manejo fue revisado y
aprobado por el Comité de Bioética del ICB-UAC].

Localizacion de proteinas sindpticas

por inmunohistofluorescencia

Para determinar la presencia de diferentes protei-
nas con relevancia en las sinapsis de las ipRGC se
emprendio el analisis de cortes histoldgicos de las
retinas por el método de deteccion por inmunohis-
tofluorescencia, el método esta descrito minucio-
samente por Aldape-Castro (2012). En sintesis, en
éste los cortes histologicos de la retina se exponen
aun anticuerpo primario que reconoce a la proteina
de interés, el anticuerpo primario se detecta por la
interaccion con un anticuerpo secundario que esta
unido a un fluoréforo; en cada experimento expusi-
mos a los cortes de retina a dos anticuerpos prima-
rios, uno dirigido contra la melanopsina y otro con-
tra la proteina sindptica a analizar; luego se expuso

el tejido a los anticuerpos secundarios adecuados
conjugados a fluoroforos diferentes. Los cortes se
analizaron por microscopia de epifluorescencia y
se adquirieron imagenes por computadora, las que
se procesaron posteriormente para ajustar el brillo
y contraste.

Los cortes histologicos se obtuvieron de retinas
fijadas con paraformaldehido al 4% en amortiguador
de fosfatos, que se procesaron en un microtomo de
congelacion (criostato) para obtener cortes de 12
micrometros de grosor.

Se us6 un anticuerpo para cada unas de las si-
guientes proteinas sinapticas:

la melanopsina,

la subunidad alfa del receptor de glicina,
las subunidades alfa y beta del receptor
de glicina,

la subunidad alfa del receptor GABAa,
las subunidades tipo AMPA 2,3

del receptor de acido glutamico,

la proteina Bassoon,

la proteina gefirina,

la proteina Thy1,

la proteinas sinaptica PSD95,

el transportador vesicular

de acido glutamico vGlutl,

e laproteina Calbindina

Todos los anticuerpos fueron comprados de
empresas que han validado su funcionamiento en la
técnica de inmunohistofluorescencia.

Cuantificacion de los transcritos
de melanopsina en la retina del conejo.
Como un analisis inicial de la regulacion de la ex-
presion del gen de la melanopsina, cuantificamos
la cantidad de transcritos de este gen a lo largo de
la ontogenia del conejo. Elegimos a esta especie
por que los gazapos presentan un cambio de sin-
cronizacion por alimentacion durante la lactancia,
a la fotosincronizacion luego del destete, y este ré-
gimen puede proporcionar indicios de correlacion
entre los eventos de la ontogenia y la variacion de
la expresion del gen de la melanopsina. El desarro-
llo experimental esta descrito por de Lira Carrera
(2012), en sintesis el método fue el siguiente.
Sacrificamos a gazapos de entre 1y 47 dias de
edad, aislamos la retina y del tejido extrajimos el
ARN mensajero; mediante retro-transcripcion ob-
tuvimos el ADN complementario y a partir de éste
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realizamos la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando como molde de sintesis un par de
cebadores disenados por nosotros. El fragmento
de ADN amplificado se caracterizo por clonacion y
secuenciacion como una secuencia del gen de me-
lanopsina del conejo. Con los mismos cebadores se
realizaron reaciones en cadena de la polimerasa en
la modalidad cuantitativa 6 de tiempo real (qPCR)
utilizando las muestras de ARN de la retina del co-
nejo a diferentes edades.

RESULTADOS

Localizacion de proteinas sindpticas

en las ipRGC por inmunohistofluorescencia

Existen 3 tipos morfologicos de ipRGCs: M1, con
dendritas en la sublamina OFF de la capa plexifor-
me interna (CPI), y cuyo soma puede presentar-
se en la capa de células ganglionares (GCL) 6 en
la capa nuclear interna (CNI); M2, que ramifican
en la sublamina ON de la CPI, de soma localizado
siempre en la GCL, y las M3, que ramifican en am-
bas sublaminas y que tienen el soma en la GCL. La
descripcion siguiente incluye una correlacion de los
datos con los subtipos morfoldgicos:

A) El RGly y las ipRGCs.- Las subunidad al-
falRGly no co-localizé con las ipRGC en
ningun caso, lo que represent6 un dato in-
esperado, ya que aquella subunidad forma
parte del RGly en el resto de las regiones
del sistema nervioso (Betz & Laube, 2006);
las subunidades alfa2, 3, 4 y beta, co-loca-
lizan en diferente grado, tanto en ipRGC
M1 y M2. Hay una distincién entre ipRGC
con abundante co-localizaciéon (mas de 50
puntos de co-localizacion/cél) y con baja
co-localizacion. La distribucion es diferen-
te en las ganglionares tipicas (GC), células
en que las subunidades del RGly que co-
localizan incluyen a la alfal, con mas de 50
puntos/cél (figs 1y 2).

B) Receptor GABAa.- En las ipRGCs encontra-
mos la distribucion de la subunidad alfal del
GABAaR en todas las células analizadas, tan-
to en el soma como en las dendritas de las
ipRGCs tipo M1.

C) Las subunidades AMPA2,3 del receptor de
glutamato se encontraron en el soma de
todas las ipRGCs analizadas, pero no en
las dendritas.

Figura 1. Corte vertical de la retina procesado por inmu-
nofluorescencia con los anticuerpos antiRGlyal (rojo) y pA-
bOPN4 (verde). A, iluminacion de Nomarsky sobre la capa
de células ganglionares (CCG )y la capa plexiforme inter-
na (CPI). B, marcaje con pAbOPN4 sobre dos células en la
CCG. C, antiRGlyalfal marcando exclusivamente la subuni-
dad a1 del RGly observandose como una banda de puntos
en la CPIl. En D, se observa que no existe una co-locali-
zacion entre la subunidad RGlyaly las células con OPNA4.
Reglilla. 10um

Figura 2. Co-localizacion abundante de las células con
OPN4 y RGlyai-4 y B. Corte vertical de la retina, inmu-
nofluorescencia contra las subunidades RGlyal-4 y B, y
OPN4. A lluminacion de Nomarsky exponiendo la CCG y la
CPI. B Subunidades a1-4 y B del RGly en la CCG y escaso
marcaje en la CPI. En C se observa una célula con OPN4. D
Co-localizacion entre las subunidades a1-4 'y B del RGly y la
OPNA4. Reglilla 5um.
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Figura 3. Co-localizacion abundante de las células con OPN4
y la proteina Bassoon. Corte vertical de la retina, inmunofluo-
rescencia con los anticuerpos contra Bassoon (verde) y OPN4
(rojo). A, lluminacion tipo Normasky. B, se muestra la proteina
Bassoon distribuida por toda la CPI. C, Célula con OPN4 tipo
M1, en donde se logra apreciar las dendritas una hacia la CPI
y otraen la CCG. D se muestra la co-localizacion de la célula
M1 y la proteina Bassoon. Reglilla 5 um.

D) Ladistribucion de Bassoon (proteina de pre-
sinapsis GABAérgicas en la CPI de la retina,
Brandstitter et al, 1999) entre las ipRGCs es
diferencial. Las M1 tienen de 10 a 50 puntos
de co-localizacion; las M2 presentan entre
0 a 10 puntos. Esto indica que los subtipos
de ipRGCs tienen un numero distintivo de
aferencias GABAérgicas, y por lo tanto es-
tan sujetos a una aferencia GABAérgica di-
ferencial y en consecuencia a una diferente
modulacion inhibitoria por la red sinaptica
retiniana (fig. 3).

E) La proteina Thyl, es una glucoproteina de
membrana plasmatica descrita originalmente
en los timocitos; en la retina Thy1 se localiza
en las células ganglionares, por lo que se ha
utilizado como un marcador molecular para
este tipo neuronal (Barnstable ef al, 1984). La
poblacion analizada de ipRGCs (que incluye
alos subtipos M1y M2) tiene una co-localiza-
cion restringida con Thyl, de 0 a 25 puntos/
cel; en comparacion, las GC tienen una ma-

yor abundancia de co-localizacion con Thyl,
de 15 a 50 puntos/célula. Al presentar esta
distribucion diferencial de la proteina Thyl,
las ipRGCs suman una evidencia adicional de
ser un subtipo especial de células gangliona-
res. Este es un resultado no esperado, dado
que la proteina Thyl se ha propuesto como
un elemento molecular uniforme en todas las
células ganglionares (fig. 4).

F) Se analizé la distribucion de las proteinas
sinapticas PSD95 y vGlutl, distintivas de
las sinapsis glutamatérgicas (Sheng, 2001)
en el resto del sistema nervioso, dentro de
las ipRGCs en la retina de la rata. Ninguna
de las dos co-localizoé con la melanopsina
en las ipRGC.

Figura 4. Corte vertical de la retina inmunofluorescencia con
los anticuerpos contra Thy-1 y pAbOPN4. A, iluminacion de
Nomarsky. B, Thy-1 se observa en la CCG sobre la membrana
de las células ganglionares. C, Célula con OPN4, la dendri-
ta principal se dirige hacia la CPI (M1). D, Obsérvese la co-
localizacion escasa entre la M1 y Thy1 con respecto al resto
de las células ganglionares. Reglilla 10um.

Hemos extendido estos resultados al analizar
la distribuciéon de la melanopsina durante la onto-
genia de la rata. Asi, describimos los cambios que
presentan la poblacion de células con melanopsina,
que estratifican durante la etapa postnatal en la re-
tina. Una de las caracteristicas mas evidentes es el
tamaiio de la poblacion, el cual disminuye conforme
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a la edad. Ademas se encontro que las dendritas ya
estan estratificadas a partir de P4, en la sublamina
ON de la IPLy el otro en la OFF. Fueron encontra-
das células con dendritas en ambas de estas subla-
minas histoldgicas (biestratificadas, las cuales coin-
ciden con las células M3 del raton), asi como células
monoestratificadas para cada sublamina (M1y M2).
Una porcion de las células positivas a melanopsina
tienen una cantidad notablemente menor de esta
proteina, y algunas de estas células tienen un soma
notablemente mas grande.

Ademas de las células con melanopsina que se
localizan en la capa de células ganglionares, se en-
contré que en edades de P4 a P8 algunas células
localizadas en capas diferentes presentan melanop-
sina en pequenas cantidades. Las células horizon-
tales, identificadas por medio del anticuerpo contra
la proteina de unioén a Ca™ llamada calbindina (Ha-
verkamp & Wissle, 2000), tuvieron inmunorreacti-
vidad en el soma. Este hecho fue confirmado me-
diante el uso de dos anticuerpos que reconocen a la
melanopsina (Provencio et al, 1998).

El namero de células que presentaron melanop-
sina en co-localizacion con Thy-1 fue minimo duran-
te las edades postnatales estudiadas, que van de P3
a P13. Todos estos datos indican que la melanopsina
es ubicua durante el desarrollo e incluso sugieren
que puede haber tipos neuronales retinianos dife-
rentes a la poblacion de GC dentro de los cuales la
melanopsina sea una proteina funcional.

RESULTADOS

Expresion del gen de melanopsina

en la retina del conejo durante

la ontogenia

El conejo es una especie que durante la etapa peri-
natal sincroniza el ritmo circadiano con el horario
de alimentacion materna (sincronizaciéon por ali-
mento), después del destete los juveniles empiezan
sincronizar el ritmo circadiano con el ciclo geotér-
mico (fotosincronizacion) (Juarez et al, 2103). En la
retina del conejo medimos los transcritos de OPN4
durante la ontogenia, utilizando la cuantificacion de
los transcritos de Thy1l como patrén para las células
ganglionares y del gen de GADPH como gen consti-
tutivo. La maxima expresion de los genes en el desa-
rrollo temprano se da en P4, mientras que después
del destete (P30) la mayor expresion de OPN4 es
en P47 con 7.33X10* copias/puL de cDNA, a los 60
dias la expresion baja a un 4.91X10* y en P120 tiene
un valor de 1.22X10°. La expresion del gen OPN4 va

en decremento conforme avanza la edad del conejo.
La dinamica de la expresion de GAPDH y Thy-1 es
de una disminucion constante a lo largo de la onto-
genia, sin presentar un pico correlacionado como
el que tiene OPN4 en P47. Con base en estos datos,
proponemos que en P47 se da la senal para el cam-
bio de sincronizacién por alimento a fotosincroniza-
cion, mediado este mecanismo por la melanopsina y
la consecuente fototraduccion y senalizacion de las
ipRGC (fig. 5).
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Figura 5. Cuantificacion de la expresion de los genes OPN4,
GAPDH y Thy-1 en la retina de conejo durante la ontogenia.
OPN4 tiene una expresion mas alta que GAPDH, Thy-1 tiene
una expresion mucho menor que los genes anteriores.

CONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS
Mediante experimentos de inmunohistofluorescen-
cia en cortes de retina y en retina completa encon-
tramos que las subunidades del receptor postsinap-
tico de glicina no se distribuyen homogéneamente
entre las ipRGC, en cambio, encontramos a la subu-
nidad a del receptor GABAa en todas las ipRGCs y a
las subunidades tipo AMPA 2,3 del receptor de aci-
do glutamico. En cuanto a las proteinas sinapticas,
la proteina Bassoon, caracteristica de las sinapsis
retinianas tampoco se distribuye homogéneamente
entre las ipRGCs, al igual que la proteina gefirina,
que en las sinapsis glicinérgicas tanto de la retina
como del sistema nervioso se asocia con el receptor
de glicina y con el receptor de GABAa (Tyagarajan
y Fritschy, 2014).

Durante la realizacion del proyecto precedente,
la localizacion de la proteina Thyl, que es una pro-
teina marcadora de células ganglionares retinianas,
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también result6 ser heterogénea entre las ipRGCs.
Repetimos toda esta serie de experimentos en ani-
males durante la ontogenia, encontrando esencial-
mente la distribuciéon heterogénea de los receptores
a neurotransmisores y de las proteinas sinapticas.
Surgi6 un dato adicional muy relevante: algunas cé-
lulas con melanopsina en los neonatos contienen a
la proteina calbindina, caracteristica de las células
horizontales; se ha publicado que en las retinas de
la carpa, del pez cebra y del pollo la OPN4 se distri-
buye, ademas de las ipRGCs, en las células bipola-
res y en las células horizontales3. Tales hallazgos
abren la posibilidad de que varias cohortes celula-
res expresen a la OPN4 y en consecuencia que exis-
tan otros fotorreceptores retinianos basados en la
fototraduccion por este fotopigmento.

De los datos en la literatura y de nuestro proyec-
to concluimos que los diferentes tipos morfoldgicos
de ipRGCs difieren también en el repertorio de pro-
teinas sinapticas (receptores a neurotransmisores,
a neuromoduladores, proteinas sinapticas acceso-
rias, canales idnicos) y de moléculas que participan
en la cascada de fototraduccion. Ademas, hay una
dindmica de expresion de melanopsina a lo largo de
la ontogenia, por lo que surge la necesidad de carac-
terizar tales aspectos

La caracterizacion de los receptores a neuro-
transmisores y las proteinas sinapticas esta cu-
briendo el aspecto molecular de la fisiologia de las
ipRGCs; pese a los numerosos estudios sobre las
respuestas de las ipRGCs (Schmidt et al, 2011), no
hay una descripcion de las proteinas sinapticas de
estas células ni de su comparaciéon con las GC nor-
males. En cuanto al desarrollo ontogénico, descri-
bimos también por vez primera, la localizacion de
la melanopsina en tipos neuronales diferentes a las
células ganglionares en la etapa perinatal de la rata.
La evidencia de que varios tipos neuronales expre-
san transitoriamente a la melanopsina durante el de-
sarrollo, sugiere que esta proteina participa en los
procesos iniciales de la ontogenia, una sugerencia
que vale la pena evaluar experimentalmente.

La descripcién de la expresion del gen de me-
lanopsina durante la ontogenia del conejo es el pri-
mer estudio del fotopigmento en esta especie, que
es peculiarmente relevante para la Cronobiologia
por que muestra desvio ontogénico entre sincroni-
zacion por alimentacion maternal a fotosincroniza-
cion. Aunque se ha descrito el desarrollo conduc-
tual de los gazapos y la participacion de diversos
nucleos encefalicos en la sincronizacion circadica,

en esta especie hay escasos datos sobre el papel de
la retina 6 de las ipRGCs en este mecanismo esen-
cial de la regulacién metabolica; es asi un area de
estudio en la que puede contribuirse con evidencias
sobre la actividad de este subtipo tan peculiar de cé-
lulas ganglionares.

Sin duda estos dos planteamientos reflejan el
hecho de que las ipRGCs representan una nueva
brecha en la investigacion en las neurociencias; los
datos recabados en la ultima década han llevado a
la conclusién de que la fotodeteccion es un proceso
con muchos mayores beneficios que sobrepasan a
la informacion visual.
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Deteccion de Streptococcus agalactiae
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RESUMEN

El Streptococcus agalactiae beta hemolitico del grupo B (S. agalatiae) es un constituyente de la mi-
crobiota nativa de vagina, uretra, etcétera. Esta bacteria es reconocida por causar infecciones en mujeres
embarazadas y puede ser mortal para el recién nacido. Las mujeres gestantes pueden cursar asintomaticas,
y transmitir el microorganismo a sus hijos a través del canal del parto, existiendo el riesgo de causar neu-
monia, sepsis o meningitis. Las cuales tienen alto indice de mortalidad.

Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) de Estados
Unidos, han implementado estrategias basadas en estudios poblacionales, recomendando realizar tamizajes
para la colonizacion vaginal por S. agalactiae mediante cultivo y/o deteccion molecular entre la semana 35
y 37 de gestacion; seguido de profilaxis, cuando se requiera.

México es uno de los paises que no realiza este tamizaje. Estadisticas de otros paises latinoamericanos
reportan una prevalencia significativamente menor de colonizacion bacteriana. Por tanto, es importante co-
nocer nuestras estadisticas de prevalencia materna por S. agalactiae en Ciudad Juarez para planear estrate-
gias que reduzcan la morbilidad y mortalidad neonatal en su caso. El presente trabajo utiliza la herramienta
de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para su deteccion. El objetivo es reconocer la importancia de
este método y en un tiempo prudente implementarlo en hospitales de la ciudad para un mejor diagndstico.

Palabras clave. PCR, S. agalactiae, beta hemolisis, meningitis.
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INTRODUCCION.
El S. agalactiae, denominado generalmente en la
literatura como Estreptococo beta hemolitico del
Grupo B (EGB), es un diplococo Gram positivo,
con capsula, anaerobio facultativo, catalasa negati-
vo, que producen f hemolisis y crece bien en me-
dios de cultivo enriquecidos (Larcher et al., 2005).
Se presenta en pares o formando cadenas cortas
y se caracteriza por la presencia del antigeno poli-
sacarido B de Lancefield y antigenos proteicos. El
antigeno del grupo B esta compuesto por el polisa-
carido ramnosa-glucosamina (Winn et al., 2006) y
estas caracteristicas permiten su clasificacién en
serotipos. Rebeca Lancefield clasifico a los estrep-
tococos por el antigeno polisacarido en la pared ce-
lular o antigeno de grupo, que se basa en su capa-
cidad para producir hemolisis. Esta bacteria posee
una capsula, en la cual se han identificado hasta 9
serotipos diferentes Ia, Ib, III, IV, V, VI, VII, VIII y
IX, que permiten la vigilancia epidemioldgica del
microorganismo (Romero Cabello, 2007). Los nue-
ve serotipos capsulares contienen glucosa, galac-
tosa, N-acetilglucosamina, acido N-Acetilneurami-
nico (acido sialico); (Winn et al., 2005) en forma de
residuos de cadena lateral y terminal (Ryan y Ray,
2005). El serotipo III es la causa predominante de
meningitis neonatal por EGB (Glaser et al., 2002).
El S. agalactiae fue aislado por primera vez de
muestras bovinas en 1887, siendo de importancia
como agente etioldgico de mastitis en el ganado
bovino. Después de casi un siglo, el microorganis-
mo se encontré en cultivos vaginales de puérperas
en 1935 (Lépez Garcia et al., 2012). En el siglo XX
Hugo Schottmuller demostroé la produccion de la
hemolisis por ciertos estreptococos en agar san-
gre y luego de unos anos, J. H. Brown describio
las diferentes reacciones hemoliticas de los estrep-
tococos por primera vez y, asimismo, las clasifico
como alfa, beta y gamma (Koneman et al., 1998).
El S. agalactiae forma parte de la microbio-
ta normal del tracto digestivo y genitourinarias,
a partir de este, coloniza la vagina pudiéndose
transmitir al recién nacido a su paso por el canal
del parto. El S. agalactiae fue descrito como cau-
sa de sepsis puerperal en 1938 y su importancia
como patdgeno capaz de producir infeccion en la
madre y en el recién nacido, se puso de manifies-
to en 1960. En la década de los setenta se observo
un incremento en la frecuencia de sepsis y menin-
gitis neonatal causada por este microorganismo
(Cabero et al., 2007).

Los principales métodos que se utilizan para la
identificacion presuntiva del S. agalactiae son me-
diante criterios fenotipicos, basandose en las ca-
racteristicas fisicas y metabolicas que presenta la
bacteria. Estas caracteristicas se refieren a la mor-
fologia microscopica mediante tinciones, morfolo-
gia macroscopica de la colonia como las reacciones
hemoliticas en gelosa sangre de carnero, la resis-
tencia antimicrobiana y propiedades metabolicas
como la deteccion del factor CAMP y la hidrolisis
de hipurato (Forbes et al., 2009).

Los estreptococos se dividen en diferentes gru-
pos por sus propiedades hemoliticas, ya que al ser
cultivados con fines diagnosticos para su identifica-
cion inicial, se siembran en un medio de gelosa san-
gre y luego de su periodo de incubacion se puede
observar el efecto del crecimiento de las bacterias
sobre los eritrocitos del medio de cultivo. Las colo-
nias del S. agalactiae del grupo B, se observan ro-
deadas por un halo transparente, debido a la lisis de
los eritrocitos y se considera como un halo de beta
hemolisis (Figura 1). La estreptolisina es una enzi-
ma que produce la bacteria y causa la lisis completa
de los eritrocitos. Hay dos tipos de estreptolisinas,
la OylasS, esta ultima es estable con el oxigeno
produciendo una hemolisis neta de distinto grado,
no es antigénica y por tanto no estimula la respuesta
inmunolégica. Por otro lado la estreptolisina O es
antigénica pero sensible al oxigeno, tiene afinidad
por el colesterol de la membrana eritrocitaria y de
esta manera produce agujeros en las células, provo-
cando la lisis completa (Koneman et al., 1998).

Los estreptococos tienen un metabolismo fer-
mentativo de glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa y
acido lactico (Romero Cabello, 2007). Carecen de la
enzima heminico catalasa, las cuales no se presentan
en bacterias del acido lactico; la prueba de la catalasa
consiste en observar el desprendimiento de oxige-
no gaseoso mediante peréxido de hidrogeno (Parés
y Juarez, 1997). El S. agalactiae pertenece al orden
Lactobacillales por producir acido lactico como se
menciond anteriormente, es su unico producto de
fermentacion y por tanto no producen endosporas y
son inmoviles. La energia la obtienen mediante la fos-
forilacién de sustrato mas que por la cadena de elec-
trones y la fosforilacion oxidativa ya que carecen de
citocromos. Asimismo, dependen de la fermentacion
de azucares para obtener energia. La fermentacion la
realiza por la via de Embdem-Meyer-hof o producen
la fermentacion heterolactica por la via de las pento-
sas fosfato (Prescott et al., 2002).
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Figura 1. Presencia de 3-hemolisis por S. agalactiae en gelosa
sangre, se observa una lisis completa de globulos rojos, con
un halo transparente alrededor de las colonias (Escobar, 2014).

Las prueba mas usada para la identificacion
de estreptococos p-hemoliticos del grupo B, es
la prueba de CAMP que deriva su nombre de las
iniciales de los tres investigadores que determina-
ron el fenomeno en 1944 (Christie, Atkins y Mu-
nich-Petersen) (Rodriguez Cavallini et al., 2005).
El factor CAMP se refiere a la produccion de una
proteina difusible extracelular y termoestable que
se presenta en los estreptococos del grupo B, que
con la presencia de la B-lisina o p-estafilosina que
es una esfingomielinasa C del Staphylococcus au-
reus dan una hemolisis sianérgica. La prueba se
realiza en un agar sangre, en donde se siembra el
Staphylococcus aureus de forma perpendicular a la
linea de siembra del estreptococo en estudio y es
lisada la esfingomielina presente en la membra-
na de los eritrocitos bovinos u ovinos (Figura 2);
(Denamiel et al., 2013). Otra prueba bioquimica es
la hidrolisis del hipurato, en este caso el S. aga-
lactiae presenta la enzima hipuricasa, que es ca-
paz de hidrolizar el sustrato hipurato soédico con
la formacion de benzoato de sodio y glicina. Esta
reaccion puede ser detectada mediante el reactivo
ninhidrina que origina un color violeta oscuro por
la presencia de la glicina (Prats, 2008). También
puede ser detectada con cloruro férrico para pre-
senciar el acido benzoico. Asimismo, cuando un
estreptococo beta hemolitico que hidroliza el hipu-
rato y son negativos para la bilis-esculina, pueden
ser identificados como forma presuntiva para el S.
agalactiae (Koneman et al., 1998).

Figura 2. Factor CAMP positivo: identificacion presuntiva de
S. agalactiae, se observa la B- hemolisis completa, localiza-
da en el punto mas cercano de la estria, que convergen y
se superponen los productos de los microorganismos (factor
CAMP y B-lisina).

Los métodos de identificacion mediante criterios
genotipicos, se basan en el estudio del material gené-
tico del microorganismo, por medio de técnicas mo-
leculares para el analisis de la secuencia de nucleoti-
dos del DNA o RNA, la cual es especifica para cada
especie. La herramienta de PCR permite determinar
la presencia de un gen o de una parte de él basan-
dose en el DNA especifico de un microorganismo,
esta técnica también tiene una alta especificidad y
suele ser muy sensible. Dentro de los métodos ge-
notipicos, abarca una enorme cantidad de técnicas
moleculares que con el paso de los afios continuara
creciendo y podran ser integrados a los laboratorios
de diagnostico microbiologico (Forbes et al., 2009).

Martinez y colaboradores utilizaron el método
de PCR para la deteccion especifica de S. agalactiae
en la leche de vaca, con cebadores especificos y uni-
versales que derivan del gen 16S RNAr. EI cebador
sentido universal F1 y otros cebadores antisentido
fueron combinados para la amplificacion de DNA de
las muestras de leche analizadas con ciertos para-
metros de PCR. La combinacion de los cebadores
F1-IMOD fue lo que dio mejores resultados al obte-
ner dichas amplificaciones que dieron el fragmento
de tamano aproximadamente a 220 pb. Asimismo,
los otros cebadores antisentido fueron descartados
porque amplifican para Sreptococcus spp.

Como se menciond anteriormente, este microor-
ganismo se encuentra como reservorio en el tracto
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gastrointestinal, por lo cual suele estar también en
el recto y en los genitales, porque se dispersa de
manera secundaria a otros sitios; por ello se encuen-
tra en la vagina de algunas mujeres (Farina et al.,
2003). La colonizacion vaginal puede ser transitoria
y depende de otras variables como la actividad se-
xual y el tipo de alimentacion de la gestante. En los
compaieros sexuales de mujeres colonizadas, tam-
bién se ha aislado este microorganismo y el 50% son
positivos para S. agalactiae. (Barillaro et al., 2003).

Esta bacteria no causa trastorno alguno, pero
si hay un desequilibrio en la flora bacteriana, pue-
de causar una infeccion, siendo grave en el caso de
mujeres embarazadas por el riesgo de poder entrar
al liquido amniédtico o contagiar al recién nacido al
pasar por el canal de parto. Las mujeres gestantes
se encuentran aproximadamente entre 15y 40% co-
lonizadas en vagina y recto. La frecuencia de coloni-
zacion de los recién nacidos de madres colonizadas
es entre 50 y 70% (Crespo Ortiz et al., 2012).

Al portar la bacteria se genera una respuesta in-
munitaria especifica de serotipo y hay incrementos
acumulativos de anticuerpos conforme a la edad. De-
bido a lo anterior, en las mujeres adultas hay menor
riesgo de sufrir una infeccion. Las concentraciones
de anticuerpos son mas bajas en nifias y adolescen-
tes, por lo que hay un mayor riesgo de infeccion por
S. agalactiae (Koneman et al., 2008). La colonizacion
vaginal es inusual en la infancia, volviéndose mas co-
mun en la adolescencia. Aproximadamente del 10 al
35% de las mujeres embarazadas estan colonizadas
por S. agalactiae en la vagina o en el recto. Hasta el
60% de las mujeres colonizadas portan el microorga-
nismo en forma intermitente (MMRW, 2002).

Las mujeres embarazadas que portan el mi-
croorganismo también pueden dar origen a infec-
cién urinaria, corioaminionitis, endometritis post-
parto, infeccion de herida quirdrgica posterior
a cesarea, endocarditis y fiebre (Barillaro et al.,
2003).

En la década de los anos 70 surge como in-
feccion invasiva la colonizacidon por S. agalactiae
habiendo amplias variaciones geograficas, esto co-
menzo a ser un problema creciente en los paises
de desarrollo (Sarubbi et al., 2000).

La incidencia de la colonizaciéon vagino-rectal
por S. agalactiae en mujeres embarazadas, difiere
segun el area geografica y esta influida por la edad,
por factores étnicos, sociales y socioeconémicos
(Andreu et al., 2003). Se han observado algunas
diferencias raciales en cuanto al riesgo de coloni-

zacion, por ejemplo se ha observado colonizacion
vaginal masiva en mujeres afroamericanas estadou-
nidenses y en mujeres con diabetes mellitus. Siendo
la raza negra en la que se ha observado mayor inci-
dencia (Rivas et al., 2006).

Las estadisticas reportadas de colonizacién vagi-
nal por el microorganismo, en los paises desarrolla-
dos oscila entre 15 al 40%, mientras que en los paises
en desarrollo intermedio es de 4 al 20% (Barajas Vi-
racacha y Baez, 2011). Por lo tanto, la colonizacion
en mujeres embarazadas de los paises en desarrollo
intermedio es menor (Crespo Ortiz ef al., 2012).

Existe una variacion en la tasa de colonizacion
vaginal a nivel mundial. En Estados Unidos es en-
tre 20 al 30%, en algunos paises de Europa como
Italia tiene el 21%, en Espafna 11%, en Irlanda 26%
(Torres Ocampo et al., 2000) y Alemania entre 20
y 30% (Figueroa et al., 2007). En algunos paises
asiaticos como Japon es del 22%. En paises de Lati-
noamérica como en Chile tiene aproximadamente
el 20% (Campodonico et al., 2008). En Colombia
existen reportes variables que van desde 0 hasta
25% (Duque et al., 2010). En México, en 1981, se
reporto la tasa de colonizacion vaginal de un 1.6%
y otro reportado entre los anos 1986 y 1987 por el
Instituto Nacional de Perinatologia de la Ciudad de
México, fue de 10.3% (Torres Ocampo et al., 2000).
Luego de casi una década la colonizacion materna
ocasionada por EGB entre los anos 2000 al 2006, la
variabilidad en las cifras registradas fue de 0.46 a
38.7%. En otros reportes del afio 2001 se establecie-
ron porcentajes diferentes de 14 y 20.4% (Figueroa
et al., 2007). Actualmente, México carece de estu-
dios sobre la colonizacion vaginal por S. agalactiae
en mujeres embarazadas, por falta de atencion, ya
que escasos investigadores han aportado informa-
cién (Figueroa et al., 2008).

El S. agalactiae es reconocido como el princi-
pal patogeno responsable de la infeccion neonatal.
En el recién nacido, la enfermedad se presenta
usualmente como sepsis, neumonia o meningitis,
manifestindose como infeccion temprana y tardia.
La infeccion temprana se presenta dentro de las 72
horas de vida, la forma de presentarse es con el sin-
drome de dificultad respiratoria. La infeccion tardia,
se manifiesta después de las 72 horas hasta los 60 o
mas dias, presentando septicemia con compromiso
meningeo o focal (Sarubbi et al., 2000).

La via de contagio fundamental del neonato es
durante el parto, actuando como elementos favore-
cedores la rotura prematura de membranas y la co-
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rioamnionitis (Barillaro et al., 2003). De los recién
nacidos por madres colonizadas el 1 a 2% de estos
desarrollan infeccion (Crespo Ortiz et al., 2012).

La neumonia neonatal es parte de una enferme-
dad sistematica generalizada como por ejemplo sep-
sis. La neumonia es un proceso inflamatorio agudo
de uno o de ambos parénquimas pulmonares de ori-
gen infeccioso. Esta inflamacion produce dificultad
para respirar o a veces también provoca dolor. La
neumonia puede ocurrir por aspiracion de sustan-
cias extranas que entran a los pulmones (Ucros Ro-
driguez y Mejia, 2009).

Existen cuatro vias de transmisiéon dependien-
do del tiempo en que fue adquirida la neumonia del
recién nacido (Rada Cuentas, 1997). Solo se men-
cionan las dos posibles causadas de infeccion por
S. agalactiae, que tienen que ver con el parto:

Neumonia Perinatal. Es la forma de presenta-
ciéon mas frecuente y es adquirida durante el
parto. Los sintomas se manifiestan los prime-
ro dias de vida. La infeccion es producida por
los microorganismos que colonizan el canal
de parto materno (Rada Cuentas, 1997).

Neumonia postnatal. Es la adquirida después
del nacimiento. Se manifiesta en el primer
mes de vida y puede ser de adquisicion o do-
miciliaria (Rada Cuentas, 1997).

La meningitis bacteriana se puede clasificar
segun el mecanismo de transmision, en verticales
y nosocomiales. La meningitis bacteriana es una
enfermedad de gran importancia en la poblacion
pediatrica. Es una inflamacién de las meninges,
que son las membranas que cubren al cerebro y la
meédula espinal. Con mucha frecuencia la infeccion
empieza en otras partes del cuerpo, como en los pul-
mones y el microorganismo causante es llevado por
el torrente sanguineo hacia las meninges (Maldona-
do y Jiménez, 1996).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es-
tima que fallecen casi 5 000 000 de recién nacidos
al ano y que el 98% ocurre en paises en desarrollo.
Las principales causas de muerte neonatal son las
infecciones, la asfixia y la prematurez. Se sabe que
algunos gérmenes del tracto vaginal de la embara-
zada pueden afectar al producto de la concepcidn,
produciendo desde afecciones insignificantes hasta
infecciones graves con alta tasa de morbimortalidad
y costos. El mas importante es el estreptococo del
grupo B (Zalazar, 2009).

S. agalactiae es la causa principal de morbilidad
y mortalidad en recién nacidos (Lysakowska ef al.,
2011). La incidencia por sepsis neonatal y la me-
ningoencefalitis oscila entre 1y 10 casos por cada
1 000 nacidos vivos y una mortalidad de 10 al 40%
(Rodriguez Fernandez et al., 2008). También se re-
porta que la mortalidad por sepsis neonatal puede
ser muy alta como 50% en recién nacidos que no son
tratados, presentandose muertes neonatales del 13
al 15% (Ucroés Rodriguez y Mejia, 2009).

La incidencia de bacteriemias por EGB es de 0.5
por mil recién nacidos vivos (datos no publicados)
en Buenos Aires, donde asistieron un total de 76 000
partos (Sarubbi et al., 2000). En estados Unidos sin
medidas de prevencion la incidencia es aproximada-
mente de 3 casos por mil nacidos vivos (Ortiz et al.,
2004). Asimismo, la transmision vertical al recién
nacido se estima de 29 a 72% (Figueroa et al., 2007).

Con respecto a las enfermedades neonatal tem-
pranas, la incidencia esta entre 1.3 y 5.4 por 1 000
nacidos vivos en Estados Unidos; en Alemania se
calcula de 5.4 por 1 000 nacidos vivos; en Panama
es de 3.5 por 1 000 nacidos vivos y en México existe
un informe de que varia de 3 a 15 por 1 000 nacidos
vivos (Torres Ocampo et al., 2000).

Con base en lo anterior, consideramos im-
portante estudiar la presencia de S. agalactiae
en mujeres embarazadas en Ciudad Juarez para
de esta manera iniciar posteriores estudios epi-
demioldgicos que permitan conocer la verdadera
prevalencia de este microorganismo en nuestra po-
blacion. Se conocen varios métodos que permiten
establecer el diagndstico clinico de la infeccién.
En el presente trabajo detectaremos la presencia
del microorganismo a partir de muestras clinicas
y/o aislamientos en cultivo usando herramientas
moleculares (acidos nucleicos) mediante la ampli-
ficacion de genes especificos utilizando la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

METODOLOGIA.

Se estudiaron mujeres con 35 a 37 semanas de ges-
tacion que acudieron a consulta a los hospitales en
Ciudad Juarez. Previamente se solicité autorizacion
de las participantes, mediante el consentimiento in-
formado.

Las muestras vaginales se obtuvieron por me-
dio de hisopado de la secrecion que se acumula
en el saco vaginal posterior, empleando un espejo
vaginal estéril. Se emplearon tubos eppendorf con
1 mL de solucion salina al 0.8%, para luego ser con-
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servadas a temperatura ambiente o mantenerlas
en una estufa a 37 °C. dichos exudados, fueron pro-
porcionados por la UMF No. 47 del IMSS, el IMSS
Hospital general de zona No. 6 y del Hospital de la
Mujer de Ciudad Juarez. Las muestras se enviaron
inmediatamente (<12 h) al laboratorio de Genética
Aplicada del Instituto de Ciencias Biomédicas de
la UAC]J; fueron transportadas en sus respectivos
tubos manteniendo la temperatura indicada y sepa-
rados con rotulo de identificacion.

Extraccion de ADN

Las muestras en tubos eppendorf con 1 mL de so-
lucion salina fueron resuspendidas y de ahi se tomo
100 pL para ser depositadas en otro tubo eppendorf
de 1.5 mL, para luego centrifugar a 8 000 rpm durante
5 min y el sobrenadante se removi6. El material se-
dimentado se resuspendio en 800 pL de buffer lisis y
se coloco en el vortex agitando vigorosamente, luego
se incubo a 98 °C durante 30 s, se volvié a colocar
en el vortex agitando vigorosamente durante 30 s 'y
después se incubd a 4 °C durante 30 s, este procedi-
miento se realizo por triplicado. A la solucion se le
agreg6 200 pL cloroformo y se mantuvo en el vortex
de 1-2 min y se centrifugé a 13 000 rpm durante 10
min. Después se retird la fase acuosa y se deposito
en otro tubo eppendorf de 1.5 mL para agregar 50 uL
de NaCl 5M. Luego se agrego6 500 uL de isopropanol
absoluto y se dejo reposar durante 10 min.

La muestra fue centrifugada nuevamente a 13
000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se retiro
para resuspender con 500 uL de etanol al 70% y lue-
go fue centrifugada a 14 000 rpm durante 5 min. El
sobrenadante se retiré nuevamente y se resuspen-
di6 en 50 pL de buffer TE. Finalmente las muestras
fueron almacenadas a -20 °C.

Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacion de ADN se tom¢ 20 uL de la
muestra y se coloco en un tubo eppendorf, luego
se agreg6 480 puL de buffer TE para obtener un vo-
lumen total de 500 pL. Se utilizé6 como blanco 500
pL de buffet TE y finalmente se leyo las absorban-
cias a 260 nm para cada muestra, obteniendo las
cuantificaciones en ng/uL.

Método de dcidos nucleicos

Las extracciones de ADN de las muestras clinicas se
sometieron a un PCR para amplificar una secuencia
especifica utilizando como referencia del origen de
la muestra clinica al gen de la p-Globina y asi deter-

minar la calidad de las muestras en funcién a proce-
dencia de humanos. Estas secuencias corresponden
para GH20 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC3 y
PC04 5-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ que am-
plifican en una regién de 260 pares de bases (pb).
La mezcla de reaccion para la PCR comprendi6 un
volumen final de 25 pL con: 2 pL. de muestra de ADN
purificado, 12.5 uLL de Green mater mix, 1.25 uL de
cada uno de los indicadores y 8 yuL de agua libre de
nucleasas. La reaccion se corrié en un termocicla-
dor con las siguientes condiciones: inicié con una
desnaturalizacion inicial de 4 min a 94°C, sometidas
a 32 ciclos de 68 min a 94°C,60 s a 55°C, 60 s a 72°C,
seguida por una extension final de 4 min a 72°C.

Las muestras evaluadas para la amplificacion de
un gen de la p-Globina que resultaron positivas (con
el ADN extraido anteriormente), se utilizaron para
amplificar una region de 220 pares de bases (pb),
empleando los cebadores F1 e IMOD reportados
por Martinez y colaboradores 2000. La secuencia de
estos corresponde para el F1 5-GAG TTT GAT CAT
GGCTCAG-3'yelde IMOD 5-ACC AAC ATG TGT
TAA TTA CTC-3’. El cebador F1 se preparé a 100
1M, al cual se le agrego 428 yuL de H,O inyectable.
El cebador IMOD también se preparé a 100 pM, al
cual se le agregé 367 pL de H,O inyectable, ya que
ambos se encontraban liofilizados.

Con los cebadores se realizaron alicuotas para
tenerlos a una concentracion final de 10 uyM. En un
tubo eppendorf de 1.5 mL se agrego 10 pL del ceba-
dor (F1 e IMOD) y 90 uL de H,O inyectable, para la
concentracion final.

La reaccion en cadena de la polimerasa se rea-
liz6 con un volumen final de 25 pL que contiene: 2
pL de muestra de ADN purificado, 12.5 uL de Green
mater mix, 1.25 uL de cada uno de los indicadores y
6.5 uL. de agua libre de nucleasas.

Al tener una mezcla homogénea, se coloco en
el termociclador, considerando las siguientes con-
diciones para la desnaturalizacion inicial, el alinea-
miento y una elongacion final:

94°C | 94ec 72°c_| 72°C
4 min| 34s 30s | 4 min
55°C | 4°C
30s 51°C *
‘7 10 4} 30s

ciclos 22 _

ciclos
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Los productos amplificados se verificaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, el cual se
preparo6 con 0.56 g de agarosay se agreg6 40 mL de
buffer TAE 1X, para luego ser calentado durante 15
s. Al obtener una mezcla homogénea, se dejo enfriar
y se agrego6 3 pL de bromuro de etidio. La mezcla
se solidifico en la camara de electroforesis y se le
agrego6 nuevamente el buffer TAE 1X hasta que cu-
briera completamente el gel de agarosa. Se tomé 2
pL del buffer mixto 6x y 1 pL del marcador de pa-
res de bases, se mezclaron y se coloco en el primer
pozo. Luego se tomo6 5 pL del control positivo de
la bacteria S. agalactiae y se coloco en el siguiente
pozo. Asimismo, se tomo 5 pL de cada muestray se
colocaron en los siguientes pozos del gel formado.
Las condiciones en las que se realizd la corriente de
electroforesis son a 100 V por 30 min.

Finalmente los productos de la PCR o ampli-
cones fueron observados en un transiluminador
ultravioleta y a su vez en un fotodocumentador, los
cuales corresponden a las bandas de un tamafio
especifico en pares de bases y asi poder compa-
rar con un marcador de peso molecular conocido y
con el control positivo, determinando la especifici-
dad de la reaccion.

RESULTADOS.

Caracteristicas del tamizaje

para Streptococcus agalactiae

El tamizaje del S. agalactiae se realiz6 a 2 mujeres
gestantes que asistieron al Hospital de la Mujer y a
28 mujeres que acudieron al UMF No. 47 del IMSS
de Ciudad Juarez, de las cuales resultaron positi-
vas por presentar la f hemolisis en agar sangre y
la prueba de CAMP siendo caracteristico para la
bacteria. Los criterios de inclusion consistieron en
tomar en cuenta solo a mujeres embarazas, en los
resultados no se involucro el historial clinico de las
pacientes.

Determinacion de la calidad de ADN extraido a
partir de exudados vaginales con la B globina

Las 28 muestras provenian en frescos de los exuda-
dos vaginales en 1 mL de solucion salina al 0.8%, de
las cuales se extrajo el ADN mediante lisis celular
y las concentraciones de ADN primero se emplea-
ron para demostrar que las muestras son de origen
humano y que hay presencia de ADN (Tabla 1),
usando como marcador a una secuencia especifica
para la p globina (GH20 - PC04). Los productos de
la amplificacion para la p globina de algunas de las

muestras se obtuvieron a 260 pb aproximadamente
en gel de agarosa al 1.5%, dichas muestras se obser-
varon en un transiluminador y luego se tomaron las
imagenes en un fotodocumentador (Figura 3).

1 2 3 4 5 6 y A 8 9

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% amplico-
nes especificos de la B globina de las muestras analisadas.
Carril 1: Patron de PM 50pb, Carril 2 al 9: amplificados de
B-globina a 260 pb.

Estandarizacion de la técnica de PCR para la de-
teccion de S. agalactiae a partir de exudados vaginales

Se extrajo el ADN de dos cepas aisladas posi-
tivas, mediante lisis celular y las concentraciones
de ADN de S. agalactiae que se emplearon para la
estandarizacion de la extraccion se registraron en
la tabla 2.

Muestra Abs Concentracion de
260/280 ADN (ng/uL)
29 1.80 16
30 1.82 12

Tabla 2. Concentracion de ADN de S. agalactiae obtenido por
extraccion de lisis celular a partir de cepas aisladas positivas.

Las 30 muestras en total se sometieron a las
temperaturas optimas para el alineamiento que fue-
ron 55°C y 51°C para la PCR con sus cebadores res-
pectivos (F1-IMOD). En la figura 4 se muestran las
amplificaciones que se obtuvieron a 220 pb aproxi-
madamente en un gel de agarosa al 1.5 %, asimismo,
en la figura 5 se muestran algunas de las muestras
que no amplificaron la secuencia especifica para el
S. agalactiae en donde se utilizo una de las muestras
positivas como control.

CIENCIA EN LA FRONTERA: REVISTA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA UACJ, VoLUMEN EspEciaL, 2016. 53



Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de ampli-
ficaciones de secuencias especificas del S. agalactiae de las
cepas analisadas. Carril 1: Patrén de PM 50pb, Carril 2 al 3:
amplificados de 220pb.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% Carril 1:
Patron de PM 50pb, Carril 2: Control positivo, Carril 3 al 9:
sin amplicones.

De las muestras analizadas mediante la técnica
de PCR se obtiene una incidencia del 6.6 %.

CONCLUSIONES.
La colonizacion vaginal por S. agalactiae en la pobla-
cion estudiada es baja en relacion con la de estudios
realizados en nuestro pais en anos anteriores. Ante la
carencia de las estrategias para prevenir infecciones
neonatales por el S. agalactiae en los hospitales, se
desconocen las tasas de mortalidad y morbilidad en
cuanto al numero de casos que se presentan cuando
hay manifestaciones en los recién nacidos que se pre-
sentan como sepsis, neumonia o meningitis, debido
a que la colonizacién vaginal se relaciona con esto.
Las técnicas de identificacion que utilizan los
hospitales son utiles para el diagnéstico de la bacte-
ria, pero no en cuanto a las infecciones neonatales
tempranas, asi que se deberia considerar una me-
todologia mas sensible y especifica con un maximo
valor predictivo positivo y un valor bajo de falsos
negativos, como la metodologia de amplificacion de
acidos nucleicos. También, por esto es necesario

darle continuidad a este trabajo de investigacion, ya
que al conocer la prevalencia de la bacteria, se pue-
den evaluar las diferentes estrategias para su detec-
cion y en su caso un adecuado manejo.

Finalmente, cabe destacar la necesidad de la
implementacién a toda la poblaciéon de mujeres em-
barazadas el tamizaje universal para colonizacion
vagino-rectal de S. agalactiae y la profilaxis en aque-
llas mujeres gestantes colonizadas, para reducir el
riesgo de contraer la infeccion en el neonato.
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Efectibilidad y factibilidad de
los métodos de analisis de la
composicion de la dieta de venados

Olivas Sanchez, Martha’
Vital Garcia, Cuauhcihuat!?
Flores Margez, Juan!

RESUMEN

El presente analisis documental esta enfocado en examinar los diferentes métodos que existen para
determinar la composicién de la dieta de venados, mismos que se utilizan para determinar la dieta en ru-
miantes. Se consideraron articulos acerca de diferentes especies de venados en varias regiones del mundo.
El objetivo fue comparar la efectividad y factibilidad de los métodos. Entre los aspectos a considerar fueron
el tipo de muestras y el alcance de cada método para conocer la composicion de la dieta hasta taxones meno-
res como género y especie o por tipo de forraje (pastos, herbaceas o arbustos). Estos estudios comprenden
regiones de Europa, Africa, Australia, Norte y Sudamérica. Encontramos que existen cinco metodologias: 1)
microhistologia, 2) espectroscopia de rayos infrarrojos, 3) analisis de la fistulacion de rumen o eséfago, 4)
uso de alcanos lineales en cuticulas de plantas (ceras), 5) observacion en campo. Entre los mas utilizados es-
tan el analisis microhistolégico de hecesy el analisis de rumen, considerado este ultimo por algunos autores
como el mas preciso; sin embargo, no ofrece la ventaja del facil acceso de las muestras como el microanali-
sis, asi como practicamente ilimitada cantidad de muestras y el requerimiento de equipo no especializado.

Palabras clave: heces de venado, microanalisis, n-alcanos, infrarrojo, rumen, fistulacion esofagica.
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INTRODUCCION

La valoracion del impacto del venado sobre los eco-
sistemas ha dado lugar a numerosos trabajos sobre
sus habitos alimenticios y la composicion de su die-
ta (Garin, et al. 2001). Estudios sobre algunas espe-
cies han demostrado efectos benéficos en la disper-
sion de semillas y el aporte a la regeneracion del
habitat, asi como efectos contraproducentes a largo
plazo, sobre todo en especies introducidas, como la
disminucién de la biodiversidad vegetal y en con-
secuencia la invasion de malezas (Wichatitsky &
Roques-Rogery, 2005). Asimismo, el estudio de la
composicion de la dieta del venado en diferentes
regiones del mundo, se reconoce como un factor
importante en el manejo de sus poblaciones (Otis,
1997). Por otro lado, se conocen diferentes dietas
dependiendo del habitat en que se encuentra, ya
que es un componente de la fauna silvestre adapta-
ble a una gran variedad de ecosistemas (Feldhamer
& McShea, 2012).

El conocimiento de la composicion de la dieta
de animales silvestres y en particular del venado,
se utiliza para inferir aspectos claves en el sosteni-
miento del animal y su relacion con el habitat.

En general en el mundo, se han realizado diversos
estudios sobre la composicion de la dieta de venados
que habitan una amplia diversidad de ecosistemas.

En todas las metodologias empleadas para co-
nocer la composicion de la dieta de rumiantes es
necesario contar con la muestra a analizar. Existen
diferentes métodos para obtener dichas muestras,
entre las mas comunes estan la fistulacion esofagica
y muestras de heces. Una vez obtenida la muestra,
se pueden emplear diversos métodos para conocer
la composicién de la dieta, los mas comunes son:
a) Técnicas de fistulacion del contenido del rumen
o esdfago, b) analisis microhistologico, ¢) determi-
nacion de alcanos lineales también conocidos como
ceras, d) espectroscopia infrarroja y e) analisis del
contenido estomacal.

En este estudio se revisaron 60 articulos cien-
tificos, provenientes de 58 revistas cientificas. Ade-
mas, 6 tesis, 8 libros y 1 reporte de investigacion pu-
blicados entre los anos 1980 y 2012. Con la finalidad
de comparar la efectividad, la factibilidad y alcances
de los métodos empleados en la determinacion de la
composicion de la dieta en venados.

RESULTADOS Y DISCUSION
En relacion a las cinco metodologias mas utilizadas
para conocer la composicion de la dieta de venados.

En la tabla 1 se aprecia que el mas empleado es el
microanalisis, en mas del 60% de los trabajos. Algu-
nos trabajos se combinan con la observacion directa
de los animales en campo, lo cual es una practica
muy efectiva para determinar habitos alimenticios,
cuando se trata de observacion de la vida silvestre.

Observacion en campo

La determinacion de la seleccion de la dieta en
herbivoros a través de la observacion en campo es
un método que se ha empleado desde los anos 20.
Varia desde el seguimiento del animal y la obser-
vacion de sus habitos alimenticios, hasta el conteo
de mordidas en las plantas ramoneadas. Entre los
primeros estudios sobre venado, Dixton (1934) re-
porto los habitos alimenticios del venado, siguiendo
y recorriendo al animal mientras pastoreaba, en un
area de California y midiendo el tiempo de pastoreo
de cada planta. Reppert (1960) en su trabajo sobre
preferencias de forraje y habitos de pastoreo en el
ganado vacuno en Colorado, hace mencién de al-
gunos autores empleando actividades de observa-
cion, como: Corv, 1927, Culley, 1937; Hopkins, 1951,
Greelen y Thomas, 1957; Halls, 1954; Doran, 1943;
Hubard, 1952. Por otro lado, Sanders y colaborado-
res (1980), compararon el método de observacion
de conteo de mordidas en campo contra el micro-
analisis de heces, para ganado vacuno en pastoreo,
concluyendo que los analisis fecales reportan re-
sultados muy similares al conteo de las mordidas,
pudiéndose emplear en condiciones desfavorables
de clima y con un trabajo minimo de campo. Entre
las desventajas del método observacion en campo,
se mencionan el consumo de tiempo y el entrena-
miento para distinguir las mordidas en las plantas
(Holechek, 1982c¢).

Reppert, J.N. 1960. Forage preference and grazing
habits of cattle at the Eastern Colorado Range
Station. /. Range Manage. 13:58-62.

Dixton (1934) (Bjugstad et al. 1970, (Reppert
1960). Free et al. (197 1), Regelin et al. (1974),
(Krueger et al. 1974), Free et al. 197 1, Sanders
et al. 1980). However, Sanders et al. (1980) re-
ported that direct observation was not practi-
cal for use on large, Tixier H. DP.

Sanders, K.D., B.E. Dahl, and G. Scott. 1980. Bite-
count vs. fecal analysis for range animal diets.
J. Range Manage. 32: 146-149.

Scotcher, J.S.B. 1979. A review of faecal analysis te-
chniques for Scotcher, J.S.B. 1979. A review of
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faecal analysis techniques for determining the
diet of wild grazing herbivores. Proc. Grassld.
Sot. Afr. 14: 13 1-136.

Microhistologia

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para de-
terminar la composicion de la dieta de herbivoros
(Karmiris et al. 2011), puede realizarse en muestras
fecales, estomacales o extrusas esofagicas (Alipayo,
et al. 1992).

Se basa en la comparacion bajo el microscopio
de patrones epidérmicos identificables de plantas
como tricomas y otras caracteristicas fisiologicas
con fragmentos epidérmicos vegetales en las mues-
tras (Holechek 1982a). En las primeras etapas de
su desarrollo, Sparks y Malecheck (1968) asumie-
ron que existia una relacion de la densidad relativa
y el porcentaje de materia seca de los fragmentos
identificables, trabajaron con 11 diferentes mezclas,
usando el método de Fracker y Brischle (1944) y de-
terminaron que existia una relacion de frecuencia-
densidad entre la aparicion de los fragmentos ve-
getales en heces. Posteriormente, Johnson (1982)
elabord la conversion matematica de frecuencia a
densidades. Existen otros autores en las primeras
etapas que emplearon la microhistologia en la de-
terminaciéon de la composicion de la dieta en her-
bivoros como Williams (1969) y Ward (1970). La
precision de la técnica fue evaluada por otros inves-
tigadores como Hansen et al. (1973) y Dearden et
al. (1975), Havstad y Donart (1979), asi como Ho-
lechek y su equipo en los afios 80 (Holechek et al.,
1982a; Holechek et al. 1982b; Holechek et al., 1982c;
Holechek, et al. 1984), en el que se reporta que se
requieren minimo 15 muestras de diferentes gru-
pos fecales para un area y la lectura de 100 campos,
el cual reporta en sus resultados que es importante
un buen entrenamiento en la distincion de tejidos
epidérmicos y lo identifica como un método confia-
ble en el uso de muestras fecales.

Se han efectuado estudios comparando la efec-
tividad de los estudios del analisis de rumen y del
contenido de fistulacion esofagica con el microana-
lisis. Los resultados han llevado a algunos autores
a considerar el andlisis de contenido fecal como
un método rentable y no invasivo (Todd & Hasen,
1973). Sin embargo, algunos lo consideran como
un método inexacto (Gill ef al., 1983, Barker, 1986).
Otros autores han desarrollado la aplicacién de este
método con algunos tejidos no epidérmicos (Sepul-

veda- Palma ef al., 2004) y también se han generado
diversos procedimientos para el tratamiento de las
heces (Castellaro et al., 2007). Todos responden a
la necesidad de mejorar el reconocimiento de los
fragmentos en la muestra, sin perder exactitud en
la cuantificacion. Una de las desventajas de este
meétodo es que en ocasiones se subestiman plantas
que carecen de fragmentos identificables en las he-
ces (Leslie, 1983; Holechek & Valdez, 1985) y por
eso algunos autores proponen utilizar criterios de
cuantificaciéon o factores de correccién (Johnson
& Wofford, 1983; David, et al., 1983; Barker, 1986,
Catan, et al., 2007). Sin embargo, las principales
ventajas del microanalisis son la posibilidad de es-
tudiar la dieta de animales silvestres sin interferir
en sus comportamientos, la posibilidad de obtener
gran cantidad de muestras permite estudiar la dieta
de una especie animal de una forma no invasiva y
no requiere de equipos de laboratorio muy especia-
lizados (Garin, et al. 2001). Maizeter et al. (1986)
mencionan que posibilita el analisis de importantes
especies vegetales comparando diferentes tiempos
y areas. Ademas, permite llegar a determinar la den-
sidad de géneros y especies de plantas contenidas
en la dieta, asi como por grupo de plantas como ar-
bustos, pastos o herbaceas.

Fistulacion esofégica o del rumen

Este método fue desarrollado por Chamrad y Box
(1964). Consiste en el analisis del material obteni-
do de la fistulacion del rumen o del es6fago, am-
bas fistulas han sido usadas ampliamente (Theurer
et al., 1976) con observacion macroscopica de los
fragmentos de plantas que aparecen después de un
procesamiento de lavado y tamizado, los fragmen-
tos se identifican al menor taxon posible usando
una coleccién de referencia (Storms, et al., 2008).
Sin embargo, este método requiere el sacrificio de
animales o la permanencia de animales en cautive-
rio, por lo que en ocasiones resulta inconveniente
(Uvalle-Sauceda, 2001).

Varios estudios han demostrado que la estima-
cion de la composicion botanica por la fistulacion
esofagica es baja en precision (Holechek J. L. VM,
Pieper R. D. 1982¢). De acuerdo con Van Dyne y
Heady (1965), se requieren 24 o mas animales para
adecuar la estimacion de especies con una precision
de un 90% de confianza y para clasificar en tipo de fo-
rraje (pastos, hierbas o arbustos), hasta 9 animales.
Otros autores como Galt et al. (1969), encontraron
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que se requieren hasta 30 animales para adecuar en
un 99% de confiabilidad en especies en un area de
pastoreo del desierto de Arizona.

Anthony y Smith (1974) compararon la eficiencia
de la técnica de microhistologia en heces y la técnica
de analisis de rumen, analizando las dietas de Vena-
do bura (Odocoileus hemionus) y Venado cola blanca
(Odocoileus virginianus), colectaron simultaneamen-
te muestras de rumen y de heces, al suroeste de Ari-
zona, Estados Unidos, concluyendo que la técnica de
microhistologia resulta muy similar en confiabilidad
al analisis volumétrico del rumen.

Analisis del contenido estomacal

Un procedimiento usado en la determinacion de la
composicion de la dieta incluye también el analisis
del contenido del tracto digestivo, que por lo ge-
neral es el estomago y en ocasiones del intestino,
la desventaja es que involucra el sacrificio de ani-
males y la destruccion de una porcion del forraje
por digestiéon del alimento consumido (Holechek
y Pieper, 1982c). Esta practica ha sido utilizada
desde los anos 40 (Norris, 1943; Hill 1946; Martin,
1949) y ha sido empleada en diferentes estudios
de composiciéon de la dieta en herbivoros (Cour-
tright,1959; Brown, 1961; Chippendale, 1962; Talbot
y Talbot, 1962; Chamrad y Box 1964; Bergerud y
Russell, 1964; Anderson et al., 1965; Korschgen,
1966; Scatter, 1966; Chamrad y Box, 1968; Mclnnis,
1977; Smith y Shandruk, 1979; Vavra y Holechek,
1980). La ventaja es que provee informacion sobre
las especies de plantas que han sido consumidas y
las proporciones relativas. De acuerdo con Medin
(1970), este método permite hacer tabulaciones de
la clase de alimento, frecuencias, volumen y peso
del forraje y lo cataloga como un método preciso.
Sin embargo, requiere el sacrificio de animales, que
resulta inconveniente si se trata de estudiar vida
silvestre en especies de poblacién reducida (Hole-
chek J. L. VM, Pieper R. D, 1982c¢).

Uso de n- alcanos cuticulares (Ceras)

Este método consiste en determinar la composicion
botanica de la dieta de herbivoros usando ceras
(alcanos) de la cuticula de las plantas provenientes
del material fecal (Carnahan, 2011). La historia del
uso de los componentes cerosos de las plantas para
determinar la nutriciéon de herbivoros fue determi-
nada ampliamente por Dove y Mayes (1991). En
los estudios de taxonomia de plantas, se han reco-
nocido las diferentes caracteristicas en los patrones

de concentracién de los n-alcanos, estos son largas
cadenas de hidrocarburos saturados (Kolattukudy,
1976; Tulloch,1976; Bugalho, et al., 2005), por eso
es posible usarlos en la determinacion quimico-ta-
xonomica a través de analisis quimicos calibrados
(Dove & Mayes, 1996). Generalmente se emplea
para estos analisis la cromatografia de gases con el
método de Mayes et al. (1986) modificado por Salt
et al. (1994), haciendo calibraciones y comparacio-
nes de la composicion de n-carbonos en plantas,
con el contenido en el material fecal (Martins, et al.
2002, Bugalho, et al. 2005). Este método se ha utili-
zado con mas frecuencia en la determinacion de la
composicion de la dieta de herbivoros domésticos,
mas que para animales silvestres, debido a que la
variedad de la dieta de la fauna silvestre, hace mas
compleja la comparacion con los patrones de n- al-
canos de plantas (Ali, et al. 2005). Su alcance puede
llegar a determinar taxones como géneros y espe-
cies o grupos de plantas en la dieta (pastos, arbus-
tos o hierbas), en estudios en venados algunos tra-
bajos se han combinado con la observacion directa
en campo (Bugalho, et al., 2001).

Espectroscopia infrarroja (NIRS)

Esta técnica se emplea para obtener informacion so-
bre el contenido de la dieta usando isotopos radiac-
tivos, C® y N, el primero refleja la clase de plantas
en la dieta y el N*indica la calidad de los diferentes
tipos de forraje (Stewart, et al. 2003; Showers, et al.
2006; Li et al. 2007). Trabajos como el de Landau, et
al. (2006), que consiste en una revision de literatura
desde 1980 hasta el 2004, sobre este método, expo-
ne las ventajas y desventajas para detectar tanto la
calidad como la composicién de la dieta en rumian-
tes pequefios, concluyendo que resulta muy efecti-
vo para medir la calidad del forraje usando excretas
o contenidos esofagicos. Asimismo, se pueden eva-
luar parametros como la concentracion de materia
seca, proteina cruda y concentracion de compues-
tos fenolicos, entre otros, ademas ha sido utilizado
para conocer el porcentaje de tipos de forrajes (pas-
tos, hierbas, arbustos). Shower et al (2006) probo
por primera vez esta técnica en la prediccion de la
calidad de la dieta en Venado cola blanca, emplean-
do dietas preparadas, con lo cual adecu¢ las calibra-
ciones para esta especie de NIRS.

La ventaja de este método es que se pueden
usar muestras como excretas o de otro tipo no inva-
sivas, por ejemplo Druckerab, et al. (2009) trabaja-
ron con pelo de Caribu y Alce mostrando que el uso
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de isotopos tiene un gran potencial para determinar
la dieta y el habitat de seleccion en rumiantes. Por
otro lado, Li et al. (2007) emplearon la espectrosco-
pia de rayos infrarrojos (NIRS) como un método no
invasivo para la deteccion de la calidad de la dieta en
heces de ovejas (Ovis aries), con buenos resultados
para monitorear el manejo de animales en pastoreo.
Steward et al. (2003) evaluaron el nicho alimentario
del Venado bura, Alce americano y ganado bovino
usando esta misma técnica, encontrando que hay
diferencias en el régimen de humedad y tipos de
forraje preferidos. Finalmente, podemos concluir
que la espectroscopia infrarroja es uno de los méto-
dos de laboratorio mas versatiles y calibrados y que
su uso en la determinacion de analisis nutricionales
para herbivoros esta ganando reconocimiento, ha
sido utilizado con éxito para animales domésticos
y esta en desarrollo para el analisis de nutricion de
fauna silvestre. Para algunos autores (Coates, 1999;
Landau, et al. 2006) ha resultado una técnica mas
precisa que el analisis microhistologico en la pre-
diccion de la composicion de porcentajes, para es-
pecies pequefias de rumiantes. Sin embargo se re-
quiere de calibraciones delicadas y muy elaboradas,
tanto para determinar el tipo de planta y para cada
especie de rumiante

CONCLUSIONES

El estudio en aspectos relacionados a la dieta de los
venados en el mundo se ha desarrollado desde hace
varias décadas, no es sino hasta los afios 80 cuando
se incrementa el interés en evaluar la composicion
y la calidad de la misma.

En cuanto a los métodos de analisis de la com-
posicidon de la dieta, podemos concluir que entre los
mas utilizados estan el microanalisis de heces y el
analisis del contenido del rumen. Los resultados lle-
van a considerar, por algunos autores (Mussa, et al.,
2003) al método de microhistologia como uno de los
mas rentables, ya que permite obtener facilmente
una gran cantidad de muestra en diferentes puntos
y la posibilidad de estudiar la dieta de la fauna silves-
tre sin interferir en su comportamiento y habitat.
Una desventaja que presenta es que hay tejidos que
escapan a su deteccidn.
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RESUMEN

En Chihuahua se desarrolla una gran diversidad de hongos ectomicorrizogenos (HEM) participando
en la conservacion de sus bosques, encontrandose asociados a diferentes especies de pino de acuerdo con
su capacidad forman parte del desarrollo de la planta. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capa-
cidad ectomicorrizdégena a partir de una especie fungica en plantulas de Pinus arizonica. Se recolectaron
carpoforos de Pisolithus tinctorius. Se aplicaron tratamientos de 10, 15y 20 ml de suspension de esporas por
inyeccion en el sustrato de cada especie de hongo en la plantula de pino. Se usaron 20 plantulas de pino ino-
culadas con el volumen de hongo y 10 como testigo. Las evaluaciones fueron las medidas morfométricas de
las plantas de pino, antes y después de las inoculaciones. Se establecieron un total de 240 plantulas de pino.
Se registro que Pinus arizonica presentd diferencias significativas entre plantas inoculadas y no inoculadas,
asi como entre concentraciones.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizégenos son aquellos que pre-
sentan la capacidad de asociarse hasta formar una
simbiosis que comunmente es llamada micorriza.
Ofrecen a las plantas con las que se asocian diver-
sas aportaciones positivas (Frioni, 2006). El térmi-
no micorriza fue descrito por primera vez por el
botanico Frank, en 1885, para describir un “6rgano
morfolégico” dado por dos organismos en donde
existe retroalimentacion (Agarwal y Sah, 2009).
Son un 6rgano complejo resultante de la simbio-
sis mutualista entre raices de plantas vasculares y
hongos del suelo, el hongo tiene la labor de inva-
dir el cortex de la raiz, mientras que el meristemo
apical y el cilindro vascular quedan intactos (Par-
lade, 1992). Las micorrizas son tan antiguas como
las propias plantas y se conoce su existencia desde
hace mas de cien anos; estimandose que aproxi-
madamente el 95% de las especies vegetales cono-
cidas establecen de forma natural y constante este
tipo de simbiosis con hongos del suelo (Honrubia,
2009). Estos hongos que se encuentran presentes
en los suelos y que tienen esta asociacion pertene-
cen a la division Basidiomycota, mientras que en
casos mas excepcionales se observan integrantes
del grupo Ascomycota, y solo algunos pocos Glo-
meromycota, el cual es especialista ya que si se les
priva de esta asociacion perecen (Miller y Jastrow,
2000). Se pueden distinguir tres tipos fundamenta-
les segun la estructura que forman:

Endomicorriza

Los hongos que las colonizan penetran las células
corticales, por lo que el manto exterior se encuen-
tra ausente, forman como estructura secundaria
vesiculas alimenticias y arbusculos. Por ello a es-
tos grupos se les conoce también como micorri-
zas Vesiculo-arbusculares. Los hongos formadores
de este tipo de micorrizas pertenecen a la division
Glomeromycota, y se asocian principalmente con
gramineas (De Roman y De Miguel, 1999).

Micorrizas Vesiculo-Arbuscular

Se encuentra en condiciones naturales en la ma-
yoria de los cultivos tropicales y subtropicales de
interés agronomico (Keizer, 1994), y estan presen-
tes en la mayoria de las Angiospermas. La asocia-
cion simbidtica Micorrizica-Arbuscular se forma
en muchas especies perennes lefiosas, incluyen-
do muchas Gimnospermas aparte de las Pinaceas
(Morton y Benny, 1990). Estos hongos pertene-

cen al pequefio orden Glomales dentro de la clase
Zygomycetes (Read, 2003).

Ectomicorrizas

Se caracterizan porque desarrollan una espesa capa
de micelio sobre la zona cortical de las raices absor-
bentes de la planta, las hifas del hongo no penetran
las células corticales, sino que se ubican sobre y en-
tre las separaciones de estas. Se pueden observar a
simple vista (Figura 1). Este tipo de micorrizacion
predomina entre los arboles de zonas templadas, se
producen principalmente sobre especies forestales y
lenosas, siendo especialmente caracteristico en ha-
yas, robles, eucaliptos y pinos. Los hongos que la for-
man son tanto Basidiomycota como Ascomycota (De
Roman y De Miguel, 1999; Tibbett y Sanders, 2002).

Figura 1. Raices de pino micorrizadas con Astraeus hy-
grometricus

En cuanto a la anatomia de la ectomicorriza, las
hifas de los HEM por lo regular se desarrollan en la
superficie radical. La red de Harting es una carac-
teristica primordial de esta asociacion para la deter-
minacién de la ectomicorriza, puede desarrollarse
en las primeras células corticales, o penetrar hasta
le endodermis segun el caso. El conjunto de hifas se
extiende hacia los conductos permitidos por el suelo
(Torres, 1989). Se caracterizan por la presencia de
tres estructuras. Manto, Red de Harting y micelio ex-
terno (Smit y Read 2008). Respecto a la infeccion mi-
corrizica, el micelio del hongo rodea la raiz formando
un manto fungico, y las hifas se desarrollan por los
espacios intercelulares formando la llamada red de
Hartig. Es frecuente la aparicion de otras estructuras
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externas tales como cistidios, hifas que emanan o ri-
zomorfos (Figura 2). La deteccion de las ectomicorri-
zas es relativamente sencilla gracias al cambio mor-
fologico que sufre la raiz (De Roman y De Miguel,
1999). En este proceso se establece una interfase de
contacto intimo entre hifas y células vegetales, donde
se produce el intercambio de nutrientes de manera
bidireccional, los nutrientes minerales son transva-
sados disueltos en agua desde el hongo a la planta,
mientras esta cede al hongo los azucares proceden-
tes de su actividad fotosintética (Barea, 2004).

Figura 2. Cistidios e hifas de HEM en raiz de Pinus arizonica

BENEFICIOS DE LA MICORRIZACION:

Aumento a la captacion de nutrientes y agua

La resistencia a condiciones de sequia, ya que par-
ticipa directamente en la captacion de agua de las
zonas secas (Dunabeita, 1994). Este efecto se pre-
senta principalmente en plantas jovenes, también
permite la absorcion de nutrientes dificiles para de
absorber por las raices de las plantas, por ello las
plantas micorrizadas presentan mayor tolerancia al
estrés ambiental.

Produccion de reguladores de crecimiento.

Se presenta la producciéon de hormonas estimulan-
tes del crecimiento (auxinas, citoquininas, gilbera-
linas, y tiaminas) que benefician directamente al
huésped (Urizar, 1999; Cuesta, 2009).

Almacenamiento de nutrimentos.

Este proceso se lleva a cabo propiamente en el
manto fungoso en el cual se pueden presentar can-
tidades mas elevadas de nitrégeno, fésforo, potasio,

magnesio, cobre, sodio, silicio, zinc, aluminio y boro
que seran absorbidos cuando la palta los requiera.

Proteccion contra enfermedades y patigenos.

Los hongos ectomicorrizicos compitan en espacio y
tiempo con diversos hongos patéogenos de la rizos-
fera (barrera fisica), asi como la produccion de com-
puestos fungicos y antibioticos que puedan eliminar
al patégeno en caso de que logre establecerse en las
plantas (Cuesta, 2009).

PRINCIPALES ESPECIES DE PINO

DE IMPORTANCIA MADERABLE

EN CHIHUAHUA

Pinus arizonica:

Nombre comun pino amarillo (E.U), pino chino o
cenizo (México). Arbol monoico con altura de 25 a
33 my diametro mayor a 100 cm., copa densa y pira-
midal en arboles jovenes y redondeados en arboles
maduros. La corteza es gruesa, con profundidad de
fisuras que forman placas largas e irregulares de
color café rojizo. Hojas en fasciculos de tres o cua-
tro agujas. Los frutos son conos ovoides a conicos,
simétricos, erguidos de seis a nueve cm de largo co-
lor café obscuro con tinte rojizo (Perry, 1991).

Pinus durangensis: )

Nombre comun: alazan (México). Arbol recto de
hasta 40 cm de altura, copa redondeada y compac-
ta en los arboles maduros, con ramas péndulas a
horizontales, frecuentemente sigmoideos; arboles
jovenes con copa de forma conica. Hojas en fasci-
culos, corteza rugosa dividida en grandes placas
escamosas de color café oscuro, café palido en la
parte media y separado por fisuras. Conos ligera-
mente curveados, ovoides de 6 a 10 cm de largo
(Pompa et al., 2009).

IMPORTANCIA DE LA MICORRIZACION
EN PINOS DE CHIHUAHUA
El estado de Chihuahua cuenta con la mayor exten-
sion territorial en México, asi como de la superficie
forestal y arborea, sus bosques estan integrados
por diversas especies de pino y encino (Pinedo et
al., 2007). Por ello estan siendo sometidos a la ex-
plotacion de madera sin la utilizacion de un buen
programa de aprovechamiento, se reportan por ano
aproximadamente la devastacion de 1943 hectareas
(Escarpita, 2002).

Esta deforestacion tan acelerada y destructiva
ha provocado que el estado pierda su categoria
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de lider en la produccion de madera. Es necesa-
rio buscar estrategias para la recuperacién de
los bosques deforestados mediante la siembra de
individuos. Una de las formas de incrementar su
supervivencia en estas condiciones es a través
de la inoculacion de hongos ectomicorrizogenos
(HEM) por los multiples beneficios que aportan.
Los HEM son una relacion simbiotica mutualis-
ta que ocurre entre las raices de las plantas y el
micelio que es producido por los hongos (Garza,
1991). El hongo rodea las raices secundarias de las
plantas formando una red de hifas entrelazadas lla-
mado manto; intercelularmente, rodea a las células
corticales formandose la red de Hartig (Smith y
Read, 1997). El rol fundamental de los HEM es:
mejorar la capacidad de absorcion de agua y de
elementos esenciales del suelo nitréogeno, fosforo
principalmente (Pennane y Heiskanen, 2005), to-
lerancia a altas temperaturas y valores extremos
de pH (Madrid, 2005), asi como mayor resistencia
al ataque de patogenos y depredadores (Campos,
2009), Ademas de estimular su crecimiento por
medio de la producciéon de hormonas (auxinas, fi-
toquininas). También permite a las raices explorar
mayor volumen de suelo, mantener la actividad de
las raices mas tiempo (Miller y Jastrow, 2000); por
ello, son considerados un grupo clave funcional en
la regulacion de los nutrientes que circulan entre
el suelo y las plantas en la mayoria de los ecosiste-
mas de bosque de coniferas formando una simbio-
sis. Los hongos verdaderos son ubicuos y cumplen
con una funcion ecoldgica importante, particu-
larmente aquellas asociadas con los procesos de
reciclamiento de carbono y nutrientes en el suelo
(Anderson y Cairney, 2004). Se estima que a nivel
mundial 5400 especies de hongos forman asocia-
cion ectomicorrizica con la mayoria de las familias
de las plantas de bosque (ejem. Betulaceae, Faga-
ceae, Pinaceae, Myrtaceae, (Molina et al., 1992).
Los HEM también dependen en gran medida de su
planta hospedera para los carbohidratos y los nive-
les de infeccion micorrizica han sido fuertemente
asociados a la cantidad de luz disponible y por lo
tanto la produccion de fotosintato por la planta. El
ambiente de la luz puede también influir en como
la presencia del hongo ectomicorrizico exhibe un
alto grado de especificidad ecologica. No obstan-
te, poco es conocido del rol ecolégico de los dife-
rentes hongos en la regeneracion de la cobertura
abierta, solo deja el mecanismo por el cual ellos
operan (Ingleby et al., 1998).

Los HEM proveen una mayor union entre el
carbono fijado por productores primarios y otros ni-
veles troficos en el ecosistema. Por ejemplo, varias
especies de roedores dependen del 90% de los cuer-
pos fructiferos para su dieta (Maser et al, 1978). Un-
gulados, bacterias, artropodos y otras especies de
hongos también usan o dependen de los esporocar-
pos de HEM como una fuente de alimento y quiza
de micronutrientes.

Algunas especies de hongos y trufas formados
por hongos ectomicorrizogenos son importante
fuente de alimento por pequefnios mamiferos y algu-
nas especies son colectadas para su comercializa-
cion (Wienscyk et al., 2002).

Se han realizado estudios con diferentes espe-
cies de hongos y pinos, como los de Carrera (1997),
cuyo objetivo fue medir la eficiencia de HEM en P
patula. Asimismo, Perea et al. (2005) registraron la
influencia de la humedad, nitr6geno y HEM sobre el
crecimiento de un pino infiriendo que la inoculacion
con Hebeloma spp y Laccaria spp daban una mayor
respuesta al crecimiento de la planta, generando un
mayor peso seco total y altura (25%). En los bosques
de la Sierra Tarahumara del estado de Chihuahua,
existe una gran diversidad de hongos ectomicorri-
zogenos (Quindnez et al., 2005), sin embargo, son
pocos los estudios sobre el uso y eficiencia de estas
especies silvestres en los programas de produccion
de plantulas de pino que crecen en dichos bosques.

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de Pisolithus tinctorius con capacidad ectomicorri-
zogena en el crecimiento de Pinus arizonica, cuya
especie vegetal es la de mayor densidad en el muni-
cipio de Bocoyna, Chihuahua, y de mayor importan-
cia maderable.

METODO.

Se utilizaron semillas de las especies de Pinus arizo-
nica las cuales fueron sumergidas en 20 litros de agua
destilada por 6smosis inversa agregando 10 gramos
de fungicida (Captan Mr), manteniéndolas en reposo
durante 24 horas, esto fue con la finalidad de evitar
la contaminacién por hongos, o algun otro patdégeno.
Transcurrido el tiempo de reposo se eliminaron las
semillas flotantes (banas), rescatando 200 semillas
de cada especie dejandolas secar a temperatura am-
biente. La siembra se realizo en charolas de unicel
con 77 cavidades con capacidad de 170 ml (Figura 3),
fueron llenadas con peat- moss para tener un medio
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nutritivo en las cavidades de las charolas, se coloco
una capa de 10 cm de peat- moss agregando un poco
de agua destilada para humedecer el sustrato, las ca-
jas se golpearon suavemente para el asentamiento del
mismo. Las semillas se colocaron a tres centimetros
de profundidad en las cavidades (Niembro, 1980), cu-
briéndolo completamente con sustrato (Martinez et
al, 2009). Las plantulas obtenidas se mantuvieron en
el invernadero, con riegos cada dos o tres dias hasta
su posterior inoculacion.

La colecta de semillas de pino fue proporciona-
da por la Unidad de Manejo Forestal de San Juanito,
Chihuahua, quien realizé la colecta de semillas en
bosques del municipio de Bocoyna, a 220 km al su-
reste de la ciudad de Chihuahua, México, ubicada
entre las coordenadas 28° 00" 41"y 27° 53" 38" la-
titud norte y los 107° 35" 39"y 107°35'37"" longitud
oeste presentando una altitud de 2427 a 2442 msnm.
Bocoyna tiene una superficie de 2801.80 km?2 ocu-
pando el quinto lugar por superficie en el estado,
presenta una temperatura media anual de 10.5°C
asi como una precipitacion promedio anual de 685
mm (Figura 4).

Figura 3. Charolas con plantulas de Pinus arizonica

Las comunidades vegetales se clasifican como
bosque pino-encino y bosque de encino-pino en los
cuales los taxas representativos son: Pinus arizo-
nica, Pinus engelmanii, Pinus ayacahuite, Quercus
sideroxyla, Quercus depressipes, Juniperus deppeana,
Arbustus arizonica 'y Arctostaphylos pungens (Quino-
nez et al., 2008).

En cuanto a el hongo Pisolithus tinctorius, fue
adquirido por una empresa comercial cuyo produc-

to marca ectoRIZE fue usada siguiendo las especifi-
caciones del vendedor, debido a que su abundancia
fue baja en las zonas de colecta (Figura 5).

Figura 4. Zonas de regeneracion forestal del municipio de
Bocoyna, Chih.

Figura 5. Esporéma de Pisolithus tinctorius

Procesamiento del inoculo fungico de Piso-
lithus tinctorius. Antes de realizar el in6culo espo-
ral se midi6 el numero de esporas/ml., para lo cual
fue utilizada la cAmara de Neubauer. Para esto, se
agregd 0.01 gr de esporas en 1 ml de agua desti-
lada o soluciéon de KOH y unas gotas de azul de
metileno para tincion de las esporas. Se incubaron
a 37°C durante dos horas para la homogenizacion
de las esporas, agitandose con ayuda de un vortex,
para posteriormente hacer el conteo de niumero de
esporas por ml.
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Inoculaciéon micorrizica. El trabajo se llevo a
cabo en el invernadero de la Universidad Autono-
ma de Ciudad Juarez. Se tomaron 20 plantulas de
pino para ser inoculadas con un volumen de 0, 5,
10 y 20 ml de hongo. Un mes después se realizo
una nueva inoculacién para obtener un mejor re-
sultado. En total se obtuvieron 20 individuos de la
especie de P arizonica por cada volumen evaluado
mas el testigo, obteniéndose un total de 80 plantu-
las de P arizonica evaluadas. Finalmente, se reali-
z0 la evaluacion de las medidas morfométricas de
P arizonica que se realizaron antes (primer mes de
crecimiento), y después de la inoculacion a los seis
meses consecutivos para obtener las diferencias
de crecimiento. Los principales parametros de me-
dicion fueron: altura de la planta, ancho del follaje
y longitud de la raiz.

tratNa:ncij:nto Volimen Clave de referencia
! 0 T (Control)
2 5 PT5
3 10 PT.10
4 20 PT.20

Tabla 1. Tratamientos de diferentes concentraciones de Piso-
lithus tinctorius en raiz de Plantulas de Pinus arizonica.

Analisis estadistico. Los parametros obtenidos
fueron usados en el programa SPSS 17.0 para rea-
lizar un ANOVA y encontrar las diferencias signi-
ficativas correspondientes. Posteriormente se rea-
liz6 la prueba de comparacion multiple de medias
Tukey (o <0.05) para comparar los promedios de
medidas morfométricas y obtener las asociaciones
mas representativas.

Estudio de correlacion. Se obtuvo el coeficiente
de determinacion entre el crecimiento de la plantula
(medidas morfométricas) en relacion al porcentaje
de micorrizacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se establecieron un total de 80 plantulas de pino
de las semillas sembradas bajo condiciones de
invernadero correspondientes a Pinus arizonica,
inoculando 20 plantas de cada volumen. Se colec-
taron los datos de las variables: altura total, ancho
del follaje y longitud de raiz. Posteriormente se
evaluaron las diferencias significativas para cada
nivel de hongo, estos parametros fueron recopi-
lados durante seis meses consecutivos para per-
mitir la infeccion de las raices. De acuerdo con
los modelos estadisticos y tomando en cuenta los
cuatro tratamientos, se procedié al analisis de
cada una de las variables.

El analisis de varianza para Pinus arizonica mos-
tro diferencias significativas entre plantas inocula-
das y no inoculadas, asi como entre tratamientos y
el coeficiente de determinacion (r?) indicé que el
97.95% de la variabilidad en diametro de cuello de
raiz, es explicado por el efecto positivo de la inocu-
lacion de HEM, seguido de la altura del tallo con un
94.6% de variabilidad (Tabla 2).

PARAMETROS P<0.05 [ S | r

Ancho del Follaje 0.00* 2.68 | 92.34%
Longitud de la raiz 0.00* 1.60 | 97.95%
Altura total de la plantula | 0.00* 3.10 | 90.57%

Tabla 2. ANOVA y coeficiente de determinacion de parame-
tros en Pinus arizonica sobre la inoculacién de diferentes vo-
lumenes de Pisolithus tinctorius y un testigo.

r2=Coeficiente de determinacion,
P<0.05= significancia

S =Error estandar,

En el andlisis de varianza (Tabla 2) se obser-
varon diferencias significativas entre los trata-
mientos evaluados, por lo que se realiz6 la prueba
multiple de medias (Tukey), para la comparacion
de cada uno de los parametros.

Respecto a la altura promedio total de las plan-
tulas, la significancia fue dada principalmente por
el volumen de 10 ml. El comportamiento de creci-
miento para volumenes de 5y 20 ml fue muy simi-
lar y los valores mas bajos fueron las del testigo
(Figura 6).
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Figura 6. Promedio de altura de la plantula de pino a diferen-
tes voliimenes de esporas.

Respecto a la anchura del follaje, se registré que
las plantas con un tratamiento de 20 ml de volumen
adicionado tuvieron los mayores valores, seguido
por casi tres centimetros de diferencia al tratamien-
to de 10 ml. Los volumenes de 0 y 5 ml se compor-
taron con un crecimiento bajo. Los resultados sobre
longitud de raiz se comportaron de la misma mane-
ra que la altura de la planta, fueron de mayor creci-
miento en volumenes de 10 ml, un crecimiento con
valores intermedios en 5y 20 ml y en el testigo los
valores de menor crecimiento (Figura 7-8).
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Figura 7. Promedio de anchura del follaje de Pinus arizonica
a diferentes volumenes de esporas.
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Figura 8. Gréfica de longitud de raiz promedio de Pisolithus
tinctorius en Pinus arizonica.

La simbiosis micorrizica es una estrategia nutri-
cional que han desarrollado la mayoria de las plantas
y algunos hongos que les asegura un beneficio mu-
tuo, garantizando la mayor sobrevivencia en campo
con el uso de plantas micorrizadas. Los resultados
muestran que Pisolithus tinctorius es una especie que
puede tener un efecto de micorrizacion sobre la raiz
de las especies de pinos estudiadas, reportandose
los mejores resultados en la concentraciéon en 10 y
20 ml para las variables de medicion en la plantula de
Pinus arizonica. Algunos estudios han demostrado
esta eficiencia como los de Barcenas et al., (2000),
que evaluaron el indice de micorrizacion entre algu-
nas especies de ectomicorrizas silvestres y Pisolithus
tinctorius (comercial), en la supervivencia, crecimien-
to y desarrollo de plantulas de Pinus durangensis, P
cooperii y P engelmanii, en plantaciones de cuatro y
cinco afos, cuyos resultados mostraron diferencias
significativas en altura, siendo Pinus durangensis la
de mayor supervivencia (91.7%) al ser inoculada con
Pisolithus tinctorius. Algunas ventajas del crecimien-
to y sobrevivencia de hongos micorrizicos y sus hos-
pederos estan descritas como una alternativa biotec-
nologica para hacer posible la compatibilidad entre la
produccion forestal y la conservacion ambiental. La
propagacion por micelio de los hongos micorrizicos
es apoyado en el laboratorio o en cultivos de viveros
de arboles para ser usado en la inoculacion de plantas
coniferas (Cruz, 1999).
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CONCLUSION

La obtencion de resultados positivos de micorri-
zacion para las especies fungicas ectomicorrizi-
cas evaluadas se confirma la compatibilidad de las
mismas para la formacion de ectomicorrizas sobre
Pinus arizonica. Se presentd un coeficiente de de-
terminaciéon en todas las variables calculadas por
encima del 90%, lo que nos indica la efectividad de
la técnica aplicada. Pisolithus tinctorius respondio
favorablemente a la respuesta de micorrizacion en
Pinus arizonica. Aparentemente, estos resultados
indican que un volumen de 10 ml Pisolithus tincto-
rius inoculandose en la raiz de la plantula puede ge-
nerar buenos efectos de micorrizacion, aunque es
importante recordar que el recurso fungico usado
fue comercial y no silvestre.

Algunas ventajas del crecimiento y sobreviven-
cia de hongos micorrizicos y sus hospederos estan
descritas como una alternativa biotecnoldgica para
hacer posible la compatibilidad entre la produccion
forestal y la conservacion ambiental. La propaga-
cion por micelio de los hongos micorrizicos es apo-
yado en el laboratorio o en cultivos de viveros de
arboles para ser usado en la inoculacion de plantas
de coniferas, por ello es importante continuar con
los estudios de micorrizacion en la busqueda de
las especies mas favorables en la produccion fores-
tal de Chihuahua.

La utilizacion de charolas de unicel mas peat-
moss es efectiva para la produccion de plantas mi-
corrizadas, ya que facilita la extraccion y manejo
de plantas para su estudio de observacion. Sin
embargo, es imprescindible realizar investigacio-
nes sobre el comportamiento en campo de plan-
tulas inoculadas, para comparar el incremento y
desarrollo de las mismas frente a plantas sin ino-
cular. Por ello, es aconsejable monitorear con ma-
yor precision la evolucion de la micorriza a través
del tiempo para evaluar en qué momento se esta-
blece. Asimismo, considerar algunos parametros
importantes tales como temperatura, pH, inciden-
cia de luz, etcétera, que influyen en el desarrollo
de estas especies y las condiciones aunque a nivel
invernadero son diferentes en ciudades calurosas
y desérticas que las presentes en la Sierra Tara-
humara de Chihuahua.
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RESUMEN

Realizar un reciclaje natural, reducir el confinamiento de los biosoélidos en el relleno sanitario muni-
cipal, reducir los costos de produccién agricola y mejorar los suelos, fueron los motivos que impulsaron
esta investigacion. La evaluacion del efecto de los biosélidos en la respuesta agrondmica del algodonero y
propiedades del suelo en el Valle de Juarez, Chihuahua, se realiz6 en la parcela del Rancho Universitario de
la UAC]J. La produccion de algodon no fue diferente significativamente entre el suelo tratado con biosélidos
y el control con fertilizante quimico, mientras que la calidad de fibra como longitud y finura se incremen-
taron con el fertilizante. El indice relativo de clorofila, el numero de plantas y altura de planta no variaron
significativamente entre los tratamientos. La formacion de bellotas y el total de frutos no fueron afectados,
pero el porcentaje de precocidad fue mayor en el suelo tratado con biosoélidos. El analisis econdmico reflejo
un ahorro de 3260 pesos en el costo de produccion de algodonero para el suelo tratado con biosdlidos. La
salinidad y alcalinidad del suelo no se modificaron significativamente con la aplicacion en dosis agronémica
de biosdlidos, pero aumento la concentracion de nutrientes como fosforo y nitrogeno total del suelo.
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Figura 1. Localizacion de las parcelas para evaluacion de biosdlidos en el Valle de Judrez, Chihuahua, México.

INTRODUCCION

Las dos principales plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) en Ciudad Juarez, Chihuahua,
procesan anualmente en promedio 91 millones de
metros cubicos de aguas negras y 105 mil metros
cubicos de biosolidos digestados anaerdbicamen-
te, los cuales tienen 70% de humedad (CAR-Degre-
mont, 2016). La disposiciéon adecuada de los bioso-
lidos es un asunto ambiental, productivo y de salud
que es atendido por las prioridades de la COCEF
y US-EPA al promover la gestion integral de mate-
riales, la gestion de residuos y la limpieza de sitios:
residuos especiales como el lodo residual de las
PTAR, en especial usos productivos para los lodos
o biosolidos en la region del Valle de Juarez, Chi-
huahua, frontera con El Paso, Texas (COCEF, 2016;
http://www.cocef.org/).

Actualmente, la disposiciéon de los lodos resi-
duales ha sido tanto al relleno sanitario municipal
como a un terreno de confinamiento cercano al sur
de la ciudad y una fraccion pequena del volumen ge-
nerado es aplicada en suelos agricolas. El problema
del almacenamiento de estos residuos en lugares no
apropiados o acondicionados, como en este caso del
relleno sanitario, ha sido ampliamente documenta-
do por la Agencia de Protecciéon Ambiental de los
Estados Unidos (U.S. EPA, 1994) en el sentido de

que pueden ocurrir lixiviados que contaminen el
acuifero, la atraccion de vectores de enfermedades
como roedores y perros u otras mascotas sin con-
trol que pueden diseminar plagas y enfermedades
existentes en estos residuos, asi como la dispersion
de particulas al aire y malos olores, lo cual es co-
mun en esta region por la ocurrencia de tolvaneras
intensas que afectan la salud de dos millones de ha-
bitantes en la region Paso del Norte (Flores et al.,
2014).

ANTECEDENTES

Una de las alternativas de solucidon al manejo y dis-
posicion de lodos residuales o biosélidos utilizadas
en Estados Unidos y muchos paises del mundo, ha
sido el uso de biosoélidos como fertilizante organi-
co y mejorador de suelos agricolas, lo cual permite
reciclar los nutrientes y materiales organicos en
un sistema natural con beneficios ambientales y
economicos (Cogger, et al., 2001). Los anteceden-
tes de investigacion en el Valle de Juarez, Chihua-
hua, sobre el uso de biosdlidos en suelos agricolas
iniciaron en 1999; en este estudio se trajeron bioso-
lidos de El Paso, Texas, ya que las dos principales
PTAR en Ciudad Juarez estaban en construccion,
los resultados fueron favorables en el cultivo de al-
godonero (Figueroa et al., 2008). A partir de 2001,

76 CIENCIA EN LA FRONTERA: REVISTA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA UACJ, VoLUMEN EspEciAL, 2016.



{ Testigo (1 ha)
e e
Franca-arcilleso

Biosolidos (4 ha)

Googleearth
< \

Figura 2. Croquis de los tratamientos testigo (1 ha) y bioso-
lidos (4 ha) en una de las parcelas del estudio algodonero en
San Isidro, municipio de Juarez).

las PTAR empezaron a producir un volumen consi-
derable de biosolidos estabilizados con cal (15%),
estos fueron evaluados en un suelo cultivado con
avena forrajera. El resultado indicé que es posible
considerar una tasa de mineralizacion de 20% del
nitréogeno organico de los biosoélidos incorporados
al suelo en el ciclo agricola otono-invierno (Flores
et al., 2007). Sin embargo, otro estudio realizado
con diferentes suelos del Valle de Juarez, donde
se aplicé el mismo tipo de biosélidos encalados,
reportan que la mineralizacion de nitrégeno or-
ganico con la técnica de resinas sintéticas fue de
10% como primera aproximacion para calculos de
dosis. Sin embargo, en otros estudios locales con
el método de la diferencia de nitrégeno total en
suelos agricolas indican mineralizacion entre 20 y
30% (Flores et al., 2010). El impacto de biosolidos y
aguas residuales en la cadena alimenticia del Valle
de Juarez también ha sido analizado y se ha con-
cluido que no existe acumulacion de metales pe-
sados en tejido de borregos pastoreados en suelos
cultivados con avena forrajera, irrigados con aguas
residuales y aplicacion de biosolidos estabilizados
con cal. Sin embargo, se requieren mas estudios
de al menos dos afnos para evaluar la posible trans-
ferencia y acumulacion de metales en estas condi-
ciones productivas (Flores et al., 2013).

Al respecto, la mas reciente experiencia exitosa
fue una parcela de una hectarea sembrada con trigo
en el ciclo agricola 2012-2013 en el Ejido San Isidro
del Valle de Juarez, Chihuahua (Flores y Méndez,
2013), donde se aplicaron biosolidos de Ciudad Jua-
rez para iniciar un programa piloto como alternativa
de solucion a dicha problematica, la cual fue apoyada

ESTADO UNIDOS (USA)
RIO BRAVO

N

SUBESTACION
ELECTRICA
CFE

B ORDO ENTRE LOTES |

CULTIVO DE TRIGO

42 surcos 145 surcos

—

LOTE

1ha 4ha T
SEMBRADO
T B Al B
coN c
7 E | s |
ALGODONERO M S (0] El &
i
N T S al
o
| e} "
G L ¢
P
< e} | R
! D
N
c e}
! S
P
e ASEQUIA
L
NOGALES
CANAL DE_ RIEG O —

por la Empresa Concesionaria de Aguas Residuales-
Degremont y conducida por la Empresa SAPN. No
obstante que se obtuvieron buenos resultados en
dicha parcela productiva, al demostrar la factibilidad
del reciclaje natural de biosdlidos y contribuir a la
solucién del problema, el esfuerzo realizado no fue
suficiente, ya que varios agricultores al estar conven-
cidos de los beneficios logrados, solicitaron que se
continuara la aplicacion y demostracion para reciclar
los biosolidos que genera la ciudad. Por esta razon,
el presente proyecto es de suma importancia para
dar continuidad y fomentar a nivel extensivo entre
los productores agricolas y la ciudadania las venta-
jas productivas, economicas y ambientales de llevar
a cabo aplicaciones de biosoélidos en suelos agricolas,
asi como formar un Comité de Utilizacion de Bio-
sélidos que permita vigilar y dar cumplimiento a la
Norma Mexicana en materia de lodos y biosolidos
(Semarnat NOM-004-ECO1-2002), lo cual sera bené-
fico al reducir considerablemente el confinamiento
de lodos residuales y sus efectos negativos a la salud
humana y ambiental de la region fronteriza.

OBJETIVOS

Los objetivos del estudio fueron determinar la res-
puesta agronomica del algodonero al uso de biosoli-
dos en terrenos a nivel comercial del Valle de Juarez
con manejo de campo representativo y determinar
el efecto de los biosolidos en las propiedades fisicas
y quimicas del suelo, asi como en la rentabilidad del
cultivo de algodonero enfocada en la reduccion de
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fertilizantes quimicos y en los beneficios al suelo y
ambientales.

MATERIALES Y METODOS

El proyecto se realizé en areas agricolas del Valle
de Juarez, Chihuahua, localizado entre los 31° 37’
y 31° 07" de Latitud Norte, y entre los 106° 41" y
105° 39’ de Longitud Oeste, a una altitud promedio
de 1120 metros sobre el nivel medio del mar. El es-
tudio consistié en una parcela de cinco hectareas
que fue seleccionada con base en suelo y condicio-
nes productivas representativas para llevar a cabo
la evaluacion, demostracion y difusion de las venta-
jas de reciclar los biosoélidos en agricultura.

La parcela o sitio de evaluacion estuvo a una
distancia de 65 km de la PTAR Sur localizada en
Zaragoza (Figura 1). Ademas se traté que la par-
cela tuviera suelo representativo, lo cual fue de
utilidad para avanzar en generar informacion para
un programa sustentable de disposicion de bioso-
lidos. La parcela fue inspeccionada para compro-
bar los lineamientos sugeridos por la EPA para
sitios factibles de aplicacion y lo indicado por la
Norma que legisla el uso de biosdlidos en México
(NOM-004-SEMARNAT-2002). Entre los criterios
a utilizar para esto fue que no estuvieran cerca de

Figura 3. Muestreo y secado de suelos y biosdlidos en las
parcelas de evaluacion del Valle de Juarez.

il

Figura 4. Aplicacion de biosdlidos en la parcela del municipio
de Praxedis para la siembra de algodonero.

areas habitacionales, que no tengan tipos de sue-
los extremosos con problemas de drenaje, salini-
dad, sodicidad y alcalinidad fuerte, presencia de
mantos acuiferos superficiales o cerca de drenes
azolvados, entre otros. La parcela fue disenada en
dos secciones, una de 4 ha donde se aplicaron los
biosoélidos y otra de 1 ha sin aplicacion a utilizarse
como testigo o control de comparacion, la cual in-
cluyo fertilizante conforme la dosis que utiliza el
agricultor (Figura 2). El manejo del cultivo fue con
las practicas de campo que hace el agricultor tradi-
cionalmente en ambas secciones.

MUESTREO Y ANALISIS DE BIOSOLIDOS,
AGUA DE RIEGO Y SUELO

Biosolidos

El muestreo de lodos residuales o biosélidos consis-
tié en colectar dos muestras compuestas de 2 kg (ob-
tenidas de 10 submuestras) en las bandas que des-
cargan los lodos a los camiones dentro de la planta
de la PTAR Sur. También, durante las aplicaciones
en campo se colectaron dos muestras compuestas
obtenidas de las pilas de biosélidos descargadas en
la esquina de cada parcela. Estas muestras se co-
lectaron en bolsas Ziploc dobles y se transportaron
en recipientes con hielo al laboratorio de ICB-UAC].
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Una porcién de 200 g de cada muestra se seco en
estufa a 65 °C hasta peso constante y el resto se dejo
en fresco refrigerado a 4 °C para formar una pasta
de saturacion y obtener el extracto liquido para ana-
lisis de salinidad, alcalinidad y nitrégeno inorganico.
Una vez obtenida la muestra seca de biosolidos, esta
se molié en mortero de porcelana y se tamizo con
criba de plastico para evitar contaminacion por me-
tales pesados, ademas, el porcentaje de humedad y
la concentracion de nitrogeno total Kjeldahl (NTK)
fue utilizado para el calculo de la dosis de aplicacion
de biosolidos en campo. La determinacion de NTK
en los biosélidos fue mediante el método reportado
por Aguilar et al. (1987).

Agua de riego

El muestreo de agua de riego consistio en la colec-
ta de dos litros de agua en recipientes de plastico
limpios, los cuales fueron etiquetados para cada
parcela y fecha del riego. Esta actividad se realizo
en coordinacion con los agricultores, ya que los rie-
gos en ciertas condiciones dependen de la disponi-
bilidad de agua del canal principal o de los pozos
particulares. El numero de muestras de agua vario
de tres a cuatro conforme los riegos en cada parce-
la. Las muestras de agua fueron transportadas en
hieleras al laboratorio y refrigeradas a 4 °C para su
analisis quimico. Las variables analizadas fueron al-
calinidad, salinidad y nitrégeno inorganico.

Suelo
El muestreo del suelo se realiz6 antes de aplicar
los biosoélidos en cada parcela para determinar la
textura y el contenido de nitrogeno y fosforo para
el calculo de la dosis agronomica de aplicacion de
biosédlidos, ademas otro muestreo fue en la etapa
de cosecha del cultivo y asi realizar las compara-
ciones de parametros fisicos y quimicos del suelo.
El muestreo consistio en colectar tres mues-
tras compuestas de suelo tanto en el area testi-
go (control) como en el area con biosélidos en la
parcela de evaluacion a profundidades de 0 a 30
cm y 30 a 60 cm, el numero de submuestras fue
de cinco para formar una muestra compuesta (Fi-
gura 3). Las muestras se colectaron con barrena
de acero inoxidable para evitar contaminacion por
metales pesados, se colocaron en bolsas de plas-
tico limpias y debidamente etiquetadas, se trans-
portaron al laboratorio, se secaron a la sombra,
se molieron y tamizaron a 2 mm de didmetro y se
almacenaron para su analisis fisico y quimico.

El analisis de alcalinidad en suelo fue median-
te la medicion del pH con el método de relacion
1:2, el cual consistié en pesar 10 g de suelo y se
anadio 20 ml de agua, se agitaron durante tres mi-
nutos y se dejaron reposar 10 minutos repitiendo
este ultimo paso tres veces, posteriormente se
midi6 el pH con el potenciometro marca Pincha-
le 530 debidamente calibrado con soluciones es-
tandar a pH de 4, 7 y 10. El analisis de salinidad
consistiéo en anadir 30 ml de agua a las mismas
muestras donde se midio el pH, se dejaron repo-
sar por 24 h y se les midi6 la conductividad eléc-
trica (método 1:5), utilizando un conductimetro
Orion 3 Star previamente calibrado con una solu-
cion estandar de 1413 pS/cm (Semarnat, NOM-
021-RECNAT-2000; Aguilar et al., 1987).

Otro método utilizado fue mediante pastas de
saturacion de suelo al pesar 250 g de cada mues-
tra, se anadi6 agua destilada hasta quedar satu-
rado sin exceso de agua, se dejo reposar 24 h,
se obtuvo el extracto con bomba de vacio para el
analisis de alcalinidad y salinidad. El analisis de
N inorganico consistio en pesar 5 g de la muestra
de suelo, posteriormente se colocaron en matra-
ces de polietileno y se les agregé 50 ml de KCl
2N como extractante, después se agitaron duran-
te una hora y se filtraron. La mediciéon fue con
el autoanalizador AA3-Seal Analytical (www.seal-
analytical.com).

El Nitrogeno total Kjeldahl consistio en pesar
1 g de cada muestra de suelo y se colocaron en tu-
bos Kjeldahl, se les anadio 6 ml de acido sulfurico
concentrado, una pastilla para digestion Kjeldahl,
se colocaron en el digestor a 375 °C durante tres
h, luego el digestado se colocé en el destilador
por arrastre de vapor, se agregé hidroxido de so-
dio 10 N, se colecto el destilado en acido borico y
se tituld la solucion resultante con acido sulfurico
0.05 N. El analisis de fosforo Olsen consistié en
pesar 2.5 g de suelo, se colocaron en matraces de
polietileno y se les agregé 50 ml de NaCOH3 0.05
M como extractante, después se agitaron por una
horay se filtraron.

La concentracion de fosforo en el extracto fue
determinada con el método del acido ascérbico
y lectura en espectrofotometro a una longitud de
onda de 882 nm (Aguilar et al., 1987). La dosis de
aplicacion de biosolidos o tasa agronomica para
cada suelo fue calculada con base en la humedad
de los biosoélidos, el requerimiento de nitrogeno
del cultivo, el nitrogeno residual del suelo y una
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tasa de descomposicion promedio del material or-
ganico conforme experimentos previos en suelos
de la region.

La maquinaria utilizada fue una retroexcava-
dora y la esparcidora de biosolidos marca Knight
8030 Pro Twin Slinger facilitada por la JMAS.
Este equipo fue inspeccionado y calibrado para
estimar la cantidad de biosélidos a aplicar en un
area especifica de terreno (Figura 4). El traslado
de los biosolidos de la PTAR Sur a las parcelas fue
en camiones con tolvas de 6 m?, los cuales estan
sellados y fueron vigilados para evitar derrames
del material durante el traslado y asi evitar atrac-
ciéon de vectores y posibles riesgos a las perso-
nas y animales domésticos. Se utilizé un trascabo
para cargar la tolva de la esparcidora y un tractor
agricola John Deere 4440 para la aplicacion; la es-
parcidora a nivel 6 de descarga y toma de fuerza
del tractor a 1000 rpm. Inmediatamente después
de la aplicacion de biosoélidos se dio un rastreo
para incorporar los biosdlidos y evitar la atraccion
de vectores como roedores.

ANALISIS ESTADISTICO

Para detectar diferencias significativas entre los tra-
tamientos biosodlidos y control, a los datos obtenidos
tanto de las etapas fenoldgicas del algodon como de
las concentraciones de nutrientes fosforo y nitroge-
no, se realizaron analisis de varianza y pruebas de
comparacion multiple de promedios Tukey median-
te el programa SPSS version 21.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
La respuesta del cultivo en produccion de algodon
se muestra en el Cuadro 1. Ambas variables no
fueron estadisticamente diferentes (P>0.05) entre
el suelo tratado con biosolidos y el que recibio fer-
tilizante quimico (sulfato de amonio). La diferen-
cia a favor del suelo con biosdlidos fue de 489 kg/
ha de algodén en hueso y 153 kg/ha de fibra.
Otra de las respuestas fue la calidad de la fi-
bra, medida en un equipo computarizado, (HVI)
instrumento de alta velocidad (por sus siglas en
inglés). En el Cuadro 2 se indican los promedios
de longitud, uniformidad, resistencia y finura de
la fibra de algodon. Se observa que para longitud
de fibra, las diferencias fueron altamente signifi-
cativas (p<0.01) y para finura solo significativas
(p<0.05) entre los tratamientos aplicados, pero la
uniformidad de fibra y la resistencia no se afecta-
ron significativamente por los tratamientos. Con

el fertilizante quimico (sulfato de amonio) se in-
cremento la longitud y la finura, lo que indica que
existe un efecto favorable para la longitud que
alcanzo los 31.68mm; en cambio con los biosoli-
dos fueron 30.92 mm, aunque de acuerdo con las
normas internacionales las dos medidas se clasi-
fican como fibras largas, por lo tanto no existe un
diferencial en el precio del algoddén por esta ca-
racteristica. Sin embargo, la lectura del HVI para
el sulfato fue de 5.05 indices de micronaire, se
considera una fibra gruesa y puede tener un casti-
go al comercializarse, a diferencia del fertilizante
organico, el indice de micronaire de 4.93 se consi-
dera fibras medias y no se les castiga el precio por
esa caracteristica. Segtin la norma de clasificacién
de algodon (Secretaria de Economia, 2000: NMX-
A-051-SCFI1-2000), la uniformidad de las fibras se
considera muy alta por presentar porcentajes del
85.79 y 85.74 para los lodos y el sulfato. Esta carac-
teristica es tan similar que solo hay una diferencia
de 0.05%, por lo tanto, no permite detectar diferen-
cias estadisticas.

Para resistencia sucedié lo mismo que con
uniformidad, los promedios empatados: 29.21gra-
mos/tex para los biosolidos y 29.11 gramos/tex
para el fertilizante inorganico. La clasificacion de
ambas es muy resistente, considerada como ideal
para la fabricacion de prendas de vestir. El efecto
de los tratamientos en el desarrollo del algodone-
ro también fue registrado mediante el numero de
plantas en 10 m de longitud, a los 24 dias se tuvie-
ron 105 y 100 plantas en promedio para biosolidos
y el fertilizante quimico, respectivamente. En la
segunda medicion se redujo el numero de plan-
tas porque al realizar una de las escardas, el suelo
que cubrié algunas plantas y no se recuperaron,
los resultados para ambos tratamientos fueron 95
y 93 plantas. A los 194 dias después de siembra
(dds) que fue el final del ciclo agricola se conta-
bilizaron 86 plantas para el lote con biosdlidos y
87 plantas para el fertilizante. Estos promedios
no fueron diferentes significativamente (P>0.05),
lo cual confirma que los biosé6lidos no afectan el
establecimiento del cultivo y la densidad de plan-
tas. Los promedios de altura de planta para los
tratamientos evaluados a los 51, 103, 117, 145 y
194 dds, en ninguna de las etapas evaluadas de
detectaron diferencias estadisticas para los trata-
mientos aplicados, lo cual apoya la hipétesis de
que la respuesta del algodonero seria igual cuan-
do se usan los biosoélidos que fertilizantes inorga-
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Calidad de Fibra HVI
Longitud Uniformidad Resistencia Finura
(mm) (%) (gramos/tex) (i.m.)
Muestra Biosolido Sulfato Biosolido Sulfato Biosolido Sulfato Biosolido | Sulfato

1 31.17 32.00 85.20 85.30 29.60 28.60 4.74 4.72

2 32.39 31.37 85.50 87.00 30.20 28.60 4.81 5.15

3 30.40 32.51 85.60 85.90 26.80 28.50 5.18 5.09

4 31.52 31.75 87.20 83.80 28.60 28.60 5.08 5.07

5 30.81 31.88 86.10 83.60 30.00 28.20 4.87 5.15

6 30.76 31.80 85.60 84.90 29.50 27.50 5.01 5.01

7 31.57 31.60 85.00 84.00 28.30 28.60 4.91 4.98

8 30.86 32.28 87.00 86.50 30.00 32.50 4.89 5.14

9 30.84 32.05 86.70 86.30 29.50 32.10 5.00 5.08

10 30.45 30.99 85.10 84.80 27.60 29.80 4.90 5.02

11 30.07 31.22 85.60 87.30 28.60 28.30 5.04 5.11

12 30.30 31.62 85.90 86.80 29.90 30.30 4.84 4.86

13 31.47 31.06 84.40 86.90 30.30 27.60 4.97 5.13

14 30.30 31.39 86.10 87.20 30.00 28.40 4.77 5.17
Media 30.92 31.68 85.79 85.74 29.21 29.11 4.93 5.05
Desv. Est 0.64 0.45 0.79 1.32 1.07 1.53 0.12 0.13

Valor prob 0.001 0.904 0.854 0.022
Significancia * n.s. n.s. *

Cuadro 2. Calidad de fibra: longitud, uniformidad, resistencia y finura usando biosdlidos y sulfato de amonio como fuentes de
fertilizacion en algodonero durante 2014 en el Valle de Juarez, Chihuahua.
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nicos como el sulfato de amonio. Los promedios
alcanzados con biosélidos fueron de 13.86, 91.24,
105.8, 100.6 y 98.33 cm de altura de planta para los
dias indicados, respectivamente. Para el sulfato de
amonio en esos mismos dias la alturas de planta
fueron de 14.02, 90.62, 102.50, 101.3 y 101.19 cm.

Rendimiento de Algodon en hueso y fibra (kg/ha)
Rend. en hueso Rend. de fibra
8 8

g ] o 3 o

g 3 5 9 ;.

= & & & &
1 4908 7603 1988 2996
2 6063 8373 2534 3332
3 8058 7095 3255 2824
4 5844 8609 2355 3908
5 7087 5661 2884 2242
6 6247 6019 2580 2468
7 7892 6142 3007 2813
8 6920 6509 2851 2571
9 8023 7708 3289 3122
10 7909 5153 3132 2360
11 7200 5687 2988 2235
12 5888 3990 2408 1843
13 8049 5433 3381 2211
14 7826 7095 3169 2753
Media| 6994 6505 2844 2691
Del:s"t'::::: 1088 | 1310 413 536

probabili\sffil::); 0.284 0.405
Significancia n.s. n.s.

Cuadro 1. Rendimiento de algoddn en hueso y de fibra con la
aplicacion de biosdlidos como fertilizante organico y sulfato
de amonio como inorganico, 2014.

La formacion de frutos o bellotas no se afect6 en
las dos primeras muestras que se tomaron a los 103
y 117 dds, estadisticamente fueron iguales las res-
puestas para los dos tratamientos, con promedios
de 5.9 y 6.2 bellotas por planta, para biosdlidos y
sulfato, respectivamente. Los valores promedios del
numero de bellotas fueron 10 y 12 frutos para cada
tratamiento. Sin embargo, a los 145 dds las diferen-
cias fueron significativas en términos estadisticos
(P<0.05) a favor de los biosélidos con un promedio
de 22 bellotas por planta, en tanto el sulfato conta-
ba con 19.64 bellotas. Al momento de la cosecha
las diferencias fueron altamente significativas, a fa-
vor del fertilizante inorganico con 5.19 bellotas por
planta, superando en mas del 100% a los biosolidos;
esta no es una caracteristica deseable al momento
de la cosecha, ya que representa un alto porcenta-
je de frutos que no se pueden cosechar, obligando
a un segundo paso de maquinaria para recolectar
capullos, elevando los costos de produccion. Estos
resultados coinciden con investigaciones en la re-
gion para biosolidos estabilizados con cal (Figueroa
et al., 2008; Flores et al., 2010 y Flores y Méndez,
2013), asi como los estudios de largo plazo reporta-
dos por Cogger et al., (2001).

Con respecto al total de frutos y el porcentaje de
precocidad, los promedios de capullos cosechados
en el lote con biosdlidos fue 12.81 y los del sulfato de
amonio fue 13.86, al compararlos con la prueba de ¢
resultaron estadisticamente iguales, por lo tanto no
hay un efecto de los tratamientos en la expresion de
esta variable. En cambio para total de frutos las dife-
rencias fueron altamente significativas (p< 0.01) con
una ventaja del fertilizante inorganico 19.05 frutos,
sobre los biosdlidos con 15.26 frutos. En el porcen-
taje de precocidad fue mayor con los biosolidos con
84.98%, a pesar de que logro menos frutos que el
testigo. Este alto porcentaje es muy favorable para
el productor de algodon porque en una cosecha se
obtiene casi el total de la produccion, lo cual coin-
cide con los hallazgos de Figueroa et al., (2008) en
suelos similares.

El indice relativo de clorofila fue registrado
como indicador de la intensidad del color verde de
las hojas y absorcion de nitrogeno por las plantas de
algodonero, a los 145 dds se registré este indice en
los dos tratamientos. Se utilizé el equipo de medi-
cion de clorofila CM 1000; los promedios de indice
fueron 498.93 para el lote con biosoélidos y de 491.93
para el sulfato de amonio, los cuales no reflejaron
diferencias estadisticas (P<0.05), es decir los dos
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tratamientos produjeron efecto similar en la canti-
dad de clorofila de las plantas.

El rendimiento de la planta de algodén esta
integrado por el peso de los capullos, el indice de
semilla y el porcentaje de fibra. Se encontroé que el
promedio de peso de capullos e indice de semilla
las diferencias fueron significativas en términos
estadisticos (P<0.05), los promedios mas altos se
presentaron con el fertilizante inorganico, lo que
demuestra que estas dos variables son afectadas
de manera positiva por el fertilizante. EI prome-
dio de peso de capullo fue de 5.82 gy 10.33 g de
indice de semilla, en cambio para biosélidos los
pesos respectivos fueron de 5.63 gy 9.87 g. Los
porcentajes de fibra promedio de 40.70% y 41.54%
no fueron diferentes significativamente (P<0.05).

ANALISIS ECONOMICO ,

DE LA PRODUCCION DE ALGODON
MEDIANTE LA APLICACION

DE BIOSOLIDOS

Para realizar este analisis se considero la produc-
cién comercial de las dos parcelas. La cosecha
se realizd mecanicamente el 25 de noviembre de
2014 y antes de ser despepitados los capullos se
determiné la produccién de algoddén en hueso de
cada tratamiento. En la Figura 5 se observan los
rendimientos comerciales de 6127 kg/ha para el
fertilizante inorganico (control) y 6071 kg/ha para
los biosélidos. La diferencia de 56 kg de algodon a
favor del fertilizante, indica que practicamente se
logra el mismo rendimiento. Sin embargo la dife-
rencia real se considera en los costos de produc-
cion de ambos tratamientos. Dado que el manejo
del cultivo fue similar los costos que se consideran
para el analisis economico son los del Cuadro 3. El
costo de aplicacion y el rastreo para incorporar los
biosélidos en el suelo fue $1000 pesos; el costo del
fertilizante y las dos aplicaciones de este fue $4260
pesos, lo que resulta en un ahorro de $3260 pesos
cuando se aplican los biosolidos. Por otro lado, si
se consideran los precios de venta de 11.749 pesos
por kilogramo de algodoén (SIAP 2014), los 56 kg
de diferencia a favor del sulfato de amonio dan una
utilidad de $657.94 pesos. Por esto la ganancia o
el ahorro por el uso de biosélidos fue de $2602.06
pesos por hectarea. Obteniéndose de manera adi-
cional algunas ventajas con el uso de estos lodos
en terrenos agricolas.

6127 6071

Testigo c/Fert Biosolidos

Tratamiento

Figura 5. Rendimiento comercial de algoddn en hueso para
los tratamientos de biosdlidos y control (fertilizante inorgani-
co) en el Valle de Juarez, Chihuahua.

Actividad Biosdlidos | Sulfato.
Aplicacion 500 0
Rastreo 500 0
Fertilizante 800 kg 0 3260
Aplicaciones (dos) 0 1000
Total 1000 4260
Produccion de algoddn
(kg/ha) 6071 6127
Venta de algodon
($11.746/kq) 71328.18 71986.12
Ahorro o ganancia / ha 2602.06 0

Cuadro 3. Andlisis econémico en el experimento de biosdli-
dos y sulfato de amonio como fuentes de fertilizacion durante
2014 en el Valle de Juarez, Chihuahua.
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EFECTO DE LOS BIOS(,)LI,DOS EN

LAS CARACTERISTICAS FISICAS

Y QUIMICAS DEL SUELO

La textura es una propiedad fisica del suelo que con
el rango de dosis agronémica de biosolidos utiliza-
das en este proyecto no causan cambios en los por-
centajes de limo, arena o arcilla en un ciclo agricola.
Sin embargo a varios ciclos de aplicacion de bioso-
lidos si deberia monitorearse el analisis granulomé-
trico del suelo. Los biosolidos en suelos arenosos
mejoran la retencion de aguay la fertilidad del suelo
por la aportacion de materia organica, mientras que
en suelos arcillosos mejoran la labranza y la fertili-
dad (Cogger et al., 2001; Flores et al., 2010). El Cua-
dro 4 muestra que la textura del suelo fue predomi-
nantemente franco arcilloso a las profundidades de
0a30y30a60cm.

() ()
D 17 3

Q Q 1] 1] (7}

- - 1 1 IT] ;
c ou) ou) .Q .Q ql) 1
o) 1 1 e} e} < Q
0 5 5| 2 2e | ¢ D £
2 o E ] = £ = 0 cE w s
5 o r =) o r =) o r =)
a ()] Qo ()] Qo (&Y=} Qo
[} <°? <o <°? <o <°? g4
[a] 20 200 20 200 20 20
o=
o2
o0 o o o o o o
"o re} re} re} re} re} re}
[
a2
o} © © © © © ©
5% ™~ ™~ ™~ ™~ ™~ ™~
oS o} < o N~ o oo}
< ™ ) eV ) ® eV
S < < < < < <
=3 Y Q Y Q Q Q
o N~ o o o — —
< ) ™ eV ® < ™
—
X
S o o o o o o
= o) o) o) S o) o)

N~ [ep) — Al [e0] (@]
£ N ™ < ™ X <
|
o8| 53| 3| 63| &3 ? S5 3
e3| cs|c8flcs| el & |¢e8
o3 © o © o © o © o e © o
[ W < W < W < L < < L <

Cuadro 4. Andlisis de textura de suelo del rancho Universita-
rio UACJ en Praxedis G Gro., Chihuahua.

El andlisis de conductividad eléctrica (C.E.)

que permite determinar la salinidad del suelo de
los tratamientos evaluados. El suelo en la parcela
del Rancho Universitario UAC] present6 una C.E.
mayor que 4.0 dS/m en el control (tratamiento con
fertilizante quimico) y es clasificado como salino,
mientras que en el suelo tratado con biosélidos la
C.E. disminuy6 de 4.0 dS/m en ambas profundida-
des. En esta parte del estudio se incluy¢ el analisis
de suelo de otro lote donde se aplic6 biosoélidos con
fines de comparacion con texturas diferentes. Esta
fue la parcela del ejido San Isidro también cultivada
con algodonero, en este caso también la salinidad
disminuy6 en el perfil 30 a 60 cm en el tratamiento
con biosolidos, mientras que en la profundidad 0
a 30 cm no se observé efecto en esta variable (Fi-
gura 6). También se observa que la salinidad fue
mayor en la profundidad 30 a 60 cm en el control
de ambos sitios. El analisis de varianza realizado
para detectar diferencias significativas en la C.E.
del suelo entre sitios, entre tratamientos de cada
sitio y entre profundidades de cada tratamiento, in-
dico que si hay diferencia significativa entre sitios
(p<0.1) con un valor de Pr>F de 0.0602, pero entre
tratamientos y profundidades no se encontraron
diferencias significativas con valores de Pr>F de
0.1789 y 0.4662, respectivamente.

El pH del suelo en promedio no vario significa-
tivamente y se observo entre 7.8 y 8.4 para las dos
parcelas y las dos profundidades (Figura 7). Entre
sitios se observd diferencias significativas para el
pH del suelo (p<0.1) con un valor de Pr>F = 0.056,
pero entre tratamientos y profundidades no exis-
ten diferencias significativas teniendo un valor de
Pr>F de 0.2564 y 0.6282, respectivamente.

B control W biosélido

0-30 30-60 0-30 30-60

San Isidro UAC)

profundidad de suelo (cm)
Figura 6. Promedios de conductividad eléctrica del suelo para
los distintos sitios, profundidades y tratamientos evaluados.
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Econtrol  ®biosélido

ds/m
O=2NWHAOO N

conductividad electrica

0-30 30-60 0-30 30-60
UACJ

Sanlsidro 1 ofindidad e suelo (cm)

Figura 7. Promedios de pH del suelo para cada uno de los
sitios, tratamientos y profundidades.

El analisis del contenido de N inorganico del
suelo realizado para la parcela del rancho universi-
tario muestra una diferencia que favorece al trata-
miento control (fertilizante) en los meses de agos-
to y septiembre, sin embargo al final el biosolidos
aporto una mayor concentracion de N-NO, en la
profundidad de 0 a 30 cm con una suma de 72 mk/
kg (Cuadro 5). Para la profundidad de 30-60 cm
solo se realizaron mediciones al inicio y al final del
experimento dando como resultado que el control
tuvo ligeramente mayor concentracion de N inor-
ganico (Cuadro 6).

Fecha Control Biosdlidos
Marzo 2014 6.10 6.10
Julio 2014 36.51 27.90
Agosto 2014 20.45 26.53
sepzt;;’;'bre 12.81 4.83
Enero 2015 4.37 8.25

Cuadro 5. Promedios de las concentraciones de N-NO, (mg/
Kg) del suelo por cada mes en la profundidad de 0 a 30 cm
en el rancho universitario, Praxedis.

Fecha Control Biosolidos
Marzo 2014 2.19 2.19
Enero 2015 2.76 2.55

Cuadro 6. Promedios de concentracion de N-NO, (mg/kg)
a diferentes fechas en el Rancho Universitario UACJ a una
profundidad de 30-60 cm.

Los promedios de N inorganico entre los si-
tios, los tratamientos de cada sitio y las profundi-
dades de cada tratamiento en los diferentes sitios
se muestran en la Figura 8. El analisis de varian-
za indico diferencias significativas de concentra-
ciones de nitratos entre los sitios, entre los trat-
amientos de cada sitio y entre las profundidades
de cada tratamiento. El resultado fue que entre
sitios no existen diferencias significativas con un
valor de Pr>F de 0.8847, entre tratamientos tam-
poco existen diferencias con un valor de Pr>F de
0.0658, sin embargo entre profundidades de suelo
si existen diferencias significativas (p<0.05) con un
valor de Pr>F =0.0213, es decir este valor P resulto
menor que un nivel de significancia de 0.05.

Hcontrol  ®biosdlido

Cl

X

<

g) 5 ﬁ
0

0-30 30-60 0-30 30-60

-5 San Isidro UACJ
profundidades de suelo

concentraciones de N inorganico

Figura 8. Comparacion de las concentraciones de N inorga-
nico del suelo de los dos sitios, de los diferentes tratamientos
y entre las profundidades.
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El analisis de las concentraciones de fosforo
del Rancho Universitario para distintos meses
muestra una curva descendente para el tratami-
ento control (fertilizante) y una ascendente para
el tratamiento con biosolidos (Figura 9) para la
profundidad de 0-30 cm. Para la profundidad de
30-60 cm se muestran los resultados en la Cuadro
7. En total, se muestran en la Figura 10 las con-
centraciones de P inorganico promedio para los
dos sitios, los distintos tratamientos y las distintas
profundidades de suelo.

] =@ Control Biosdlido

i 2571
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2 marzo julie agosto septiembre enero

fechas

Figura 9. Concentraciones de P inorganico para los dos tra-
tamientos en el Rancho Universitario a una profundidad de
0-30 cm.

Fecha Control Biosolidos
Marzo 2014 13.69 13.69
Enero 2015 77.734 5.15

Cuadro 7. Medias de las concentraciones de fésforo (mg/Kg)
inorganico para el rancho universitario en una profundidad de
30-60 cm.

Hcontrol Bbiosdlido

0-30 30-60 0-30 30-60
San Isidro UACJ

concentraciones de P inorganico
(mg/kg)
Fy
o

profundidades de suelo

Figura 10. Concentraciones promedio de P inorganico de
cada sitio, tratamiento y profundidad.

Se realiz6 un analisis de varianza para detect-
ar si existen diferencias significativas entre sitios,
entre tratamientos de cada sitio y entre las profun-
didades de cada tratamiento para la concentraciéon
de fosforo. Se encontré que existen diferencias
significativas (p>0.05) entre sitios y entre profun-
didades de cada tratamiento con valores de Pr>F
de 0.0001 y 0.0309, respectivamente, y no se en-
contraron diferencias significativas entre tratami-
entos con un valor Pr>F de 0.4784. En el caso de
la parcela del Rancho Universitario en promedio
el tratamiento de biosélidos aporté mas nitréogeno
total que el tratamiento control para la profundi-
dad de 0-30 cm y en la profundidad de 30-60 cm
no hubo diferencias significativas (Figura 11). El
analisis de varianza sobre las concentraciones de
NTK entre sitios, tratamientos y profundidades,
resulto en que solo hubo diferencias significativas
(p<0.05) entre las profundidades de cada tratami-
ento con un valor de Pr>F de 0.0362. El valor Pr>F
para sitios y tratamientos respectivamente fue de
0.2456 y 0.6768, respectivamente.

OControl MBiosolido

1400 1
1200 A

NTK (mg/
& o oo
o o (=]
o o o

200 A1

0a30 30a60

Figura 11. Promedios de las concentraciones de nitrégeno
total en mg/kg para los tratamientos en dos profundidades
de suelo.
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CONCLUSIONES

La produccion de algodon no fue estadisticamente
diferente entre el suelo tratado con biosoélidos y el
control con fertilizante quimico. La calidad de fibra
en los parametros de longitud y finura se incremen-
to con el fertilizante sulfato de amonio. El indice re-
lativo de clorofila, el nimero de plantas y su altura
no varié significativamente entre ambos tratamien-
tos. La formacion de frutos o bellotas no se afecto,
asi como el total de frutos, pero el porcentaje de
precocidad fue mayor en el suelo con biosdlidos. El
analisis econdmico reflejé un ahorro de 3260 pesos
en el costo de produccién de algodonero cuando se
aplican los biosolidos. Las propiedades fisicas del
suelo no se modificaron significativamente con la
aplicacion en dosis agrondémica de biosdlidos, pero
si en nutrientes como el contenido de fosforo y ni-
trogeno total.
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RESUMEN

La ingenieria tisular con la regeneracion de 6rganos busca sustituir funciones bioldgicas al utilizar ma-
trices y células autologas, el objetivo del proyecto es obtener un injerto traqueal. Se utilizaron dos métodos
para descelularizar traqueas, obtenidas de cerdos sacrificados con otro propdsito, las matrices se esterili-
zaron y almacenaron a -80°C hasta el proceso de regeneracion. Se descongelaron y se implantaron en el
epiplon de la cavidad abdominal de tres cerdos Yorkshire recibiendo diferente matriz. Después de 15y 8
dias se obtuvo el tejido para su evaluacion. Las matrices mostraron diferentes caracteristicas macroscopicas
en relacion al control, a la evaluacion mecanica no hubo diferencias significativas. En la evaluacion histolé-
gica las matrices no presentaron epitelio y glandulas, en ambas se encontraron condrocitos residuales en el
cartilago. En la traquea nativa criopreservada se encontro epitelio y la arquitectura y condrocitos estaban
integros. Los tejidos regenerados presentaron revascularizacion, neoformacion y alteraciones mecanicas.
Todos los animales sobrevivieron al experimento. Se obtuvo un injerto utilizando una matriz bioldgica rege-
nerando el tejido en el epiplon abdominal, como una opcidn sencilla, factible y econémica. Las alteraciones
mecanicas del injerto se deben probablemente al tratamiento drastico en la descelularizacion, criopreserva-
cion o a la falta de fuerzas de cizallamiento.

Palabras clave: Matrices bioldgicas, ingenieria tisular, injerto, traquea
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INTRODUCCION

Se han realizado multiples intentos para obtener
injertos traqueales adecuados para trasplante,
la dificultad en la disponibilidad del 6rgano ha
llevado a probar otros tratamientos,?® como la
generacion de organos funcionales por bioinge-
nieria.**%” El1 objetivo de este proyecto es desa-
rrollar los métodos para obtener matrices biolo-
gicas traqueales, para su posterior regeneracion
y utilizaciéon como injertos en cerdos.® Consiste
en obtener tejido traqueal de un donador, desce-
lularizarlo y contar con una matriz soporte para
las células del receptor y lograr su regeneracion
como la reepitelializacion y revascularizacion
del tejido para su implante.*!° El injerto ideal de
traquea debe contar con las caracteristicas me-
canicas como rigidez, flexibilidad e integridad
para que no colapse durante la inspiracion,!! no
inmunogénico para evitar el rechazo, no toxico,
y debe contar con vasculatura y epitelio cilindri-
co ciliado que lo hace resistente a la colonizacién
bacteriana y garantiza su permanencia. Para ello
se debe tener una matriz adecuada que funcione
como soporte para las células del receptor que
permita la adhesion celular, el crecimiento y la
diferenciacion.'>'* Pueden ser biologicas de un
donador de la misma especie (alogénicas) de un
donador de diferente especie, (xenogénicas), sin-
téticas o combinadas.’>6 Un factor importante en
la regeneracion del tejido es el biorreactor como
dispositivo para contener la matriz, células y mo-
léculas necesarias para permitir su interaccion en
las condiciones ideales para la regeneracion del
tejido.'” Este ambiente de cultivo debe ser dina-
mico, controlable y reproducible. Es esencial para
la distribucion de las células el suministro de nu-
trientes y eliminacién de desechos apoyando la
actividad metabdlica y la diferenciacion. También
provee de fuerzas hidrodinamicas de tension y
cizallamiento para promover el desarrollo del te-
jido, la angiogénesis y la funcidn ciliar, sin olvidar
la esterilidad.!®"

MATERIAL Y METODOS

Diseiio del estudio

El experimento se llevo a cabo bajo la Norma Ofi-
cial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 para el cuidado
de los animales y con la aprobacion del Comité de
Bioética del Instituto de Ciencias Biomédicas de la
Universidad Auténoma de Ciudad Juarez. Para la
obtencion de las matrices biologicas, seis traqueas

fueron sometidas a los métodos para la descelula-
rizacion con triton y desoxicolato y dos traqueas
se criopreservaron como nativas. Todas fueron
esterilizadas y almacenadas a -80°C hasta el pro-
ceso de regeneracion. Para ello se descongelaron
dos matrices descelularizadas y una traquea nati-
va, sé tom6 una muestra para su analisis y fueron
implantadas en la cavidad abdominal rodeadas con
epiplon de tres cerdos Yorkshire, para su regene-
racion. En cada animal se colocé diferente matriz
una traquea desceluarizada con tritén, otra con
desoxicolato y una traquea nativa criopreservada,
después de 15 y 8 dias se obtuvo el tejido para su
evaluacion mecanica e histologica, una traquea na-
tiva se utilizé como control.

Obtencion de matrices

Se obtuvieron 8 traqueas de cerdos sacrificados con
otros propositos, se limpiaron retirando otros teji-
dos y se lavaron seis veces con tampon fosfato sali-
no (PBS) y antibiotico (moxifloxacino, Avelox, Ba-
yer Sol 400mg/250mL L.V lote BXG8Z21 oct 2015 ),
en esta misma solucion se almacenaron a 4°C hasta
iniciar los procesos para la descelularizacion. 2 tra-
queas se mantuvieron en criopreservacion a -80°C
hasta su utilizacion.'®

Método descelularizacion con Triton X-100

3 traqueas se colocaron en una solucién de hi-
dréxido amoénico con Triton X-100 colocandolo
en agitacion durante 72 horas a 4°C para solubili-
zar los componentes citoplasmaticos y nucleares.
A continuacién, se lavaron las traqueas 10 veces
con agua destilada y se almacenaron cada una a
4°C en PBS, y moxifloxacino (Avelox, Bayer Sol
400mg/250mL 1.V lote BXG8Z21 oct 2015) hasta
su esterilizacion.?

Método descelularizacion con desoxicolato de sodio

A un fragmento de 6 cm de traquea se aplicaron 8
ciclos de la decelularizacion cada 48 horas por 4 ho-
ras, colocandola en un recipiente con desoxicolato
sodico (sigma lot 61K0110) en NaCl al 0.9 % por 4
hrs en agitacion a temperatura ambiente, después
se tomo el tejido y se colocd en un recipiente con
agua destilada, se agitdé por 5 min, cambiando el
agua destilada repitiendo el proceso 7 veces y se
deja en PBS y antibiotico (moxifloxacino) en un re-
cipiente plastico hermético a 4°C por 48 horas hasta
el siguiente ciclo. Al finalizar el octavo se procedio a
la esterilizacion.®!4
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Esterilizacion

Las traqueas decelularizadas y las nativas criopre-
servadas se colocaron en bolsas estériles indivi-
duales, plasticas herméticas, utilizando una cama-
ra de flujo en condiciones estériles, se rotularon y
posteriormente se expusieron a rayos UV por 30
minutos después de lo cual se almacenaron a-80°C
hasta su utilizacion.?-?

Regeneracion del tejido traqueal
Se utilizaron tres cerdos Yorkshire asignados al

azar para recibir cada uno un implante diferente
(Tabla 1).

Traqueas Animales | Sexo Peso Edad
'II:',r?ts()cneluIarizaﬂa Ygrirs?w(i)re M 238kg metes
gz:zi:glc::tz: - Ygrirsci:i)re M 85kg me5ses
2:ﬂ;?eservada Ygrirs(?w(i)re H 81.2kg metes

Tabla1 Animales de experimentacion.

Cada cerdo recibié una matriz diferente, la
traquea descelularizada con triton permanecié 15
dias, y la descelularizada con desoxicolato y la nati-
va criopreservada 8 dias.

Las matrices y la traquea nativa criopreservada
fueron descongeladas 12 horas a 4°C antes del pro-
cedimiento, se lavaron con solucion fisiologica y
se realizo la evaluacion de las propiedades mecani-
cas. Se tomd una muestra para su analisis histologi-
co antes de su implantacion. Los animales fueron
premedicados con ketamina (Anesket, PiSA), y
Clorohidrato de xilacina (Rompun, Bayer) LM y
canalizados con solucién Hartman (500 mL). Se
anestesiaron con propofol (Recofol 200mg/20 mL
PiSA), para iniciar la cirugia con asepsia y antisep-
sia, colocando campos, procediendo a realizar in-
cision abdominal hasta llegar a la cavidad abdomi-
nal exponiendo el epiplon donde se envolvieron las
matrices y la traquea nativa criopreservada fijan-

dolas con puntos en la pared, se continua cerrando
la pared por planos. Todos los cerdos se recupera-
ron adecuadamente y recibieron antibiotico, mox-
ifloxacino intramuscular (Avelox sol 400 mg amp
250 mL, Bayer lot BX68221 oct 2015) prednisona
cada 12 hrs via oral (Meticorten tab 5 mg, Scher-
ing-Plough), y analgésico carprofeno 5% intramus-
cular cada 24 horas por dos dias (Centrovet, 100
mL/5g, Ehlinger) y caprofeno via oral cada 24 hrs
(Carprobay 50 mg Bayer) hasta su siguiente pro-
cedimiento y fueron examinados diariamente, sin
presentar ningun dato de inflamacion o infeccion
presentando buenas condiciones generales. La
matriz descelularizada con triton permanecio 15
dias y la matriz descelularizada con desoxicolato
y nativa criopreservada 8 dias, posteriormente se
procedio a realizar el mismo procedimiento quirur-
gico para la obtencion de los tejidos regenerados y
realizar la evaluacién mecanica e histolégica. To-
dos los animales sobrevivieron al experimento y
no mostraron datos de inflamacion o infeccion.!%%

ANALISIS MECANICO

E HISTOLOGICO

Se realiz6 la evaluacion mecanica de las matrices,
de la traquea nativa criopreservada y de la traquea
nativa fresca como control asi como de los tejidos
regenerados. Los parametros fueron rigidez, flexi-
bilidad y recuperacion de su forma original. Eva-
luando manualmente el porcentaje en la disminu-
cién de la luz traqueal al comprimirla sin forzarla,
en una escala en donde el 0% refleja el lumen cerra-
do y el 100% totalmente abierto. La capacidad de
flexion del tejido se determiné iniciando a partir de
180° hasta 10°. Después de la compresion se libera
el tejido y se valora en porcentaje la recuperacion
de la conformacidn original, si es total es del 100%.
Las caracteristicas macroscopicas que se registra-
ron fueron, la luz traqueal, la superficie externa,
la presencia de necrosis, los vasos sanguineos, re-
modelacion, neoformacion e integracion del tejido
sobre las matrices. Para el estudio histoldogico mi-
croscopico se tomaron muestras de cada tejido an-
tes y después del proceso de regeneracion, se fija-
ron en formalina y se embebieron en parafina para
realizar los cortes y laminillas tinendo con eosina y
hematoxilina. El analisis se realizara en microsco-
pio optico evaluando la presencia de epitelio, con-
drocitos en cartilago, arquitectura, fibrosis, vasos
sanguineos, remodelacion, e inflamacion asi como
neoformacion e integracion de tejido a la matriz.*
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RESULTADOS

Matrices traqueales

El proceso de descelularizacion con triton dur6 72
horas y con desoxicolato 24 dias (8 ciclos cada 48
horas por 4 horas) morfolégicamente presentaron
aspecto blanco translicido y la nativa criopreserva-
da un color rosado (Figura 1).

e

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas de las matrices
traqueales (A) Traquea nativa, (B) Matriz descelularizada con
triton (C) Matriz descelularizada con desoxicolato (D) Traquea
nativa criopreservada

Las matrices no mostraron diferencias sig-
nificativas en la evaluacion de las propiedades
mecanicas, como en la capacidad de rigidez flex-
ibilidad y configuracion en comparaciéon con la
traquea control (Tabla 2).

6.5 8
3 g§8®
@ < S = 5%
o R =5 282
2 ) 219 = S
g 5 O x % € o £
© O o 2 2 () e =
(S 2 ol ote
Nativa 80% 140° 100%
D lulari
Tr?tsécne ularizada 60% 1200 75%
Desce!ularlzada 20% 1200 80%
Desoxicolato
Nativa 75% 1300 100%
Criopreservada

Tabla 2 Evaluacion de las propiedades mecanicas de las ma-
trices.

El termino nativa representa la traquea natural
no tratada y aporta los valores control. La rigidez
disminuy6 (>80%) o aumenté (<80%). La flexibili-
dad es mayor al disminuir el angulo al flexionar la
traquea (>140°) y viceversa. Si el tejido recupera
su configuracioén original totalmente después de la
presion el valor es del 100%.

En la evaluacion histologica las matrices no
presentaron epitelio y glandulas. En ambas se en-
contraron condrocitos residuales en el cartilago.
En la traquea nativa criopreservada se encontro
epitelio y la arquitectura y condrocitos estaban in-
tegros (Figura 2).

T

Figura 2. Evaluacion histoldgica de las matrices. Cortes histo-
I6gicos transversales de las matrices traqueales, (objetivo 10x)
tincion con eosina y hematoxilina. (A) Traquea nativa, arquitec-
tura normal con epitelio cilindrico ciliado pseudoestratificado,
(B) Matriz descelularizada con tritdn, no hay presencia de epi-
telio no hay presencia de nucleos en la submucosa y muscular,
cartilago conservado (C) Matriz descelularizada con desoxico-
lato, no hay presencia de epitelio ni células en submucosa y
muscular, cartilago normal (D) Traquea nativa criopreservada
con presencia de epitelio, submucosa y cartilago sin alteracio-
nes, solo se observa un ligero infiltrado inflamatorio.
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EVALUACION IN VIVO

Todos los animales que recibieron la implantacion
de las matrices y de la traquea nativa criopreservada
sobrevivieron al experimento y no mostraron datos
de inflamacién, infeccién o deterioro en su salud.

Evaluacion morfologica

y mecanica del tejido

traqueal regenerado

Las matrices y la traquea nativa criopreservada
sometidas al proceso de regeneraciéon mostraron
evidencias macroscopicas de revascularizacion en
la superficie externa y neoformacion de tejido bien
integrado en la superficie interna. No mostraban
datos de necrosis (Figura 3).

Figura 3. Evaluacion morfoldgica del tejido traqueal
regenerado(A) traquea nativa (B) Matriz descelularizada con
triton, (C) Matriz descelularizada con desoxicolato, (D) Tra-
quea nativa criopreservada

No se presentaron datos de infeccion. Todas
conservaron la luz con reduccion en su diametro ya
que el espesor total de la pared era mayor al de una
traquea nativa (Figura 4).

Figura 4. Evaluacion de la luz traqueal en los tejidos
regenerados(A) Traquea nativa, (B) Matriz descelularizada con
triton, (C) Matrz descelularizada con desoxicolato, (D) Tra-
quea nativa criopreservada.

A la Evaluacion de las propiedades mecanicas, la
matriz después de 15 dias de regeneracion se deform-
aba facilmente a la presion mecanica en comparacion
con las que permanecieron 8 dias, las cuales dem-
ostraron ser mas rigidas. Después de la compresion
y flexion solo la traquea nativa criopreservada volvia
parcialmente a su forma original (Tabla 3).

S 5 E
, 8% | 5 _|e82
Traquea o5 N £ = | 338 6
Q & o 9 ‘8 0 Do g
€ 0 =] =% | €3 €
(T =) o8 (D) G o =
- 2 c 2 rLE | oL
Nativa 0 80% 1400 100%
Descelularizada | . | 250 | 300 5%
Triton
Descelulefrlzada 8 dias 30% 500 50%
Desoxicolato
. Nativa | o s | s0% | 9o 75%
Criopreservada

Tabla 3 Evaluacion de las propiedades mecanicas del tejido
regenerado.
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La traquea nativa representa los valores control.
De acuerdo al tiempo de regeneracion fueron eval-
uadas la rigidez, un valor menor de 80% indica que
disminuy6. La flexibilidad es mayor al disminuir
el angulo y flexionar la traquea (>140°). Si el tejido
recupera su configuracion original después de la
presion el valor es del 100%.

DISCUSION

Los procesos para obtener las matrices fueron efi-
cientes. La eliminacion de células como el epite-
lio redujo su inmuogenicidad, conservandose mi-
croscopicamente la arquitectura del tejido y en la
evaluacion de las caracteristicas mecanicas ambas
presentaron similitud a la traquea nativa. +* Se pro-
b6 el método detergente enzimatico ya que otros
autores presentan evidencias de su utilidad para
generar matrices que pueden estimular iz vivo el
crecimiento de células y la formacion de matriz
extracelular para la neoformaciéon de tejido y ser
utilizada como injerto.102326

Como resultado preliminar se logro la regener-
acion de los tejidos en el epiplon de los cerdos ya
que aportaron los elementos indispensables para
contener las matrices traqueales, como la interac-
cion con células madre por ser un tejido adiposo y
moléculas en un medio dinamico, controlable y re-
producible asi como esterilidad por estar protegido
por el sistema inmunoldgico con ayuda del antibioti-
co sistémico administrado.?”?* Es un sistema her-
mético y permite el suministro de nutrientes, elimi-
nacion de desechos y apoya la actividad metabolica
por su gran vascularizacion.**

El tejido regenerado para cumplir con los req-
uisitos de un injerto debe tener las caracteristicas
de rigidez, flexibilidad y vascularizacion parecidas
a la traquea nativa asi como la presencia de epitelio
respiratorio.’ Los tejidos que fueron regenerados
presentaban aparentemente neoformacion, inte-
gracion y vascularizacion independientemente del
tiempo que permanecieron en el biorreactor 15 u 8
dias, sin embargo sus caracteristicas mecanicas no
eran adecuadas. Las alteraciones se debieron proba-
blemente a un tratamiento drastico en la descelular-
izacion de las matrices, a la criopreservacién o a la
falta de fuerzas de tension y cizallamiento durante el
proceso.’! Es necesario un estudio histologico com-
parativo entre las matrices y los tejidos regenera-
dos, resultados que se reportaran en una siguiente
etapa, y en posteriores experimentos se tendran
que resolver los problemas que llevaron a las altera-

ciones en las caracteristicas estructurales del tejido
al proveer de las fuerzas de tension y cizallamiento
o reforzando las matrices antes de su regeneracion.
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Conclusiones.

Bibliografia. Las referencias bibliografi-
cas deben asentarse de la forma con-
vencionalmente establecida en espa-
nol, indicando éstas en el cuerpo del
texto con los apellidos del primer autor
y ano de publicacion entre paréntesis,
y los datos bibliograficos al final del es-
crito. La bibliografia se presenta al final
del articulo por orden alfabético.

Distribuir los datos de las referencias bi-
bliograficas de la siguiente manera:

Referencia de libro:

Apellidos, nombre del autor. Titulo del
libro. Ciudad y Pais, Editorial. Numero
de paginas totales, ano.

Ejemplo:

Foucalt, Michael. Las palabras y las co-
sas. México: Siglo XXI. Pp. 30-45. 1984.

Referencia de capitulo libro:
Apellidos, nombre del autor. Titulo del
capitulo. In: Apellido e iniciales del edi-
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tor (ed.). Titulo del libro. Ciudad y Pais,
Editorial. Paginas del capitulo, afio.
Ejemplo:

Levine, F. Economic perspectives on
the Comanchero trade. In: Spielmann
CA (ed.). Farmers, hunters and colo-
nists. Tucson, AZ: The University of
Arizona Press. 155-169, 1991.

Referencia de revista:

Apellido(s) del autor, inicial(es); otros
autores. (ano). “Titulo del articulo”.
Nombre de la revista, volumen, paginas.
El titulo del a revista debe abreviarse
segun el Index Medicus journal abbre-
viations:

http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html

Ejemplos:

Sagara, Y., Fernandez-Belda, F., de
Meis, L. e Inesi, G. (1992). “Characteri-
zation of the inhi-bition of intracellular
Ca2+ transport ATPases by thapsigar-
gin”. J. Biol. Chem., 267, 12606-12613.

Rivas-Caceres, R. (1999). Médanos de
Samalayuca. Un urgente reclamo, una

estrategia emergente. Ciencia en la
Frontera, 1, 29-32.

Articulo de Sintesis de Investigacion (re-
vision)

Introduccion.- Se sugiere exponer enfatica-
mente la relevancia del tema de la Revision
dentro de un area del conocimiento.

Desarrollo del tema y subtemas.

Perspectivas.- Analizar la sintesis expuesta con
el planteamiento de los posibles descubri-
mientos 6 desarrollos dentro del area, e im-
plicaciones de indole terapeutica, industrial,
o de impacto social.

Bibliografia. Conforme se ha expuesto para
los articulos de investigacion original.

El manuscrito debe remitirse en formato de
“Word”; la tipografia Arial de 12 puntos, con 1.5
de espacio entre renglones. La extension del tra-
bajo debera ser maximo de 30 cuartillas de texto.

Las ilustraciones, cuadros y fotografias, de-
beran referirse dentro del texto, enumerandose
en el orden que se citan en el mismo, e indicar
el programa de computo en el que estan elabora-
dos. Los cuadros deben separarse del texto del
articulo y colocarse en un listado después de la
bibliografia. Los pies de figura deberan ser ex-
plicitos sin necesidad de leer el texto principal,
deberan incluirse en un listado después de los
cuadros. Los archivos de fotografias e ilustracio-
nes deben enviarse aparte, indicando el titulo del
trabajo y la secuencia (Figural, Figura 2, etc).
Los archivos de figuras e ilustraciones deben ser
menores a 2 MB.
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Normas de publicacion
para los autores

El comité editorial de Ciencia en la frontera:
revista de ciencia y tecnologia de la UAC], recibe
propuestas de articulos sobre topicos de Ciencia
en General para su publicacion bajo dos modali-
dades: articulos de investigacion y articulos sin-
tesis de investigacion (Revisiones). Las normas
establecidas para la publicaciéon son las siguien-
tes:

1. Los trabajos deberan ser de calidad cienti-
fica e inéditos.

2. Una vez publicado el articulo, los derechos
de autor pasan a la UAC].

3. Los articulos pueden ser articulos de in-
vestigacion original y revisiones, los cuales de-
beran referirse a las areas de ciencias naturales
y exactas, ajustandose al dictamen del Comité
Editorial, el que evalua la calidad de su conteni-
do cientifico y decide sobre la pertinencia de su
publicacién.

4. Los trabajos pueden ser enviados para su
publicacion en el idioma inglés o el espaiiol. Los
articulos deberan incluir resumen en espaiol se-
guido de uno en inglés (y viceversa).

5. Los trabajos deben ajustarse al siguiente
formato:

Titulo del trabajo, breve y conciso, menor a
120 caracteres (incluyendo espacios).

Un resumen del contenido en espafol de 150
palabras como maximo, y un abstract en in-
glés.

Nombre de los autores.

Adscripcion de todos los autores.

La institucion de adscripcion de los autores
participantes debera incluirse como un pie
de pagina, comenzando con el numero 1.

Ejem. Ramirez, J. L.! y Martinez, R.2

! Universidad de Puebla, México.
2 Universidad de Santiago Compostela,
Espana.

Naturaleza del trabajo: articulo de investiga-
cion original, sintesis de informacion (Re-
visién).

Direccion para correspondencia que incluya:
teléfono, fax y correo electronico. El nom-
bre del autor al cual se dirigira la corres-
pondencia debe indicarse con un asterisco
(*) v la leyenda “Autor para corresponden-
cia”.

Articulo de investigacion original. Debera
constar de las siguientes secciones:

Introduccion.

Meétodo Experimental. En el caso de pre-
sentar experimentos con animales vi-
vos, anexar aprobacion del Comité De
Bioética de la Institucion de los autores

Resultados y Discusion.

Conclusiones.

Bibliografia. Las referencias bibliografi-
cas deben asentarse de la forma con-
vencionalmente establecida en espa-
nol, indicando éstas en el cuerpo del
texto con los apellidos del primer autor
y ano de publicacion entre paréntesis,
y los datos bibliograficos al final del es-
crito. La bibliografia se presenta al final
del articulo por orden alfabético.

Distribuir los datos de las referencias bi-
bliograficas de la siguiente manera:

Referencia de libro:

Apellidos, nombre del autor. Titulo del
libro. Ciudad y Pais, Editorial. Numero
de paginas totales, ano.

Ejemplo:

Foucalt, Michael. Las palabras y las co-
sas. México: Siglo XXI. Pp. 30-45. 1984.

Referencia de capitulo libro:

Apellidos, nombre del autor. Titulo del
capitulo. In: Apellido e iniciales del edi-
tor (ed.). Titulo del libro. Ciudad y Pais,
Editorial. Paginas del capitulo, afio.
Ejemplo:
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Levine, F. Economic perspectives on
the Comanchero trade. In: Spielmann
CA (ed.). Farmers, hunters and colo-
nists. Tucson, AZ: The University of
Arizona Press. 155-169, 1991.

Referencia de revista:

Apellido(s) del autor, inicial(es); otros
autores. (ano). “Titulo del articulo”.
Nombre de la revista, volumen, paginas.
El titulo del a revista debe abreviarse
segun el Index Medicus journal abbre-
viations:

http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/
lji.html

Ejemplos:

Sagara, Y., Fernandez-Belda, F., de
Meis, L. e Inesi, G. (1992). “Characteri-
zation of the inhi-bition of intracellular
Ca2+ transport ATPases by thapsigar-
gin”. J. Biol. Chem., 267, 12606-12613.

Rivas-Caceres, R. (1999). Médanos de
Samalayuca. Un urgente reclamo, una

estrategia emergente. Ciencia en la
Frontera, 1, 29-32.

Articulo de Sintesis de Investigacion (re-
vision)

Introduccion.- Se sugiere exponer enfatica-
mente la relevancia del tema de la Revision
dentro de un area del conocimiento.

Desarrollo del tema y subtemas.

Perspectivas.- Analizar la sintesis expuesta con
el planteamiento de los posibles descubri-
mientos 6 desarrollos dentro del area, e im-
plicaciones de indole terapeutica, industrial,
o de impacto social.

Bibliografia. Conforme se ha expuesto para
los articulos de investigacion original.

El manuscrito debe remitirse en formato de
“Word”; la tipografia Arial de 12 puntos, con 1.5
de espacio entre renglones. La extension del tra-
bajo debera ser maximo de 30 cuartillas de texto.

Las ilustraciones, cuadros y fotografias, de-
beran referirse dentro del texto, enumerandose
en el orden que se citan en el mismo, e indicar
el programa de computo en el que estan elabora-
dos. Los cuadros deben separarse del texto del
articulo y colocarse en un listado después de la
bibliografia. Los pies de figura deberan ser ex-
plicitos sin necesidad de leer el texto principal,
deberan incluirse en un listado después de los
cuadros. Los archivos de fotografias e ilustracio-
nes deben enviarse aparte, indicando el titulo del
trabajo y la secuencia (Figural, Figura 2, etc).
Los archivos de figuras e ilustraciones deben ser
menores a 2 MB.
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~ REMISION
DE ARTICULO Y EL PROCESO
EDITORIAL

Remitir el original por correo electronico a

ciencia.frontera@uacj.mx
con atencion al Comité Editorial.

En el texto del correo electronico debe exponerse el titulo del articulo y los autores, en archivos
anexos deben incluirse:

Datos de contacto de dos revisores que dictaminaran la calidad del trabajo, los revisores deben
ser de una Institucion diferente a la de los autores; las Facultades, escuelas, institutos 6 centros de
investigacion de la misma universidad se consideraran como una misma institucién; los diferentes
departamentos de una empresa también se consideraran como pertenecientes a la misma institucion,
y por lo tanto no podra incluirse a su personal como dictaminadores. Los datos de contacto son:

Nombre completo del revisor.

Adscripcidn: istitucion, dependencia, departamento, grupo de trabajo.
Correo electronico.

Numeros de teléfono, y fax

Direccién con codigo postal.

El Comité Editorial acusara recibo del trabajo mediante correo electronico. No se extienden ofi-
cios por la recepcion del manuscrito. La recepcion del manuscrito no garantiza su publicacion.

Posteriormente a un tiempo de dictamen de un mes maximo, el Comité Editorial remite, via co-
rreo electronico, el trabajo a sus autores para que realicen las modificaciones que hubiera, con base
en las acotaciones de los dictaminadores.

Los autores remitiran la segunda version del manuscrito en un plazo maximo de 2 semanas y el
Comité Editorial acusa recibo mediante correo electréonico. En caso de no recibir la version corregi-
da en este plazo, el comité se reserva el derecho de descartar la publicacién y su posterior remision
se considerara como un nuevo proceso.

No se emitiran oficios por la recepcion de los trabajos corregidos.

Posteriormente a la recepcion del articulo en su version definitiva, el Comité Editorial emite una
acuse de recibo por correo electréonico y anunciara el proceso de revision de galeras y publicacion.
Durante éste, el Comité Editorial trabaja en conjunto con la Subdireccion de Publicaciones de la
UAC].

No se emiten oficios por cada articulo aceptado para publicacidn.

Cada fasciculo se incluye en la pagina de publicaciones periddicas de la UAC], bajo la direccién:

http://www2.uacj.mx/Publicaciones/cienciaenlafrontera/default.htm

La version impresa de cada fasciculo se procesa por la Subdireccion General de Publicaciones.
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