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RESUMEN

Introduccion: Malinalco fue reconocido centro ceremonial en la época prehispanica. Su riqueza
etnobotanica, dada su localizacién geografica, clima y herencia cultural, fue plasmada por
extraordinarios artistas indigenas en los exquisitos murales localizados en el convento agustino de
San Cristobal (fundado en 1540), actualmente Convento del Divino Salvador, con su fachada de
estilo plateresco, muros rusticos y burdos que recuerdan las construcciones medievales.

Teoria: un estudio reciente ha reportado que el 90.4 % de las plantas identificadas en los murales
estan distribuidas naturalmente en el continente americano, de las cuales 42% son exclusivas de
México. De las plantas identificadas en el mural, 90% fueron Utiles en la época prehispanica y sélo
77.4 % se usa actualmente, lo cual, como se dio a conocer, puede indicar una pérdida del uso de
algunas plantas, entre ellas las de uso magico-religioso en la época prehispanica.

Metodologia: en el poblado de Malinalco, la memoria prehispanica se conjuga arménicamente con
el presente. Por ello, partiendo de los usos de ciertas plantas de uso prehispénico descritas en el
Cadice de la Cruz-Badiano (1991) y, en el Cédice Florentino (Sahagun, 1926), nuestro equipo de
trabajo interdisciplinario se trasladé al mercado local de los miércoles (cuya atmésfera se
transporta en el tiempo a la época prehispénica), para entrevistar y mostrar fotografias del mural
prehispanico a vendedores locales de plantas medicinales y visitantes del tianguis, con el objeto
verificar la posible continuidad de su uso en la actualidad asi como su distribucién.

Conclusiones: 1). En la generalidad de los casos, las plantas han mantenido su uso y se siguen
empleando para el tratamiento de las mismas enfermedades 2). Es casi nula la informacion que
posee la comunidad sobre las plantas Utiles y medicinales que incorpora en su uso diario o0 en
fiestas.3). Los usos mas frecuentes, tanto prehispanico como actual, se relacionan con
enfermedades gastrointestinales.

1. INTRODUCCION

Malinalco, palabra de origen nahuatl, proviene de las palabras Malina, Malinalli y Malinticac, y se
refiere a una cosa u objeto que se tuerce sobre si mismo formando una espiral, de manera que
para los antiguos mexicanos significaba la dualidad y transmutacion entre lo terrenal, el inframundo
y las trece esferas cosmicas, que corresponden a los tres niveles de existencia del universo.

La riqueza etnobotanica de Malinalco, dada su localizacién geogréfica, clima y herencia cultural,
fue plasmada por extraordinarios artistas indigenas en los exquisitos murales localizados en el
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convento agustino de San Cristébal (fundado en 1540), actualmente Convento del Divino Salvador,
con su fachada de estilo plateresco, muros rudsticos y burdos que recuerdan las construcciones
medievales.

2. TEORIA

Un estudio reciente, llevado a cabo por Zepeda y White (2008), investigadoras de la Universidad
Auténoma del Estado de México, ha reportado que:

“El 90.4 % de las plantas identificadas en los murales del Convento del Divino Salvador del siglo
XVI, localizado en Malinalco, estan distribuidas naturalmente en el continente americano, de las
cuales 42% son exclusivas de México. De las plantas identificadas en el mural, 90% fueron utiles
en la época prehispanica y sélo 77.4 % se usa actualmente, lo cual, como se dio a conocer, puede
indicar una pérdida del uso de algunas plantas, entre ellas las de uso magico-religioso en la época
prehispanica”

El claustro del Convento del Divino Salvador, esta edificado en dos niveles. Se empez6 a construir
en 1540, y la iglesia estuvo dedicada en un principio al financiador de las primeras obras, Cristébal
Rodriguez de Avalos, de ahi que se dedic6 a San Cristobal; posteriormente, cambio para dedicarse
a la Purificacion y al Apdstol San Simén; mas tarde se dedico a la Transfiguracién, para dedicarse,
a partir de 1725, y hasta la fecha, al Divino Salvador.

Los frescos originales, reconocidos mundialmente, fueron construidos por los indigenas Tlacuilo,
tanto hombres como mujeres educados en el Calmécac, con el objeto de adquirir un vasto
conocimiento de su lengua, su cultura, la vida en sociedad, y poder transmitirlo a través de
diferentes obras que se les encomendaban en los primeros conventos del siglo XVI, muchas de
ellas pinturas, otras, esculturas, aunque también genealogias, mapas territoriales, lo requerido para
ir marcando la conformacion de la Nueva Espafia. En el caso de los frescos del Convento del
Divino Salvador, los Tlacuilo, educados en la filosofia y la ciencia, plasmaron su conocimiento
elaborando un registro de la flora y la fauna de la region, frescos conocidos actualmente como una
representacién del Jardin del Edén.

Una de las primeras pinturas plasmadas en el mural, dada su relevancia, fue la de los siete
primeros evangelizadores agustinos que pisaron las tierras del continente americano;
lamentablemente, sélo se conservan dos de ellas. A este respecto, Fernandez de Oviedo, el
historiador, narra la llegada de los primeros religiosos misioneros a la tierra de las Américas, y
lanza una frase que recoge su impresion de la llegada misionera: “Llovieron los frailes” (Fernandez,
1959).

La primera expedicién de siete frailes agustinos, fue anunciada por una Audiencia enviada por la
reina Juana el 30 de septiembre de 1532 a la Nueva Espafia. Esa primera comunidad agustina,
estuvo compuesta por los frailes: Francisco de la Cruz como cabeza, Jer6nimo Jiménez, Juan de
Sanroman, Juan de Oseguera, Jorge de Avila, Alonso de Borja y Agustin de Corufia, que dejaron
Espafa y se embarcaron en Sevilla el 3 de marzo de 1533 en la nao “Santa Maria de la
Anunciada”, quienes llegaron con buenos vientos al puerto de San Juan de Ulua en la Nueva
Espafia, el 22 de mayo (Ceccherelli, 1955), para después partir a la hoy Ciudad de México.

También los escudos de la Orden Agustina, donde sobresale el corazén atravesado por flechas,
fueron tallados en piedra por los Tlacuilo en el friso de la entrada del convento. Asimismo, se
conservan tallas de la Virgen Maria, de Jesucristo y de la planta Malinalli, de antecedentes
remotos, y apariencia de mechudos.

Dado que el arte colonial del siglo XVI, como el pasmado en el mural del Convento del Divino

Salvador, mezcl6 distintos estilos y simbolos diversos, se hacia dificil su adecuada clasificacion.
Por ello fue necesario acufiar un término especial, y ese fue tequitqui, para referirse a las
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manifestaciones artisticas realizadas por indigenas mesoamericanos en el periodo posterior a la
Conquista de México. El término tequitqui, o arte tequitqui, aparecié en 1949, en el texto de José
Moreno Villa, Lo mexicano en las artes (Reyes-Valerio, 1982).

La mezcla de estilos pone de relieve la fusion indocristiana, asi como también mudéjar, ya que los
frailes, disefiadores del convento, contaban con esa cosmovision. Sin embargo, la mano de obra
encargada de preservar la memoria, recayé en los indigenas especialistas en todas las
manifestaciones artisticas.

Los pasajes hiblicos, plantas y animales plasmados por los indigenas en el mural, dejaron
constancia de los significados que tenian para su época. En este sentido, el interés particular de
nuestra investigacion, se centr6 en las plantas medicinales plasmadas. Para ello, partimos, entre
otras fuentes, del reconocimiento de estas plantas, reportado por las investigadoras Zepeda y
White (2008), que dice que son: “31 especies diferentes de plantas medicinales en los frescos.
Estas plantas pertenecen a 25 familias, 21 plantas se determinaron a nivel especifico y 10 se
reportan como especies afines”. Asimismo, “de plantas identificadas, el 90% se registran utiles en
la época prehispéanica y soélo el 77.4% se usan actualmente. Dato, este Ultimo, que usaremos en
nuestro trabajo de campo.

3. METODOLOGIA

En el poblado de Malinalco, la memoria prehispanica se conjuga arménicamente con el presente.
Por ello, partiendo de los usos de ciertas plantas de uso prehispanico descritas en el Cddice de la
Cruz-Badiano (1991), en el Cédice Florentino (Sahagun, 1926), y por Zepeda y White (2008),
nuestro equipo de trabajo interdisciplinario se trasladé al mercado local de los miércoles, rodeado
de calles empedradas y casas coloniales (cuya atmésfera se transporta en el tiempo a la época
prehispanica), para entrevistar y mostrar fotografias del mural del Convento del Divino Salvador, a
vendedores locales de plantas medicinales y visitantes del tianguis, con el objeto de verificar la
posible continuidad de su uso en la actualidad asi como su distribucion.

4. RESULTADOS

Encontramos dos logicas diversas en las breves entrevistas realizadas en el mercado, tras mostrar
las fotografias del mural: una, la de los vendedores de plantas medicinales, y otra, la de los
visitantes del mercado. Presentamos algunos elementos estructurales comunes en ambos
discursos:

Lo “maravilloso” de las plantas medicinales: una especie de expectacion de “algo que no se ve”,

“su energia”, “sus vibraciones”, lo cual le da entrada a algo oculto, intangible pero poderoso.

La “magia” de las plantas medicinales: que se vive como una promesa que a la vez valida el tiempo
de espera. Es la idealizacion de su efecto, de su fuerza, de la culminacién de la enfermedad, esa
anomalia que acecha.

El “trascender” a otra época: la capacidad de imaginar, una aspiraci6n a moverse a los
antepasados histéricos, la intangibilidad de las fronteras, la invocacion del “otro”, que presupone la
esperanza, la cura.

La transformacion: al aduefiarse de ese mundo de fantasia, aparece el privilegio, la capacidad de
experimentar un cambio, de endurecer la resistencia ante los eventos de la enfermedad y evitar la
caida.

La supervivencia: ese imperativo y deseo de autoafirmarse, de positividad, de lejania de la
enfermedad y el desvanecimiento del cuerpo.
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En esta singularidad de la entrevista y los encuentros con vendedores y visitantes del mercado de
Malinalco, uno de los principales problemas detectados en el uso y eficacia de las plantas
medicinales, es el relacionado con su recoleccion y conservacion, ya que no existen buenas
practicas agricolas que permitan al consumidor el tener la informacién necesaria para su uso.
¢, Como podria diferenciar el consumidor si los efectos adversos provienen del principio activo o de
una planta medicinal mal conservada o confundida con otra?

Asimismo, a pesar de la riqgueza etnobotanica de Malinalco, dado su clima, localizacién geografica
y herencia prehispanica, la comunidad se ha desvinculado de la tradicion verbal para preservar la
herencia prehispanica medicinal.

5. CONCLUSIONES

Es casi nula la informacion que posee la comunidad sobre las plantas Utiles y medicinales que
incorpora en su uso diario o en fiestas.

Los yerberos que venden sus plantas medicinales, dicen que son las mismas que usaban nuestros
antepasados. Sin embargo, no reconocen las plantas medicinales en las fotos del mural.

Los usos mas frecuentes, tanto prehispanico como actual, se relacionan con enfermedades
gastrointestinales.
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RESUMEN

Dentro del proceso de remocién de colorantes textiles, se utilizan técnicas de oxidacién en
condiciones &cidas basandose en la generacién de radicales libres, bajo la aplicacion de distintos
oxidantes como el sulfato ferroso [Fe(ll)]. No obstante, con la oxidacion a Fe[lll], este aparece en
los vertidos, siendo uno de los metales que se presenta en mayor concentracién, llegando a
superar concentraciones micromolares en ecosistemas oceanicos, las cuales son lo
suficientemente altas como para ser téxicas para la biota acuatica si no son tratados antes de su
eliminacién alcanzando consecuencias graves para la comunidad y poblacién zooplancténica.
El objetivo del presente trabajo, fue estimar la toxicidad a corto plazo (CLsg4) del sulfato ferroso
sobre Artemia franciscana, organismo zooplancténico representante de sistemas salinos. De
acuerdo a la respuesta toxica se obtuvo un valor de CLsg4 de 179.40mg Lt y una 24h-NOEC de
112.20mg L™ sobre zooplancton de ecosistemas marinos, categorizando a este compuesto como
poco téxico a corto plazo dentro de la clase IV (2100mg L™) afin con la clasificacién por la EPA. Sin
embargo,los problemas existen ya que puede bioacumularse y posteriormente biomagnificarse en
niveles superiores de la cadena trofica ante exposiciones crénicas del mismo.

Palabras clave: Artemia franciscana; Ecotoxicologia; toxicidad a corto plazo; Sulfato ferroso

1. INTRODUCCION

Durante la remocion de colorantes textiles y de otras sustancias cromoforas en el tratamiento de
aguas, se utilizan técnicas de oxidacién avanzada bajo condiciones &cidas basdndose en la
generacion de radicales libres utilizando H,O, con la aplicacién de catalizadores metalicos de
transicion como es el sulfato ferroso [Fe(ll)] a través de reacciones tipo Fenton (Maleki, et al., 2015;
Haji, et al., 2015). No obstante, el Fe(ll) en estas reacciones es oxidado a Fe(lll) ocasionando un
aumento en el consumo de oxigeno en el ambiente acuatico donde es vertido; y es uno de los
iones metalicos que se presenta en mayor concentracién. De manera natural, se encuentran
concentraciones traza entre 0.05 a 0.5nM en el ecosistema marino (Sunda, 1989).

La presencia de compuestos férricos derivados de aguas residuales puede conducir a cambios en
la dinamica de la poblacién, con consecuencias graves para la comunidad fitoplancténica y otros
eslabones de la cadena alimenticia (Randall, et al., 1999; Sotero-Santos, et al., 2007). En estudios
previos, por McDonald, et al., (1989) y posteriormente por Gerhardt, (1994), mencionaron ademas
que, a pesar de que existen pocos datos cientificos sobre la toxicidad del hierro en ecosistemas
acuaticos, este puede incrementarse debido a bajos pH por cambios en la especiacion metalica.
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De acuerdo con lo anterior, se trata de un metal de transicion que a bajos pH presenta la
capacidad de provocar peroxidacion lipidica principalmente por radicales HO™ en presencia de
H,O, a través de las reacciones ciclicas de Fenton, provocando alteraciones sobre la membrana
celular, y estrés oxidativo sobre el DNA por generacion de ROS (McDonald, et al., 1989; Gerhardt,
1994; Walker, et al., 2001; Valavanidis, et al., 2006).

Asi pues, el objetivo del presente trabajo fue determinar la toxicidad aguda a 24h del Fe(ll)
derivado del sulfato ferroso (FeSO,) a través de la exposicion a través de ensayo estatico del
agente a concentraciones exponenciales utilizando como bioindicador a nauplios de 24h de
Artemia franciscana.

2. PARTE EXPERIMENTAL

La sustancia de ensayo utilizada fue el Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,-7H,0) (Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). Se realiz6 la dilucién del agente en agua marina (Sera
Prlemium, Germany) para la obtencion de concentraciones crecientes en un rango de 100-300 mg
L™

Material bioldgico

Nauplios de 24h de Artemia franciscana fueron obtenidos del laboratorio de Toxicologia Ambiental
de la facultad de Quimico-Farmacobiologia, UMSNH; a partir de la hidratacion de quistes (Argent
Chemical Laboratories, Washington, USA) a 4°C por 12h y posterior incubacién a 28°C en agua
marina (Sera Premium, Germany) a 35ppt de salinidad pH de 8.4+0.2 a 24h a una intensidad de
fotones de 18.5umol/m”s.

Determinacion de letalidad en Artemia franciscana

La metodologia para la determinacion de las Concentraciones Letales 50% (CLs) se baso en la
descrita por Persoone et al.,, 1989 y por Sénchez-Fortin et al., 1995, que consiste en la
determinacion de la concentracion que causa la muerte del 50% de nauplios de 24h de Artemia
sobre placas de cultivo celular de 24 pocillos (Sarstedt Inc., USA). En cada pocillo se incluian 10
nauplios de Artemia los cuales fueron expuestos a las distintas concentraciones del agente en un
volumen total de 1ml. Para cada concentracion del agente quimico se establecié un control y ocho
repeticiones, se incubaron las placas a 28°C por 24h en ambiente de oscuridad. Para determinar el
numero de nauplios muertos en cada pocillo, se realizé la lectura a través de estereoscopio (Zeiss,
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany) a las 24h de incubacion.

Analisis de datos

Los valores de las CLsgq) Y 24h-NOEC sobre Artemia franciscana fueron obtenidos por regresion
no lineal a través de una relacién de Concentracion-Respuesta por analisis Probit (Finney, 1971).
La prueba de distribucién normal de los datos se realizd a través de la prueba D’Agostino y
Pearson, utilizando un intervalo de confianza de p<0.05. Los calculos estadisticos fueron
realizados por el paquete estadistico Graphpad Prism v5.0 (Graph-Pad Software Inc., USA).

3. RESULTADOS

Cada punto del Grafico 1 representa la media y su respectiva desviacion estandar de cada
concentracién ensayada del metal sobre A. franciscana, destacando que para provocar la letalidad
del 50% de la poblacién ensayada a las 24h del estudio fue de 179.40mg L™ y una concentracion
maxima en donde no se observo tal efecto en el orden de -100mg L™ (24h-NOEC); mostrado en la
Tabla 1.
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Gréfico 1. Curva Concentracion-Respuesta e histograma sobre la letalidad de A. franciscana
expuesta a FeSO, a corto plazo (24h)

Acorde con la clasificacion por la EPA (USEPA, 1986), sobre la categorizacion de sustancias
contaminantes en el ecosistema acuatico segin las LCs, en mg L™ (Tabla 2), se obtiene que ,

este compuesto metalico se clasifica dentro de la categoria IV (=100mg L-1) como poco téxico a
corto plazo para organismos plancténicos.

Tabla 1. Concentracion Letal al 50% y Concentracion maxima sin efecto observado (LCso4) Y 24h-
NOEC) a corto plazo del FeSO, sobre nauplios de 24h de Artemia franciscana.

indices de Valores en mg L™ (L.C.
toxicidad al 95%)

24h-NOEC 112.20 (0.23-157.40)
LCso(zs) 179.40 (174.0-185.0)
LC1oea) 122.18 (0.58-165.95)
LCoo(24) 244.90 (193.64-1425.6)
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Tabla 2. Clasificacion propuesta por la EPA, (1986) para categorizar a contaminantes en ambientes acuaticos
para toxicidad aguda (CLso en mg L'l)

TOXICIDAD AGUDA

(CLso mg L) CATEGORIA

CATEGORIA I: Sustancias muy téxicas para el

<1 : £
ambiente acuatico
CATEGORIA 1I: Sustancias toxicas para el
1-10 . -
ambiente acuatico
CATEGORIA IllI: Sustancias peligrosas para el
10-100 . e
ambiente acuético
2100 CATEGORIA IV: Se consideran no téxicas
4. DISCUSION

Existe poca evidencia sobre la toxicidad del hierro debido a su requerimiento en el metabolismo
fotosintético y respiratorio, el hierro es muy demandado por todos los organismos plancténicos y es
objeto de una intensa competencia interespecifica (Nodwell & Price, 2001). No obstante, en
estudios previos (Tabla 3), se ha constatado que el hierro en forma de Fe(lll) puede provocar
suspension de particulas a través de la formacion de ligandos con materia organica que inhiben la
entrada de luz solar generando inhibicion fotosintética (Sotero-Santos, et al., 2007; Sunda, 1989).

Tabla 3. Estudios de toxicidad del Fe(lll) en organismos acuaticos

Estudio Autor/es

Lodos ‘“rojos” ricos en metales
descargado sin tratamiento previo
Baja toxicidad por la rapida
oxidacion a formas insolubles | (van Anholt, et al., 2002)
(FeOH)

Daphnia similis no se vio afectada
por la exposicion al Fe** con un- (Sotero-Santos, et al., 2007)
90% supervivencia

El Fe® tiene alta tendencia a
formar complejos con ligandos
organicos, representando una
elevada concentracion de hierro
disuelto en aguas costeras vy
estuarinas

Artemia franciscana LCsos) del
Fe* 202.77mg L* y en Tetraselmis
suecica ICsorz 231.21mg L™
clasificandolo como de baja | (Cortés, et al., 2015)
toxicidad a corto plazo en
organismos plancténicos
ecosistemas marinos

(Sotero-Santos, et al., 2007)

(Sunda, 1989)

Sin embargo, en bioensayos realizados por Sotero-Santos, et al., (2007), el hierro presenta baja
toxicidad aguda para organismos plancténicos de aguas dulces como es mostrado en la Tabla 3.
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5. CONCLUSIONES

En sintesis, la toxicidad mostrada por el sulfato ferroso en el presente ensayo de toxicidad sobre A.
franciscana indicd una respuesta poco toxica a corto plazo sobre ecosistemas acuaticos marinos.
Sin embargo, este compuesto metalico utilizado de manera frecuente como agente oxidante en
reacciones tipo Fenton para la degradacién de diversos contaminantes con grupos cromoforos
puede ocasionar acumulaciéon en sedimentos y/o disminucién de concentracién de oxigeno en
aguas donde es vertido.
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RESUMEN

En esta investigacion, presentamos el estudio de la reaccion del 2-ditiometilcarbo-
imidatobenzotiazol 2" con una serie de cuatro aminoacidos Opticamente activos, los cuales se
utilizaron en su forma de carboxilatos de sodio. La reacciéon se lleva a cabo en agitacion a
temperatura ambiente. En estas condiciones, el ataque nucleofilico del grupo amina produce el
desplazamiento de una molécula de tiometanol, HSMe. La reaccién produce la correspondiente S-
metilisotiourea carboxylate de sodio como intermediarios 5a-d aislables, cuya reaccién con ioduro
de metilo, CHsl en reflujo de dimetil formamida, DMF como disolvente, produce los
correspondientes S-metilisotiourea metil esteres 6a-d. Las estructuras de todos los compuestos se
determinaron mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de H y 3¢ y la estructura
de las isotioureametilesteres 6a-c por analisis de difraccién de rayos-X.

—+
H2N)<C00Na .
S CHgl
S S H >R @[ 3
N — )—N
NH, —> »>—N )=
C[;\?_ ? ©[N>_ N-scH;  EtOH N —sch, PMF N\H N>—SCH3
H-N -
SCH _
1  a b ¢ d J)-COON& J~COO0CH;
2 - 5 H 6 H
R=H, CHg, Ph, CH,Ph R R

1. INTRODUCCION

Desde la década de los 60 se sabe que compuestos derivados de benzazoles, poseen actividad
farmacolégica como anti-virales, anti-bacterianos,” anti-microbianos,? fungicidas,* anti-alérgicos,’
anti-diabeticos,® anti-tumorales,’ anti-inflamatorios® y anti-helminticos.’

Desde esa fecha y hasta nuestros dias se ha tenido un interés continuo en esta clase de
compuestos y se han hecho muchos esfuerzos para sintetizar varios compuestos heterociclicos
derivados de benzazoles. Algunos compuestos de este tipo presentaron poseer actividades como
anti-convulsivos™ y anti-oxidantes.™

En vista de la importancia de los compuestos derivados de benzazoles, en este trabajo se reporta
un método para sintetizar benzazolilisotioureas derivadas de aminoacidos a partir del 2-
aminobenzotiazol 1a y 2-aminobenzimidazol 1b como materiales de partida, esquema 2.
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2. METODOLOGIA Y RESULTADOS DE LA SINTESIS

Se utilizan como intermediarios los ditiometilcarboimidatobenzazoles 2, los cuales se obtiene?2 por

reaccion de los correspondientes 2-aminobenzazoles 1 con NaOH, CS, y CHal, esquema 1.”* Se

sabe que la reactividad de los compuestos 2 se debe a la facilidad con que se desplazan 2

moléculas de HSMe por el uso de aminas alifaticas y aromaticas para obtener Smetilisotioureas y
[ 12--17

guanidinas.

En este caso, se utilizaron cuatro aminoacidos R = H(glicina)(a), Me(alanina)(b), Ph(fenilglicina)(c),
CHy,Ph(fenilalanina)(d), los cuales existen en su forma natural como zwiterion B, esquema 1. Para
que estos aminodcidos actien como aminas, se transformaron a su forma de aminocarboxilatos de
sodio C por reaccion de B con un equivalente de hidroxido de sodio en agitacion de etanol por 2
horas a temperatura ambiente.

H
HOR —— "R NeoH H_R

—

+ —
—+
H,N" COOH HN' 'COO  EtOH 4\ “cos Na
A B C

Esquema 1.- Transformacion de los aminoacidos a aminocarboxilatos de sodio

En el mismo sistema que contiene al aminocarboxilato C, se adiciona un equivalente del
correspondiente ditiometilcarboimidatobenzazol 2 y se agita durante 48 horas a temperatura
ambiente. En estas condiciones, la reaccion procede con la precipitacién de los compuestos, los
cuales se filtran y se lavan con acetona, los compuesto que se obtienen son los respectivos
carboxilatos de sodio de las benzotiazolilS-metilisotioureas 3.

Las S-metilisotioureacarboxilatos 3a-d presentan un singulete del grupo SCH; en 2.32-2.44 ppm en
una relacion 3:4 con respecto de los hidrégenos arométicos (tabla 1), ademas un singulete ancho
en 10.65-11.44 ppm caracteristico del atomo hidrégeno NH del aminoacido, que forma una
interaccién por puente de hidrogeno con el atomo de nitrégeno del benzotiazol, esquema 2. En los
espectros de RMN de *C de los S-metilisotioureacarboxilatos 3e-h se observa que los
desplazamientos quimicos de estos compuestos no tienen un cambio significativo con respecto de
los S-metilisotioureacarboxilatos 3a-d, con excepcion del grupo NCH3; que se encuentra en 3.75-
3.83 ppm (RMN *H, tabla 3) y 45-53 ppm (RMN °C, tabla 4). La sefial de los carbonos carbonilicos
se presentan en aproximadamente 169-171 ppm.

N

NaOH 7 H R T g o
7 1 8 g 6 S 10
6 8 S 2 CSZ 6(:[ 2 10 >< -+ (:[ >2_N
2 >N H,N” COO Na 7 Nau
3

EtOH 4 3 N
2 0 CHal 4 SCH; ok
a b c d H/ H>Ycoo Na
1 2 R H Me Ph CH,Ph 3 R

Esquema 2. Sintesis de S-metilisotioureacarboxilatos 3a-d deivados del benzotiazol.
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Tabla 1. RMN *H de los carboxilatos 3a-d

7.58 10.65

-7.75 7.31 718 763 11.00 242 3.92 1.38
-7.80 7.32 718  7.64 1144 232 4.80 7.2-7.3

-7.76 7.32 718 754 1074 236 412 3.1,
7.2

Tabla 2. RMN *3C de los carboxilatos 3a-d

-1636 126.1 1234 121.6 1204 1319 151.8 171.3 141 481 169.4

163.2 126.1 1235 1215 1206 1318 1517 1741 139 549 1713 205

1644 126.1 1235 1216 1204 1316 1516 1725 140 612 1713 56.5

- 163.6 126.1 1235 121.7 1206 1319 1519 171.3 141 639 169.8 139.7

Las isotioureas 3a-d se transforman a sus respectivos esteres 4a-d cuando las se hacen
reaccionar con yoduro de metilo en agitacion de DMF durante 24 horas a temperatura ambiente.
Los datos correspondientes de los desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 3C de los esteres
4a-d estan representados en las tablas 3 y 4. Estos datos son muy similares a los datos de los
correspondientes carboxilatos 3a-d. La sefal del grupo OMe de los correspondientes esteres se
encuentran en el rango de 3.75 a 3.83 ppm en RMN de *H y de 45 a 53 ppm en RMN de °C. Las
sefiales C2, C9 y C11 (tabla4) en RMN de * 3C de los esteres 6¢ y 6d en CDCl; se presentan como
sefiales anchas, lo que sugiere que el proton NH se intercambia rapidamente de N3 a N12
mediante un equilibrio tautomérico debido al efecto estérico del grupo fenilo del grupo aminoacido.

J4 1

G, s, Ol
SQ >_ j— CHs ﬂ» \j—SCH3

e >TCOO Na 1T >YCOOCH3

Esquema 3. Reaccion de metilacién de los carboxilatos 3a-d
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Tabla 3. *H RMN de los esteres 4a-d

-772 734 721 7.69 1075 255 423
-7.72 737 725 7.69 1120 254 449 161 3.81

-7.80 740 724 772 1205 250 547 7273 3.79

-7.70 737 720 7.66 1122 236 470 33,72 3.75

Tabla 4. *C de los esteres 4a-d

-1648 1256 1233 1210 1206 1322 1510 1717 141 527 169.1 45.0
164.0 1256 1233 121.0 1207 1321 151.0 171.7 140 528 1723 193 523

164.2 1256 1233 121.0 1206 1322 1510 1715 142 582 1711 391 526

- 164.0 1257 1234 121.0 1208 1321 1510 171.6 142 606 1702 136.1 53.0

Los compuestos esterificados 4a-d se purificaron por cristalizacion en etanol y sus estructuras se
estudiaron por difraccion de rayos-X. En las figuras 1-3 se presentan las estructuras con sus
distancias y angulos de enlace.

Figura 1. Estructura de difraccién de rayos-X del compuesto 4a.
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Longitud de Enlace (A).

S(1)-C(2) 1.7624(1) S(1)-C(8) 1.7342(1) S(23)-C(11) 1.7599(1) S(23)-C(24) 1.7927(1)
O(14)-C(14) 1.1936(1) O(15)-C(14) 1.3291(1) O(15)-C(16) 1.4530(1) N(3)-C(2) ~ 1.3115(1)
N(3)-C(9) 1.3855(1) N(10)-C(2) 1.3621(1) N(10)-C(11) 1.3104(1) N(12)-C(11) 1.3308(1)
N(12)-C(13) 1.4402(1) C(4)-C(5) 1.3782(1) C(4)-C(9) 1.3920(1) C(5)-C(6)  1.3863(1)
C(6)-C(7) 1.3832(1) C(7)-C(8) 1.3889(1) C(8)-C(9) 1.4044(1) C(13)-C(14) 1.5017(1)

Angulos de Enlace/Valencia (°)

C(2)-S(1)-C(8)  89.25(1)  C(11)-S(23)-C(24) 101.98(1)  C(14)-O(15)-C(16) 115.96(1)
C(2)-N(3)-C(9) 110.68(1)  C(2)-N(10)-C(11) 119.50(1)  C(11)-N(12)-C(13) 125.11(1)
S(1)-C(2-N(3)  115.14(1)  S(1)-C(2)-N(10)  115.81(1)  N(3)-C(2)-N(10) 129.05(1)

C(5)-C(4)-C(9) 119.23(1)  C(4)-C(5)-C(6) 120.86(1)  C(5)-C(6)-C(7) 121.02(1)
C(6)-C(7)-C(8)  118.35(1)  S(1)-C(8)-C(7) 129.70(1)  S(1)-C(8)-C(9) 109.30(1)
C(7)-C(8)-C(9)  121.00(1)  N(3)-C(9)-C(4) 124.85(1)  N(3)-C(9)-C(8) 115.61(1)

C(4)-C(9)-C(8) 119.53(1)  S(23)-C(11)-N(10) 118.38(1)  S(23)-C(11)-N(12)  114.80(1)
N(10)-C(11)-N(12) 126.82(1)  N(12)-C(13)-C(14) 109.51(1)  O(14)-C(14)-O(15) 125.08(1)
0(14)-C(14)-C(13) 125.06(1)  O(15)-C(14)-C(13) 109.86(1)

Angulos de Torsion/Dihedral (°)

N(3)-C(2)-S(1)-C(8)  0.16(1) N(10)-C(2)-S(1)-C(8) 180.00(1) S(1)-C(2)-N(3)-C(9) 0.49(1)
N(10)-C(2)-N(3)-C(9) -179.31(1) S(1)-C(2)-N(10)-C(11) 178.92(1) N(3)-C(2)-N(10)-C(11)  -1.29(1)
C(9)-C(4)-C(5)-C(6)  1.39(1) C(5)-C(4)-C(9)-N(3)  177.67(1) C(5)-C(4)-C(9)-C(8) -1.60(1)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7)  -0.34(1) C(5)-C(6)-C(7)-C(8) -0.47(1) C(6)-C(7)-C(8)-S(1)  -179.45(1)
C(6)-C(7)-C(8)-C(9)  0.23(1) C(7)-C(8)-S(1)-C(2)  178.97(1) C(9)-C(8)-S(1)-C(2) -0.74(1)
S(1)-C(8)-C(9)-N(3)  1.21(1) S(1)-C(8)-C(9)-C(4)  -179.45(1) C(7)-C(8)-C(9)-N(3)  -178.53(1)
C(7)-C(8)-C(9)-C(4)  0.81(1) C(4)-C(9)-N(@3)-C(2)  179.60(1) C(8)-C(9)-N(3)-C(2) -1.11(1)

N(10)-C(11)-S(23)-C(24) -6.18(1) N(12)-C(11)-S(23)-C(24) 174.49(1) S(23)-C(11)-N(10)-C(2) 179.34(1)
N(12)-C(11)-N(10)-C(2) -1.41(1) S(23)-C(11)-N(12)-C(13) -2.56(1) N(10)-C(11)-N(12)-C(13) 178.17(1)
C(14)-C(13)-N(12)-C(11)176.31(1) N(12)-C(13)-C(14)-0O(14) 2.25(1) N(12)-C(13)-C(14)-O(15)-177.67(1)
0(14)-C(14)-0(15)-C(16) 0.25(1) C(13)-C(14)-O(15)-C(16 -179.84(1).

Jci7 W

v
C16 ¥
Figura 2. Estructura de difraccién de rayos-X del compuesto 4b.
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Longitud de Enlace (A).

S(1)-C(2) 1.7618(1) S(1)-C(8) 1.7300(1) S(23)-C(11) 1.7667(1) S(23)-C(24) 1.7919(1)
0(14)-C(14) 1.1870(1) O(15)-C(14) 1.3134(1) O(15)-C(16) 1.4522(1) N(3)-C(2)  1.2954(1)
N(3)-C(9) 1.3912(1) N(10)-C(2) 1.3592(1) N(10)-C(11) 1.3043(1) N(12)-C(11) 1.3295(1)
N(12)-C(13) 1.4527(1) C(4)-C(5) 1.3691(1) C(4)-C(9) 1.3854(1) C(5)-C(6)  1.3872(1)
C(6)-C(7) 1.3747(1) C(7)-C(8) 1.3924(1) C(8)-C(9) 1.4001(1) C(13)-C(14) 1.5216(1)
C(13)-C(17) 1.5182(1)

Angulos de Enlace/Valencia (°)

C(2)-S(1)-C(8) 89.62(1)  C(11)-S(23)-C(24) 101.25(1)  C(14)-O(15)-C(16) 115.50(1)
C(2)-N(3)-C(9) 111.32(1) C(2)-N(10)-C(11)  120.52(1)  C(11)-N(12)-C(13) 126.59(1)

S(1)-C(2)-N(3)  114.72(1)  S(1)-C(2)-N(10) 11458(1)  N(3)-C(2-N(10)  130.70(1)
C(5)-C(4)-C(9)  119.98(1)  C(4)-C(5)-C(6) 120.82(1)  C(5)-C(6)-C(7) 120.73(1)
C(6)-C(7)-C(8)  118.37(1)  S(1)-C(8)-C(7) 129.71(1)  S(1)-C(8)-C(9) 109.04(1)
C(7)-C(8)-C(9)  121.25(1)  N(3)-C(9)-C(4) 125.85(1)  N(3)-C(9)-C(8) 115.30(1)

C(4)-C(9)-C(8) 118.85(1)  S(23)-C(11)-N(10)  117.52(1)  S(23)-C(11)-N(12) 115.97(1)
N(10)-C(11)-N(12) 126.50(1)  N(12)- C(13) - C(14) 109.80(1)  N(12)-C(13)-C(17) 110.32(1)
C(14)-C(13)-C(17) 114.31(1)  O(14)-C(14)-O(15) ~ 123.41(1)  O(14)-C(14)-C(13) 125.02(1)
0(15)-C(14)-C(13) 111.55(1)

Angulos de Torsion/Dihedral (°)

N(3)-C(2)-S(1)-C(8) -0.35(1) N(10)-C(2)-S(1)-C(8)  179.59(1) S(1)-C(2)-N(3)-C(9)  0.18(1)
N(10)-C(2)-N(3)-C(9) -179.74(1) S(1)-C(2)-N(10)-C(11) -177.17(1) N(3)-C(2)-N(10)-C(11) 2.75(1)
C(9)-C(4)-C(5)-C(6) -0.04(1) C(5)-C(4)-C(9)-N(@B)  -179.81(1) C(5)-C(4)-C(9)-C(8)  0.11(1)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7)  -0.26(1) C(5)-C(6)-C(7)-C(8) 0.32(1) C(6)-C(7)-C(8)-S(L -179.83(1)
C(6)-C(7)-C(8)-C(9)  -0.17(1) C(7)-C(8)-S(1)-C(2)  -179.91(1) C(9)-C(8)-S(1)-C(2)  0.39(1)
S(1)-C(8)-C(9)-N(3)  -0.40(1) S(1)-C(8)-C(9)-C(4) 179.68(1) C(7)-C(8)-C(9)-N(3) 179.88(1)
C(7)-C(8)-C(9)-C(4) -0.04(1) C(4)-C(9)-N(3)-C(2)  -179.93(1) C(8-C(9)-N(3)-C(2)  0.15(1)
N(10)-C(11)-S(23)-C(24)  5.19(1)  N(12)-C(11)-S(23)-C(24) -173.79(1)
S(23)-C(11)-N(10)-C(2)  179.27(1)  N(12)-C(11)-N(10)-C(2)  -1.88(1)
S(23)-C(11)-N(12)-C(13)  0.16(1)  N(10) C(11) N(12) C(13) -178.71(1)
C(14)-C(13)-N(12)-C(11) -85.82(1)  C(17)-C(13)-N(12)-C(11)  147.32(1)
N(12)-C(13)-C(14)-O(14)  15.62(1)

Figura 2. Estructura de difraccién de rayos-X del compuesto 4c.
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Longitud de Enlace (A).

S(1)-C(2)  1.7542(1)

S(1)-C(8)  1.7386(1) S(23)-C(11) 1.7556(1) S(23)-C(24) 1.7937(1)
0(14)-C(14) 1.1926(1) O(15)-C(14) 1.3163(1) O(15)-C(16) 1.4436(1) N(3)-C(2) 1.3019(1)
N(3)-C(9) 1.3918(1) N(10)-C(2) 1.3725(1) N(10)-C(11) 1.3050(1) N(12)-C(11) 1.3406(1)
N(12)-C(13) 1.4509(1) C(4)-C(5) 1.3619(1) C(4)-C(9)  1.3908(1) C(5)-C(6)  1.3723(1)
C(6)-C(7) 1.3716(1) C(7)-C(8) 1.3981(1) C(8)-C(9)  1.3913(1) C(13)-C(14) 1.5237(1)
C(13)-C(17) 1.5205(1) C(17)-C(18) 1.3752(1) C(17)-C(22) 1.3726(1) C(18)-C(19) 1.3828(1)
C(19)-C(20) 1.3698(1) C(20)-C(21) 1.3702(1) C(21)-C(22) 1.3769(1)

Angulos de Enlace/Valencia (°)

C(2)-S(1)-C(8) 88.95 C(11)-S(23)-C(24) 101.46 C(14)-0O(15)-C(16) 116.53
C(2)-N(3)-C(9) 111.06 C(2)-N(10)-C(11) 120.60 C(11)-N(12)-C(13) 127.48
S(1)-C(2)-N(3)  115.29 S(1)-C(2)-N(10) 115.29 N(3)-C(2)-N(10) 129.42
C(5)-C(4)-C(9) 119.21 C(4)-C(5)-C(6) 121.71 C(5)-C(6)-C(7) 120.81
C(6)-C(7)-C(8) 118.03 S(1)-C(8)-C(7) 129.12 S(1)-C(8)-C(9) 109.73
C(7)-C(8)-C(9) 121.14 N(3)-C(9)-C(4) 125.95 N(3)-C(9)-C(8) 114.96
C(4)-C(9)-C(8) 119.10 S(23)-C(11)-N(10) 118.61 S(23)-C(11)-N(12)  115.88
N(10)-C(11)-N(12) 125.50  N(12)-C(13)-C(14) 106.29  N(12)-C(13)-C(17) 114.76
C(14)-C(13)-C(17) 110.19  O(14)-C(14)-O(15) 124.28  0O(14)-C(14)-C(13) 124.27
O(15)-C(14)-C(13) 111.44  C(13)-C(17)-C(18) 120.78  C(13)-C(17)-C(22)  119.87
C(18)-C(17)-C(22) 119.32 C(17)-C(18)-C(19) 120.10 C(18)-C(19)-C(20) 119.95
C(19)-C(20)-C(21) 120.24 C(20)-C(21)-C(22) 119.64 C(17)-C(22)-C(21) 120.75
Angulos de Torsion/Dihedral (°)

N(3)-C(2)-S(1)-C(8) 0.29 N(10)-C(2)-S(1)-C(8) -179.97 S(1)-C(2)-N(3)-C(9) 0.15
N(10)-C(2)-N(3)-C(9) -179.53  S(1)-C(2)-N(10)-C(11) 179.07 N(3)-C(2)-N(10)-C(11)  -1.25
C(7)-C(8)-C(9)-C(4) 0.39  C(4)-C(9)-N(3)-C(2) 179.58  C(8)-C(9)-N(3)-C(2) -0.68

N(10)-C(11)-S(23)-C(24) -0.94
N(12)-C(11)-N(10)-C(2) -4.84

C(14)-C(13)-N(12)-C(11) -174.04

N(12)-C(13)-C(14)-O(15) 172.22
N(12)-C(13)-C(17)-C(18) 37.72
C(14)-C(13)-C(17)-C(22) 95.93

3. CONCLUSIONES

N(12)-C(11)-S(23)-C(24)179.76
S(23)-C(11)-N(12)-C(13) -6.92
C(17)-C(13)-N(12)-C(11) 63.91
C(17)-C(13)-C(14)-O(14) 117.85

N(12)-C(13)-C(17)-C(22) -144.17

O(14)-C(14)-0O(15)-C(16) -0.09

S(23)-C(11)-N(10)-C(2) 175.94
N(10)-C(11)-N(12)-C(13) 173.83

N(12)-C(13)-C(14)-O(14)

-7.06

C(17)-C(13)-C(14)-0(15) -62.87

C(14)-C(13)-C(17)-C(18) -82.19

C(13)-C(14)-O(15)-C(16) -17

Los amino&cidos neutros se hicieron reaccionar con hidréxido de sodio para ser transformados a
los correspondientes carboxilatos de sodio para tener el grupo amina libre. Para obtener las
benzazolil-isotiourea carboxilatos de sodio, la reaccién se realizé en agitaciéon de etanol por 24
horas a temperatura ambiente, con una lenta eliminacion de una molécula de tiometanol. Los
carboxilatos son insolubles en acetona, por lo que esta se usa para su purificacion.

Con base en el andlisis de los espectros de RMN de 'H de estos compuestos, se demuestra la
presencia de una interaccién intramolecular por puente de hidrégeno con el &tomo de nitrégeno

del anillo del benzazol.

Las estructuras de difraccion de rayos-X de tres de los compuestos en forma de esteres
fueron estudiadas y corresponden a los productos sintetizados.

830



BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

Akihama S, Okhude M, Mizno A, Meiji Yakka, Diagakn Kenkyu Kiyo. Chem Abstr 1968; 68:
10369v.

Russo F, Santagati M. Farmaco Ed Sci 1976;31: 41.

a) Ghoneim KM, Basil S El-, Osman AN, Said MM, Megahed SA. Rev Roum Chim 1991; 36:
1355. b) Hutchinson I, Chua MS, Browne HL, Trapani V, BradshawTD, Westwell AD et al. J
Med Chem 2001; 44: 1446. c) Bhusari, S.R., Pawar, R.P., and Vibute Y.B., Indian J.
Heterocycl. Chem., 2001, 11, 79. d) Sreenivasa, M.V., Nagappa, A.N. and Nargund, L.V.G.,
Indian J. Heterocycl. Chem., 1998, 8, 23. e) Gopkumar. P., Shivakumar, B., Jayachandran,
E., Nagappa, A.N., Nargund, L.V.G., and Gurupadaiah, B.M., Indian J. Heterocycl. Chem.,
2001, 11, 39. f) Ojha, K.G., Jaisinghani, N. and Tabhiliani, H., J. Indian Chem. Soc., 2002, 79,
191.

Singh SP, Seghal S. Indian J Chem 1988; 27 B: 941.

Musser JH, Brown RE, Love B, Baily K, Jones H, Kahen R, et al. J. Med Chem 1984, 27:
121.

Pattan SR, Suresh C, Pujar VD, Reddy VVK, Rasal VP, Kotti BC. Indian J Chem 2005; 4B:
2404,

a) Yoshida M, Hayakawa I, Hyashi N, Agatsuma T, Oda Y, Tanzawa F et al. Bioorg Med
Chem Letters 2005; 15: 3328. b).Racane, L., Tralic-Kulenovic, V., Fiser-Jakic, L., Boykin,
D.W. and Karminski-Zamola, G., Heterocycles, 2001, 55, 2085. ¢) Mahmood-ul-Hasan,
Chohan, Z.H. and Supuran, C.T., Main Group Met. Chem., 2002, 25, 291. d) Brien SEO,
Browne HL, Bradshaw TD, Westwell AD, Stevens MFG, Laughton CA, Org. Biomol. Chem.
2003; 1: 493. e) Trapani V, Patel V, Leong CO, Ciolino H P, Yeh GC, Hose C, Trepel JB,
Steven MFG, Stausvill EA Loaiza-Perez A |, Brit. J. Cancer. 2003; 88:, 599. f) El-Sherbeny,
M.A., Arzneim-Forsch., 2000, 50, 843. g) Trapani, G., Franco, M., Latrofa, A., Reho, A. and
Liso, G., Eur. J. Pharm. Sci., 2001, 14, 209. h) Srimanth, K., Rao, V.R. and Krishna, D.R.,
Arzneim-Forsch., 2002, 52, 388.

a) Sawhney SN, Bansal OP. Indian J Chem 1977; 15B: 121. b) Singh, S.P. and Vaid, R.K.,
Indian J. Chem., 1986, 25B, 288. c) Paramashivappa, R., Kumar, P.P., Rao, S.P.V. and
Rao, S., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13, 657.

a) Ghoneim, K.M., Essawi, M. Y. H.; Mohamed, M.S., and Kamal, A. M., Indian J. Chem.,
1998, 37B, 904. b). Nargund, L.V.G., Indian Drugs, 1999, 36, 137.

a) Amit, B.N., Kamath, R.V. and Khadse, G.B., Indian J. Heterocycl. Chem., 2000, 9, 309. b)
Jimonet, P., Francois, A., Barreau, M., Blanchard, J.C. and Boirean, A., Indian J. Med.
Chem., 1991, 42, 2828. c¢) Singh SP, Misra RS, Parmar SS, Bramlave SJ. J Pharm Sci
1978; 64: 1245. d) Siddiqui N, Alam M. Ind J Het Chem 2004; 13: 361. e) Siddiqui N,
Pandeya SN, Sen AP, Singh GS. Pharmak Eftiki 1992; 4: 121. f) Jimonet P, Francois A,
Barreau M, Blanchard JC, Boirean A. Ind J Med Chem 1991; 42: 2828. g) Singh, S.P.,
Misra, R.S., Parmar, S.S. and Brumleve, S.J., J. Pharm. Sci., 1978, 64, 1245. h) Huseyin,
U., Vanderpoorten, K., Cacciaguerra, S., Spampinato, S., Stables, J.P., Depovere, P., Isa,
M., Maserecl, B., Delarge, J. and Poupaert, J.H., J. Med. Chem., 1998,41, 1138.

a) C.J. Valko, J. Rhodes, M. Moncol, M. lzakovic and M. Mazur, Chemico Biol. Int. 2006,
160, 1-40. b) D. Venkat Ratnam, D.D. Ankola, V. Bhardwaj, D.K. Sahana and M.N.V. Ravi
Kumar, J. Control. Release 2006, 113, 189-207. ¢) S. Suizen, Top. Heterocycl. Chem. 2007,
11, 145-178. d) H.Y. Aboul-Enein, A. Kladna, I. Kruk, K. Lichszteld, T. Michalska and S.
Olgen, Biopolymers 2005, 78, 171-178.

Merchan, F.; Garin, J.; Meléndez, E.; Tejero, T. 2-(2-Benzimidazolylamino)-benzothiazoles
and 2-(2-Imidazolidinylidenamino)-benzothiazoles. Synthesis 1982, doi:10.1055/s-1982-
30068.

831



13.

14.

15.

16.

17.

Garin, J.; Meléndez, E.; Merchan, F.L.; Ortiz, D.; Tejero, T. Facile synthesis of 8-aryl-
aminoand 8-hetarylaminopurines and their 1- and 3-deaza analogs. Synthesis 1985,
doi:10.1055/s-1985-35505.

Merchan, F.L.; Garin, J.; Meléndez, E.; Tejero, T. A facile synthesis of 2-(2-benzothiazolyl-
amino)-1,3-heterazoles. Synthesis 1987, doi:10.1055/s-1987-27946.

Cruz, A.; Gayosso, M.; Contreras, R. Syntheses of optically active 2-(2-benzothiazoly-
limino)- heterazolidines. Heteroat. Chem. 2001, 12, 586-593.

Cruz, A.; Padilla-Martinez, I.I.; Garcia-Baez, E.V. A synthetic method to access symmetric
and non-symmetric 2-(N,N'-disubstituted)guanidinebenzothiazoles. Molecules 2012, 17,
10178-10191.

Cruz, A.; Padilla-Martinez, I.l.; Garcia-Baez, E.V.; Juarez-Juarez, M. S-Methyl-(-N-aryl and -
N-alkyl)isothioureas derived from 2-aminobenzothiazole. ARKIVOC 2008, v, 200-209.

832



DESINCRONIZACION CONDUCTUAL POR HORARIOS IMPREDECIBLES DE ALIMENTACION
EN CONEJOS NEONATOS

Karina Uriostegui Ortegal, Fredi Fernandez Solano®, Yael L. Panes Gonzalez', Albertina Cortés
Sol', Enrique Meza?, Elvira Morgado Viveros®

'Facultad de Biologia, UV. ’Centro de Investigaciones Biomédicas, UV

RESUMEN

Los conejos neonatos estan sincronizados conductual, neural y metabdlicamente a su Unico
momento diario de alimentacién, evidenciado por el fendmeno de actividad anticipatorial al
alimento (AA). Esta actividad ha sido demostrada tanto en paradigmas de alimentacion natural
como artificial. Debido a que la desincronizacion del sistema circadiano causada por la ingestién de
alimento a diferentes horas cada dia ha sido poco estudiada, nosotros exploramos el efecto que los
horarios impredecibles de alimentacién provocan en la sincronizacion de la conducta locomotora
de los conejos de 1-7 dias de edad. Siguiendo nuestros protocolos reportados previamente, un
grupo control recibio infusion intragastrica de leche materna a las 10:00h en los dias posparto (DP)
2-7, mientras que otro grupo recibio la infusién a diferentes horas cada dia: DP2 a 10:00h, DP3 a
06:00h, DP4 a 02:00h, DP5 a 18:00h, DP6 a 14:00h, DP7 a 22:00h. La conducta locomotora fue
registrada dos horas antes y dos horas después de la infusidon de alimento durante los DP6-8. Los
sujetos alimentados en horarios variables no presentaron AA, ya que la locomocién incrementé
Unicamente en un breve periodo posterior a la infusion de leche, a diferencia del grupo control
donde la presencia de AA se manifesté desde 90min previos a la infusion. Los resultados sugieren
que el sistema circadiano de los conejos neonatos esti desincronizado ante la incapacidad de
predecir el horario en que recibirdn su alimento, por lo que este paradigma ofrece un buen modelo
para estudiar la importancia de comer en un horario fijo diariamente para el buen funcionamiento
del organismo.

1. INTRODUCCION

La fisiologia se encuentra en 6ptimas condiciones cuando hay coherencia entre los ciclos diarios
internos y externos a los que el organismo esta expuesto. De este modo, comer a la hora
adecuada, la cantidad y la calidad de alimento que el organismo necesita, ayudara a emitir
respuestas adecuadas a las demandas del ambiente y permitira prevenir desdrdenes fisiologicos,
metabdlicos y conductuales caracteristicos de la desincronizacién interna, como sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares. Debido a que el estilo de vida
moderno contrapone cada vez més a las actividades diarias con las sefales naturales del dia y la
noche, surge la necesidad de investigar los dafios a la salud que ese desfasamiento temporal
causa, a fin de remediar o prevenir las enfermedades que originan. Parametros fisiol6gicos como la
secrecion de las hormonas reguladoras de la ingestion de alimento, asi como las concentraciones
de metabolitos presentan ritmos alterados en roedores y humanos que ingieren alimento en una
fase de actividad diferente a la que su naturaleza indica. Sin embargo, poco se ha explorado sobre
el efecto de la alimentacion a horarios no regulares en la salud de los organismos y esto resulta
importante ya que un gran sector de la poblacion come una gran porcién de alimento Gnicamente
una vez al dia y cada dia a una hora diferente.
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Esto crea la demanda por fortalecer la investigacion usando modelos animales que nos ayuden a
entender qué mecanismos, centrales y periféricos, estan interviniendo en la ganancia de peso y la
predisposicion a enfermedades metabdlicas. Partiendo de la premisa de que mantener un orden
temporal entre las sefiales ambientales, como lo es la alimentacion, con las sefales internas, como
la secrecion de hormonas metabdlicas, mantiene la homeostasis previniendo alteraciones
fisioloégicas, el conejo neonato resulta un excelente modelo de estudio ya que estos sujetos
mantienen de manera natural una alimentacion estrictamente regular temporalmente.

Siendo la conducta locomotora una de las principales evidencias de la sincronizacion interna, el
objetivo de esta investigacion fue conocer el efecto de alimentar a los conejos a diferentes horas
cada dia sobre su actividad locomotora para comprobar si hay una pérdida de la actividad
anticipatoria al alimento caracteristica de los gazapos. Asimismo, explorar la ganancia de peso
corporal en comparacién con sujetos alimentados de manera normal. Esto nos permite iniciar la
basqueda de los efectos de la alimentacion en horarios irregulares sobre el metabolismo y los
centros neurales del control de la ingestion de alimento y balance de energia.

2. TEORIA

El sistema circadiano otorga a los individuos la capacidad de estimar el tiempo y anticipar aquellos
eventos del ambiente que son predecibles. Este sistema genera ritmos con una repetitividad de 24
h, llamados ritmos circadianos. Los ritmos circadianos en los mamiferos son generados desde el
ndcleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotadlamo; esta estructura central es considerada el reloj
biolégico maestro y esta sincronizada a los ciclos de luz-oscuridad ambientales. EI NSQ transmite
fase y periodo a osciladores periféricos. Sin el NSQ, como se demostré en animales con el NSQ
lesionado, los tejidos periféricos contintan oscilando, pero gradualmente se van desfasando tanto
del ciclo luz-oscuridad como de las oscilaciones circadianas de otros tejidos, condicién conocida
como desincronizacion interna. De este modo, el sistema circadiano estd conformado por multiples
osciladores cuyo acoplamiento confiere un orden temporal a las funciones del organismo,
permitiendo una mejor adaptacion del individuo a su ambiente. Asi, el sistema circadiano tiene
fundamental relevancia en el mantenimiento de la homeostasis (Bass y Takahashi, 2010).

El alimento ha mostrado ser otro importante sincronizador de los ritmos circadianos cuyo efecto no
es directamente sobre el NSQ. Cuando el alimento es restringido a pocas horas durante el dia, los
osciladores periféricos responden preferentemente a sefiales provenientes de la alimentacién; se
desacoplan del NSQ y ajustan su fase y periodo a los horarios de ingestion de alimento, mientras
que el NSQ mantiene su fase ajustada al ciclo luz-oscuridad. Estudios en roedores, bajo el
paradigma de restriccion de alimento (acceso al alimento cada 24 h durante 2-4 h), han
demostrado que la influencia de los horarios de acceso al alimento es fundamental para su
organizacién temporal. Animales nocturnos se vuelven diurnos si la posibilidad de obtener el
sustento se restringe al dia. Estos animales despliegan la conducta de actividad anticipatoria al
alimento, caracterizada por un incremento en su actividad locomotora horas antes del acceso al
alimento (Mistlberger, 1994).

Este fendmeno de actividad anticipatoria al alimento se caracteriza por un incremento en la
actividad locomotora del individuo, esto es, aumentan sus patrones conductuales de bdsqueda de
alimento y exploracion 2-3 h antes del acceso al alimento. Esta actividad de anticipacién al
alimento sélo se presenta cuando los horarios de alimentacion se limitan a intervalos dentro de un
limite circadiano, el cual es considerado de 22 a 31. También se ha descrito que este fendmeno
persiste en oscilacion espontanea, es decir, que al dejar en ayuno a los individuos sometidos a un
horario restringido de alimento, la actividad anticipatoria al alimento continda presentandose a la
hora habitual de alimentacién (Mistlberger, 1994).
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Por el contrario, la desincronizacion interna puede originarse por modificaciones conductuales que
hacen que las sefiales de dia—noche no coincidan con los tiempos de actividad o de alimentacion,
tales como trasnochar, el trabajo rotatorio o los viajes transmeridionales (jet lag), causando
disrupcion del acoplamiento o coherencia entre sefiales temporales que influyen en el sistema
circadiano. Esta desincronizacién ha sido vinculada a perturbaciones metabdélicas como obesidad,
sindrome metabdlico y diabetes asi como predisposicion al cancer (Bass y Takahashi, 2010;
Salgado-Delgado et al., 2010). La mayoria de las investigaciones sobre los efectos de la
desincronizacién circadiana estan desarrolladas esencialmente basandose en el cambio repetido
del ciclo luz oscuridad, sin embargo, se empiezan a registrar también trabajos siguiendo una
desincronizacién interna por alimentacion irregular.

Los protocolos de restriccion de alimento estan siendo usados para examinar estos nuevos temas:
cémo la alimentacion durante horas inadecuadas puede afectar el metabolismo. Estudios
realizados en ratones indican que el alimento a horas inadecuadas permite una ganancia de peso
corporal. Los ratones fueron alimentados con una dieta alta en grasa un grupo en la fase de luz y
otro grupo en la fase de oscuridad. Después de 6 semanas de alimentacion, los ratones
alimentados durante la fase de luz ganaron 2.5 veces mas peso que aquellos que comieron en sus
normales horas de noche (Arble et al., 2009). En relacion a esto, estudios en humanos sugieren
que la alimentacién a deshora esta fuertemente ligada a ganancia de peso corporal, obesidad y
sindrome metabdlico. En estas investigaciones se demostré que ingerir alimentos en horarios
irregulares -independientemente de los factores de riesgo tradicionales y de los componentes de la
dieta- se asocia con sindrome metabdlico, resistencia a insulina y riesgo de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares (Sierra-Johnson et al., 2008).

La investigacion con modelos animales ofrece una poderosa oportunidad para elucidar relaciones,
causas y mecanismos que vinculan los desérdenes conductuales y metabdlicos con la disrupcion
en el sistema circadiano. En este sentido, el conejo neonato ha sido propuesto como un modelo
idéneo para el estudio del efecto del horario de alimentacién en la sincronizacion circadiana de los
mamiferos. En el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) se presenta una condiciéon natural de
alimentacion con horario restringido. La coneja lacta a sus crias (gazapos) una sola vez al dia,
cada 24 h, por espacio de 3-5 minutos (Hudson y Distel, 1982; Jilge, 1995). El breve momento de
lactancia es la Unica sefial sincronizadora para los conejos neonatos ya que estan en completa
oscuridad en su madriguera (Hudson y Distel, 1982; Jilge, 1995). Los gazapos son capaces de
anticipar la llegada de su madre presentando un incremento en su actividad locomotora 2-3 h antes
de la llegada de la madre (Jilge, 1995; Caba et al., 2008; Morgado et al., 2008; 2010), similar a la
actividad anticipatoria al alimento que presentan las ratas adultas cuando son sometidas al
paradigma de horario restringido de alimento. Los ritmos de actividad locomotora, la secrecion de
corticosterona y &cidos grasos, y la expresion de la proteinas PER1 (proteina reloj) y FOS
(marcador de actividad neural) en nlcleos hipotalamicos que participan en el control de la ingestion
de alimento y en el control del peso corporal, estan sincronizados a su Unico momento diario de
alimentacion, tanto en gazapos criados con lactancia materna (Caba et al., 2008; Morgado et al.,
2008; 2010) como en criados artificialmente con férmula lactea (Morgado et al., 2011). Se reporto
por primera vez en mamiferos, que las propiedades quimicas y mecanicas de la ingestion de
alimento son sefiales suficientes para la imposicion de ritmos biolégicos en los conejos neonatos
(Morgado et al., 2011). Esto se demostré al utilizar, de manera exitosa, la crianza artificial de
conejos con gastrostomia, infundiéndoles cada 24 horas la cantidad de férmula lactea equivalente
a la cantidad de leche que ingieren desde el pezén materno. Los conejos alimentados
artificialmente cada 24 h, durante sus primeros 7 dias de edad (tiempo al cual estan perfectamente
sincronizados por el momento de la alimentacibn materna), presentaron los mismos pardmetros
hormonales, metabdlicos, conductuales (tienen actividad anticipatoria al alimento) y neurales,
sincronizados a la hora de infusion de alimento similar a los sujetos alimentados por su madre.
Este modelo experimental de crianza artificial ofrece la oportunidad de evaluar discernidamente la
funcion del contexto social, heddnico, bioquimico, sensorial o mecéanico del alimento en los
organismos. De manera importante, permite el estudio de la influencia de la hora de la comida en
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la temporalidad de las funciones homeostaticas y por ende, buen funcionamiento bioldgico de los
mamiferos.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Sujetos experimentales: Conejos neonatos (gazapos; n=28) procedentes de conejas de nuestra
colonia de la especie Nueva Zelanda Blanca mantenidas en la Universidad Veracruzana bajo
condiciones de luz-oscuridad (12:12, con encendido de la luz a las 07:00 h), temperatura de
bioterio controlada (23°C + 2°C) y alimento (nutricubos Purina) y agua ad libitum. En el dia del
nacimiento (dia postnatal, DPO0), los gazapos fueron distribuidos en los grupos experimentales. Las
hembras permanecieron con dos crias para continuar lactando y fueron ordefiadas cada dos dias,
la leche materna fue almacenada en congelacion hasta su utilizacion. Los gazapos fueron
alimentados con leche materna infundida a 37°C a través de una canula intragastrica puesta
mediante una gastrostomia.

Gastrostomia: En el DP1 a las 10:00 h se procedi6 a realizar la gastrostomia siguiendo el método
previamente establecido (Morgado et al.,, 2011). La cirugia consistid en insertar una sonda de
alimentacion en el estdbmago de cada gazapo previamente anestesiado con ketamina i.m.
(3mg/100g de peso). El estémago fue visualizado claramente a través de la pared abdominal
trasllcida de los gazapos y enseguida se hizo una pequefia incisién (0.5 cm aprox.) en la piel, a la
altura del estbmago. A través de esta incision se inserté un tubo de polietileno (PE-50) en el
estébmago con ayuda de un mandril. La incisién fue suturada para fijar la canula firmemente al
estdbmago del gazapo. Posteriormente, las crias se colocaron en una incubadora hasta su total
recuperacién de los efectos de la anestesia. Una vez recuperados, los gazapos fueron trasladados
a su nido experimental, contruido en una caja de unicel, con papel absorbente y material del nido
materno, donde permanecieron hasta el DP7 en condiciones de oscuridad constante.

Grupos experimentales: Los gazapos con gastrostomia fueron asignados aleatoriamente a cada
uno de los grupos experimentales. 1) Grupo Control (n=14). A partir del DP2, los gazapos fueron
alimentados intragastricamente con leche materna a las 10:00 h, hasta el DP7. El dia ocho fueron
privados de su sesion de alimentacién para analizar la persistencia del posible ritmo de actividad
locomotora (grupo control con ayuno). 2) Grupo variable (n=14). Al igual que el Grupo Control, a
partir del DP2, los gazapos fueron alimentados intragastricamente con leche materna hasta el DPN
7 (dia del fin del experimento). La infusion de leche materna a este grupo se realizé a diferentes
horas cada dia: DP2 a las 10:00h, DP3 a las 06:00h, DP4 a las 02:00h, DP5 a las 18:00h, DP6 a
las 14:00h, y en DP7 a las 22:00h. El dia ocho fueron privados de su sesion de alimentacién para
analizar la persistencia del posible ritmo de actividad locomotora (Grupo Variable con ayuno).

Infusion de leche: El proceso de alimentacion intragastrica se realizara siguiendo el protocolo
publicado anteriormente (Morgado et al., 2011). La canula intragastrica se conect6 a una jeringa de
que contenia la cantidad de leche materna necesaria para cada gazapo. La cantidad de leche que
se infundi6 a cada gazapo fue una aproximacién a la cantidad de leche que succionan los gazapos
durante los primeros 7 dias de edad, calculada desde su peso corporal (Gonzélez-Mariscal et al.,
1994) y de acuerdo al llenado estomacal. La infusion de alimento se hizo a velocidad constante en
un tiempo establecido de 3 a 5 min., considerando que es el tiempo que tarda en amamantar la
coneja a sus crias (Hudson y Distel, 1982; Jilge, 1995).

Determinacién de la ganancia de peso corporal: Los gazapos de ambos grupos seran pesados
cada dia, antes y después de la alimentacion, en una balanza electrénica, siguiendo protocolo ya
reportado para este modelo (Morgado et al., 2011). El peso registrado en el DP1, antes de la
alimentacion, fue considerado como el 100% de peso corporal. Los gramos de diferencia entre los
pesos previos a la infusion de leche entre un dia de alimentacion y otro fueron considerados como
ganancia diaria. El porcentaje de ganancia de peso corporal diario fue el resultado de relacionar el
peso inicial con la ganancia diaria que aporta cada sesion de alimentacién intragastrica. Se realizé

836



un ANOVA de una via para determinar las diferencias entre la ganancia de peso corporal diario en
cada grupo (Control y Variable).

Registro de actividad locomotora. La actividad locomotora se determiné siguiendo el método
reportado por Pongracz y Altbacker (2003) ya que este método provee una excelente oportunidad
para las condiciones en las que se mantiene a los gazapos de crianza artificial (Morgado et al.,
2011). Este método consiste en registrar el peso del nido con la camada, mediante una balanza
electrénica sobre la cual esta el nido y obtener la varianza del peso registrado 6 veces durante un
minuto, en lapsos de 10 segundos. Asi, la actividad locomotora es equivalente al promedio de la
varianza del peso de las camadas registrado en los DP6-DP8, en su correspondiente punto
temporal. 1) Para el Grupo Control, el registro se realiz6 en el DP6 y 7 a los 120, 60, 30 y 15
minutos antes de la hora de la infusién y 15, 30, 60 y 120 minutos posteriores al momento de la
alimentacion (10:00 h) obteniendo el promedio de los dos dias. En DP8, el registro fue en los
mismos tiempos pero se privé de la sesidon de infusién con la finalidad de registrar la persistencia
del ritmo de actividad locomotora. Se realiz6 un ANOVA de una via para determinar las diferencias
entre la actividad locomotora entre los diferentes puntos temporales en sujetos alimentados (DP6-
DP7) y sujetos privados de una sesion de alimentacion (DP8). 2) Para el Grupo Variable, en el DP6
se registro actividad locomotora a los 120, 60, 30 y 15 minutos antes de la hora de la infusién y 15,
30, 60 y 120 minutos posteriores al momento de la alimentacion (14:00 h); en el DP7 se registro
actividad locomotora en los mismos puntos temporales que para el Grupo Control con la finalidad
de comparar la actividad de ambos grupos a la misma hora, cuando el Grupo Variable no habia
sido alimentado. Ademas, en el DP7 se registr6 actividad locomotora en los mismos puntos
temporales que en DP6, al rededor de las 14:00 h (hora de la infusién en DP6), con la finalidad de
evaluar la posible sincronizacién de la actividad locomotora ante el Ultimo evento de alimentacion.
También, en el DP7 se registré actividad locomotora alrededor del momento de la alimentacion que
fue a las 22:00 h. Con el objetivo de corroborar la posible sincronizacion de la actividad locomotora
ante el Ultimo evento de alimentacion, en el DP8 se registré actividad locomotora en los mismos
puntos temporales que en DP7, al rededor de las 22:00 h (hora de la infusién en DP7). Se realiz6
un ANOVA de una via para determinar las diferencias entre la actividad locomotora entre los
diferentes puntos temporales en sujetos alimentados (DP6-DP7) y sujetos privados de una sesion
de alimentacion (DP8).

4. RESULTADOS

Ganancia de peso corporal. El promedio del peso registrado en el DP1, antes de la cirugia, para
el Grupo Control fue de 57.5g mientras que para el Grupo Variable fue de 72.33g. A partir de estos
promedios establecimos el porcentaje de ganancia de peso corporal diaria para cada grupo
experimental, el cual vari6 a través de los dias tanto en el Grupo Control como en el Grupo
Variable (Fig. 1).

Para el Grupo Control (F(4 60)° 84.562; P<0.001) la maxima ganancia de peso corporal fue en el dia

5 de alimentacion, diferente de los dias 1 (P<0.001), 2 (P<0.001) y 3 (P<0.001). También, se
observo diferencia en el dia de alimentacion 4, diferente de los dias 1 (P<0.001), 2 (P<0.001) y 3
(P<0.001). En el Grupo Variable (F(4 6o 31.216; P<0.001) la méxima ganancia de peso corporal

también fue registrada en el dia 5 de alimentacion, diferente de los demés dias (P<0.001 contra
todos los dias). Se observa que el grupo control tuvo una ganancia de peso mayor que el Grupo
Variable, el cual tuvo pérdida de peso en los primeros dos dias de alimentacion. Estos datos son
importantes para asumir que la regularidad en la hora de alimentacion es fundamental para el
balance de energia de los gazapos, lo cual puede deberse a que el horario impredecible de
alimentacion no permite ajustar el metabolismo de los sujetos para la absorcién de nutrientes.
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Figura 1. Porcentaje de ganancia de peso corporal en gazapos alimentados artificialmente. La
infusién de alimento en un horario variable cada dia (VAR) suprime la ganancia de peso corporal
de los gazapos con respecto a los alimentados todos los dias a la misma hora (CTL). Los
asteriscos denotan diferencia significativa entre los puntos maximos y los minimos en cada grupo
(prueba post hoc Tukey, **P< 0.01).

Actividad locomotora. Nuestro punto de partida fue analizar el incremento de la actividad
locomotora antes de la llegada del alimento, similar a lo reportado previamente en gazapos de
crianza artificial (Morgado et al., 2011), pero ahora ante la infusiobn de leche materna otorgada
diariamente y comprobar la persistencia de tal ritmo en el Grupo Control. Observamos que la
actividad locomotora del Grupo Control varid significativamente entre los puntos temporales

estudiados (F(7 157 16.278; P<0.001, Fig. 2). La actividad maxima se registr6 15 min antes de la

infusion de alimento diferente de los puntos de actividad minima, es decir, 120 y 60 min antes de la
infusién de alimento (P<0.001), también fue diferente de 30 min antes (P=0.016), 60 (P=0.045) y
120 min después (P=0.039). La actividad de los gazapos continué 15 min después de la infusion de
alimento, siendo diferente de 120 y 60 min antes (P=0.002 para ambos puntos). Asimismo, se
encontré diferencia 30 min después de la infusién contra 120 (P=0.007) y 60 (P=0.008) min antes
de la infusion de alimento.

De igual modo, a través de los puntos temporales registrados, observamos que la actividad

locomotora del Grupo Control con ayuno varié significativamente (F(7 15" 21.426; P<0.001, Fig. 2),

registrando el pico maximo de actividad 15 minutos antes de la hora esperada de infusion de
alimento (P<0.001 contra 120 min antes y 30, 60 y 120 min después; P=0.009 contra 60 y 30 min
antes; P=0.001 contra 15 min después). Ademas, se encontr6 diferencia 60 min antes de la hora
esperada de infusion contra 60 (P=0.048) y 120 (P=0.031) min después de la hora esperada de
infusidon. También se encontro diferencia 30 min antes del horario esperado de infusion contra 120
min después (P=0.047). Observamos que los gazapos alimentados todos los dias a las 10:00 h
incrementan su actividad horas antes de la infusién de alimento y posteriormente esta actividad
desciende para permanecer quiescentes una vez que ha pasado el periodo de alimentacion y que
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este ritmo persiste adn en privacion de una sesién de alimentacion. Es decir, la actividad
locomotora del Grupo Control esta sincronizada a la hora de infusion.
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Figura 2. Actividad locomotora del Grupo Control. Se observa una sincronizacion de la actividad
locomotora a la hora de la infusion de alimento (10:00 h) en el Grupo Control (CTL), mismo que
persiste al siguiente dia cuando ha sido omitida la sesion de alimentacion (CTL AYUNO). La
actividad locomotora es equivalente al promedio de la varianza del peso registrado de las
camadas en los dias poshatales 6 y 7 para CTL y 8 para CTL AYUNO, al rededor de la hora de
infusion (10:00 h). La linea punteada representa el momento en que se infundio el alimento en su
estdbmago. Los asteriscos denotan diferencia significativa entre los puntos maximos y los
minimos en cada grupo (prueba post hoc Tukey, *P< 0.05; *P< 0.01).

Se comparo6 la actividad locomotora del Grupo Control contra el Grupo Variable en el DP7 con la
finalidad de observar algin efecto de la hora del dia en la distribucion de la actividad antes de la
hora de la comida en los sujetos del Grupo Control. En este grupo se encontré una variaciéon con
respecto al tiempo (F¢15=6.208; P=0.010, Fig. 3), registrando diferencia 30 min antes de la
infusién de alimento contra 120 y 60 min antes de la infusién (P=0.018) y contra 30 (P=0.044), 60
(P=0.033) y 120 (P=0.019) min después de la infusion. En el grupo VAR10:00 también se encontrd
variacion con respecto al tiempo (F15=22.490; P<0.001), teniendo la actividad méaxima 60 min
antes de las 10:00h, siendo diferente a 120 y 30 min antes (P<0.001), asi como 60 y 120 (P<0.001)
y 15 (P=0.015) min después. Ademas, se encontré diferencia 15 min antes de la infusion (P=0.006
contra 120, P=0.009 contra 30 min antes; P=0.006 contra 60 y P=0.009 contra 120 min después).
También, se registr6 una diferencia de actividad 30 min después de las 10:00h contra 120
(P=0.004) y 30 (P=0.005) min antes, asi como 60 (P=0.004) y 120 (P=0.005) min después de la
infusidon en Grupo Control. Como se aprecia en la Fig. 3, el Grupo Variable no tiene un patron de
actividad locomotora similar al Grupo Control, el cual muestra claramente un incremento de
actividad antes de la infusién y un decremento posterior a la alimentacion.
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Figura 3. Actividad locomotora a las 10:00h. Se observa una sincronizacion de la actividad
locomotora a la hora de la infusién de alimento (10:00 h) en el Grupo Control (CTL), mientras
que el Grupo Variable (VAR) no muestra ningun patrén de actividad ritmico a esa hora. La
actividad locomotora es equivalente al promedio de la varianza del peso registrado de las
camadas en el dia posnatal 7, en el correspondiente punto temporal, al rededor de la hora de
infusion (10:00 h), de CTL. La linea punteada representa el momento en que se infundié el
alimento en el estbmago de los gazapos de CTL. Los asteriscos denotan diferencia significativa
entre los puntos méximos y los minimos en cada grupo (prueba post hoc Tukey, *P< 0.01).

Nuestro principal objetivo fue mostrar que los gazapos alimentados a diferentes horas cada dia son
incapaces de mostrar actividad anticipatoria al momento de la alimentacién. Como esperabamos,
nuestros resultados indican que los gazapos no son capaces de predecir la hora de la alimentacién
sin haber establecido un horario fijo de comida, lo que comprobamos al analizar la actividad
locomotora del Grupo Variable en el DP6 alrededor de la hora de infusion, que para ese dia fue a
las 14:00 h (Grupo Variable 14:00). En este grupo no se encontré variacion entre los puntos
temporales (F, 15=1.001; P=0.493, Fig. 4A), indicando ausencia de ritmicidad en este parametro.

Para ver un posible efecto de sincronizacién ante el Ultimo evento de alimentaciéon se analizé la
actividad en los puntos temporales correspondientes en el DP7, sin que ese dia hubiesen sido
alimentados a las 14:00 h, por lo que le llamamos Grupo Variable con Ayuno. En este grupo se
encontré una variacion entre los puntos temporales (F15=7.419; P=0.006, Fig. 4A), donde se
encontré diferencia a los 30 min antes del horario esperado de infusién contra 120 (P=0.007), 60
(P=0.007) y 15 (P=0.008) antes del horario esperado de infusion, asi como 15 (P=0.028), 30
(P=0.006), 60 (P=0.010) y 120 (P=0.012) min después. A pesar de que hay un incremento 30 min
antes de la posible infusion, los gazapos de este grupo no tienen una ritmicidad ya que los sujetos
permanece practicamente quiescentes la mayor parte del tiempo. Para comprobar la
desincronizacion en el Grupo Variable se realizé una repeticién del procedimiento anterior, en la
siguiente sesién de alimentacion que ocurrié a las 22:00 h (DP7) y en su respectiva fase de ayuno
en DP8. En el grupo VAR22:00 no se encontré una variacion entre los puntos temporales
(F715=0.208; P=0.974, Fig. 4B), y no se encontraron diferencias entre los puntos. En el grupo
VAR22:00 AYUNO tampoco se encontro una variacion entre los puntos temporales (F,15=2.319;
P=0.131, Fig. 4B), y no se encontraron diferencias entre los puntos.
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Figura 4. Actividad locomotora del Grupo Variable. Se observa una pérdida de la capacidad de
prediccién del momento en que serdn alimentados los sujetos independientemente de la hora; ni
cuando fueron alimentados a las 14:00h (VAR 14:00H) ni a las 22:00 (VAR 22:00) se muestra
ningdn patrén de actividad ritmico. Tampoco se observa un efecto del dltimo evento de
alimentacion ya que al siguiente dia (VAR AYUNO) tampoco se presenta ritmicidad en la
actividad locomotora. La linea punteada representa el momento en que se infundié el alimento
en el estbmago de los gazapos. Los asteriscos denotan diferencia significativa entre los puntos
maximos y los minimos en cada grupo (prueba post hoc Tukey, **P< 0.01).

5. CONCLUSIONES

Al parecer, la regularidad temporal de alimentacidbn es necesaria para mantener el equilibrio
homeostatico de los gazapos, alterando el ciclo de actividad-descanso. Los resultados sugieren
que el sistema circadiano de los conejos neonatos esta desincronizado ante la incapacidad de
predecir el horario en que recibiran su alimento, por lo que este paradigma ofrece un buen modelo
para estudiar la importancia de comer en un horario fijo diariamente para el buen funcionamiento
del organismo.

BIBLIOGRAFIA

1. D. M. Arble, J. Bass, A. D. Laposky, M. H. Vitaterna, y F. W. Turek, “Circadian timing of food
intake contributes to weight gain”, Obesity, Vol. 17, 11, 2009, pp. 2100-2102.

2. J. Bass, y J. S. Takahashi, “Circadian integration of metabolism and energetics”, Science,
Vol. 330, 6009, 2010, pp. 1349-1354.

3. M. Caba, A. Tovar, R. Silver, E. Morgado, E. Meza, Y. Zavaleta, y C. Juérez, “Nature’s food
anticipatory experiment: entrainment of locomotor behavior, suprachiasmatic and
dorsomedial hypothalamic nuclei by suckling in rabbit pups”, Eur. J. Neurosci., Vol. 27,
2008, pp. 432-443.

841



10.

11.

12.

13.

G. Gonzalez-Mariscal, V. Diaz-Sanchez, A. Melo, C. Beyer, y J. S. Rosenblatt, “Maternal
behavior in New Zeland white: quantification of somatic events; motor pattern, and steroids
plasma levels”, Physiol. Behav., Vol. 55, 1994, pp. 1081-1089.

R. Hudson, y H. Distel, “The pattern of behavior of rabbit pups in the nest”, Behaviour, Vol.
79, 1982, pp. 255-271.

B. Jilge, “Ontogeny of the rabbit’s rhythms without an external zeitgeber”, Physiol. Behav.,
Vol. 58, 1995, pp. 131-140.

R. E. Mistlbeger, “Circadian food-anticipatory activity: formal models and physiological
mechanisms”, Neuroci. Biobehav. Rev., Vol. 18, 1994, pp.171-195.

E. Morgado, M. K. Gordon, M. D. Minana-Solis, E. Meza, S. Levine, C. Escobar, y M. Caba,
“Hormonal and metabolic rhythms associated with the daily scheduled nursing in rabbit
pups”, Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol., Vol. 295, 2008, pp. R690-R695.

E. Morgado, E. Meza, M. K. Gordon, K. Y. Pau, C. Juarez, y M. Caba, “Persistence of
hormonal and metabolic rhythms during fasting in 7-to 9-day-old rabbits entrained by nursing
during night”, Hormons and Behavior, Vol. 58, 2008, pp. 465-472.

E. Morgado, C. Juérez, A. |. Melo, B. Dominguez, M. N. Lehman, C. Escobar, E. Meza, y M.
Caba, “Artificial feeding synchronizes behavioral, hormonal, metabolic and neural
parameters in mother-deprived neonatal rabbit pups”, Eur. J. Neurosci., Vol. 34, 2011, pp.
1807-1816.

P. Pongracz, y V. Altbacker, “Arousal, but not nursing, is necessary to elicit a decreased fear
reaction toward humans in rabbit pups”, Dev. Psychobiol., Vol. 43, 2003, pp. 192-199.

R. Salgado-Delgado, M. Angeles-Castellanos, N. Saderi, R. Buijs y C. Escobar, “Food intake
during the normal activity phase prevents obesity and circadian desynchrony in a rat model
of night work”, J. EMBO, Vol. 151, 2010, pp.1019-1029.

J. Sierra-Johnson, A. L. Undén, M. Linestrand, M. Rosell, P. Sjogren, M. Kolak,... y M. L.
Hellénius, “Eating meals irregularly: a novel environmental risk factor for the metabolic
syndrome”, Obesity, Vol. 16, 6, 2008, pp. 1302-1307.

842



EL APRENDIZAJE LUDICO DE LA NOMENCLATURA INORGANICA

Maria Emelia Zamora L6pez”*, Heraclio Victoria Moreno®, Lydia maria Pérez Diaz', Maria Dolores
Guevara Espinosa’ y J. Jesus Hinojosa Moya' Jorge Luis Zamora Sanchez® “Beatriz Espinosa
Aquino

! Facultad de Ingenieria Quimica BUAP. ? Preparatoria Lic. Benito Juarez Garcia BUAP. ® Facultad
de Ciencias de la Electrénica BUAP. “Instituto de Ciencias de la BUAP (ICUAP)

RESUMEN

Este trabajo consistié en disefiar un material didactico, que pudiera manejarse en el salén de
clase, conocer su utilidad y manejo; para reafirmar el aprendizaje de la nomenclatura en quimica
inorganica. Algunos alumnos presentan poco dominio al estructurar formulas quimicas y darles un
nombre correcto. Este es el motivo de crear la estrategia de ensefianza-aprendizaje, denominada
“Circulo de Nomenclatura” que sera un apoyo para complementar lo que ya se ha aprendido
tedricamente del tema de nomenclatura de Quimica Inorgéanica.

Para disefiar el material didactico, se llevaron a cabo las siguientes consideraciones:

Ubicar la poblacién a la cual se dirige el uso del material didactico y ¢cuales son los
conocimientos que tienen del tema?, se disefia el material (circulo) en tres partes, estas, se unen, y
complementan para conseguir el aprendizaje, el material se construye de una forma novedosa,
creativa y practica favoreciendo el conocimiento de la Nomenclatura Inorganica en los estudiantes;
es una herramienta fécil de transportar, econémica, y con el uso adecuado se logra un aprendizaje
significativo en cada uno de los estudiantes. El material didactico elaborado logro aumentar los
niveles de aprendizaje de la nomenclatura inorganica en los alumnos a los cuales les fue aplicado.

1. INTRODUCCION

El aprendizaje de la nomenclatura quimica es complicado ya que contiene reglas para dar nombre
a los compuestos estos, se han modificado con el tiempo y se seguiran modificando a medida que
se obtengan nuevos compuestos 0 se establezcan acuerdos internacionales para designar a los ya
existentes. Las reglas de nomenclatura actuales provienen de los acuerdos internacionales
tomados en una asociacién mundial de quimicos, denominada International Unién of Pure and
Applied Chemestry conocida como IUPAC, por sus siglas en inglés (Union International de Quimica
pura y Aplicada, UIQPA). (Rodriguez, 2004).

La didactica juega un rol principal en el aprendizaje ya que facilita que los alumnos se apropien del
conocimiento. El trabajo en equipo desarrolla la suma de esfuerzos individuales para alcanzar
metas comunes.

La metodologia de trabajo que se propone se aplica en el proceso de ensefianza-aprendizaje de la
nomenclatura Inorganica; consiste en trabajar con el material didactico denominado Circulo de
Nomenclatura

Se utiliza el principio de la ruleta, es muy sencillo, econémico y facil de manejar, consta de dos
circulos el de mayor diametro tiene informacién en el anverso y reverso
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El circulo que se encuentra en la base contiene un resumen de cémo se forman los compuestos
béasicos inorganicos y tres ventanas por donde se pueden observar los cationes, aniones,
compuestos y una pestafia que oculta el nombre del compuesto que se ha formado:

Ante la dificultad que presentan los alumnos para su aprendizaje en algunos temas, se han
desarrollado ciertas actividades que han influido en facilitar la comprension del tema en estudio, el
uso de material didactico y del trabajo cooperativo son los métodos utilizados, en esta participacion
activa de los alumnos, que aprenden cuando escuchan a sus compafieros y hacen comentarios del
tema en estudio, juntos construyen el conocimiento

2. TEORIA

Existen miles de compuestos quimicos inorganicos, se encuentran clasificados en 5 grupos basicos
denominados: 6xidos, hidroxidos, acidos, hidruros y sales, cada una de estas sustancias tiene un
nombre comun y otro sistemético.

La nomenclatura quimica es la parte de la quimica que estudia y asigna los nombres a los
elementos y compuestos que van surgiendo a través de los trabajos cientificos; basicamente, los
nombres de las sustancias quimicas juegan un papel muy importante en el lenguaje de la Quimica,
por lo que la nomenclatura es su pie derecho.

Tal nomenclatura se basa en reglas establecidas al momento de asignar el nombre a una
sustancia, las reglas fueron elaboradas por un grupo de personas especialistas en el tema (
Comision de Nomenclatura de Quimica Inorganica) de la International Union of Pure and Applied
Chemestry (IUPAC), misma que presento, en 1921, un sistema de nomenclatura inorgénica
conocido hoy como Sistema de Nomenclatura Tradicional, y que hoy en dia, ya no es
recomendado por este organismo mundial para nombrar varias sustancias. (Del Bosque, 2005).

Afios después la IUPAC recomendd utilizar el Sistema Stock, en honor a su autor el quimico
aleman Alfred Stock, muerto en 1946; mas tarde aparece el Sistema de Proporciones,
recomendado también por la IUPAC, pero como una alternativa u opcién al Sistema Stock. Asi
pues, existen tres sistemas de Nomenclatura para utilizarlos sobre las sustancias inorgénicas,
todos aprobados por la IUPAC, pero solo dos de ellos son los recomendados:

- Sistema Tradicional. Fue el primer sistema de la IUPAC; es obsoleto, pero aun utilizado.
- Sistema Stock. Es un sistema moderno; es el sistema oficial de la IUPAC
- Sistema de Proporciones o estequiométrico. Es una opcion contemporanea de la IUPAC.

Se recalca que el nombre de una sustancia proviene de su férmula y de las recomendaciones
enmarcadas en las leyes del sistema de nomenclatura utilizado. (Chang, 2013).

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) ha recomendado una serie de reglas
aplicables a la nomenclatura quimica de los compuestos inorganicos; las mismas se conocen
comunmente como "El libro Rojo".1 Idealmente, cualquier compuesto deberia tener un nombre del
cual se pueda extraer una féormula quimica sin ambigiedad.

También existe una nomenclatura IUPAC para la Quimica organica. Los compuestos organicos son
los que contienen carbono, cominmente enlazados con hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, azufre y
algunos haldgenos. El resto de los compuestos se clasifican como compuestos inorganicos. Estos
se nombran segun las reglas establecidas por la IUPAC.

Los compuestos inorganicos se clasifican segun la funcién quimica que contengan y por el nimero
de elementos quimicos que los forman, con reglas de nomenclatura particulares para cada grupo.
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Una funcion quimica es la tendencia de una sustancia a reaccionar de manera semejante en
presencia de otra. Los grupos de compuestos tienen propiedades caracteristicas de cada funcion
quimica, los acidos, tienen propiedades del ion hidrégeno H+; y las bases tienen propiedades
caracteristicas de este grupo porque presentan al ion OH-1 en estas moléculas..

Nomenclatura sistematica o IUPAC

También llamada racional o estequiométrica. Se basa en nombrar a las sustancias usando prefijos
numeéricos griegos que indican la atomicidad de cada uno de los elementos presentes en cada
molécula. La atomicidad indica el nimero de atomos de un mismo elemento en una molécula,
como por ejemplo el agua con formula H20, que significa que hay un atomo de oxigeno y dos
atomos de hidrégeno presentes en cada molécula de este compuesto, aunque de manera mas
préactica, la atomicidad en una férmula quimica también se refiere a la proporciéon de cada elemento
en una cantidad determinada de sustancia. En este estudio sobre nomenclatura quimica es mas
conveniente considerar a la atomicidad como el nimero de atomos de un elemento en una sola
molécula. La forma de nombrar los compuestos en este sistema es: prefijo-nombre genérico +
prefijo-nombre especifico. (Brawn, 2014).

De tal forma que la complejidad de nombrar a los diferentes compuestos o formulas presentes por
los alumnos de nivel medio basico y superior al que se enfrentan al cursar por la materia de
quimica, resulta ser importante la metodologia de ensefianza profesor y la forma de aprendizaje
del alumno.

Hablando de los aspectos metodolégicos en la educacion, (Rugarcia, 2005) dice: “Un método es la
manera estructurada como se consigue un objetivo”. Para conseguirlo es necesario pensar,
analizar ¢como, hacer para llegar a los resultados deseados? Sintetizar de forma critica, en una
forma integral lo que se encuentra en desorden dentro de un cimulo de ideas, no es una tarea
fécil, es un proceso que surge cuando se provoca un desarrollo intelectual en el ser humano.

Hasta la fecha cientificos como Dewey, Piaget, Vigotsky entre otros, “no han distinguido ni
integrado el quehacer intelectual y emocional de la conciencia, ni han aclarado del todo las
operaciones mentales que un sujeto concreto debe realizar para desarrollar su “inteligencia” o sus
estructuras de pensamiento”, educar es promover el aprendizaje utilizando estrategias que
desarrollen las capacidades o potencialidades genéricas del ser humano, la metodologia que sigan
los profesores es diversa y variada, aprender depende de la forma en que los alumnos desarrollen
sus habilidades de pensamiento. Pero no sélo los alumnos tienen prioridad en el método elegido
también el o los profesores entran en esta dinamica por la forma en que desarrollen las actividades
previstas para analizar un determinado tema en cuestién. (Rugarcia, 2005).

De lo mencionado anteriormente hoy en dia, entre los métodos que el docente elige para impartir
generalmente su cétedra en la educacion superior se encuentran: el de exposicion del profesor;
exposicién del profesor junto con discusion del grupo; seminario, en que se estudia a mayor
profundidad el material didactico sefialado por el profesor para posteriormente analizarlo en clase
un método mas es el tutorial, donde el estudiante selecciona un tema para investigacién y
desarrolla un trabajo que periédicamente se presenta al profesor para su discusién. Sin embargo
no se puede afirmar que haya un Unico método de ensefianza aplicable, porque cada una de las
disciplinas es diferente las condiciones de trabajo son diferentes, los alumnos son diferentes, los
estratos sociales diferentes, las culturas diferentes etc. (Sanchez, 1995).

Didéactica del aprendizaje
Trabajo en equipo

En un equipo de trabajo un conjunto de individuos cooperan para lograr objetivos. El equipo se
coordina suma esfuerzos individuales, colaboran para alcanzar las metas comunes que estaran
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bien definidas desde el inicio. Cada uno de los integrantes tienen responsabilidades que deben
cumplir tienen un objetivo, son productivos, cuando comienzan a trabajar en el aprendizaje, se
aclaran hasta cierto grado las relaciones de autoridad de cada integrante.

La organizacién del trabajo

La organizacion es fundamental en el equipo o grupo de trabajo, esto deriva en el mejoramiento y
la eficacia de la formacion. Para ello se asignan tareas a cada uno de los integrantes a corto
mediano y largo plazo, la comunicacién, establecimiento y conservacién de relaciones en el equipo
son muy importantes para que marchen las cosas en la solucién de los problemas que puedan
surgir en el momento de trabajar. Tareas como:

Diagnéstico

Administracion de los procesos de grupo

Andlisis y negociacién de papeles

Reuniones de diagndstico: “; Cémo marchan las cosas?”
Solucion de problemas,

Toma de decisiones,

Definicién de papeles.

Designacion de liderazgo

Nombramiento como responsable en primer y segundo lugar, son primordiales para evitar
conflictos dentro del equipo de trabajo.

3. PARTE EXPERIMENTAL

La metodologia de trabajo que se propone se aplica en el proceso de ensefianza-aprendizaje de la
nomenclatura Inorganica a nivel preparatoria principalmente; aunque se puede implementar a nivel
licenciatura; esta metodologia, consiste en trabajar con el material didactico denominado “Circulo
de Nomenclatura”, después de que el profesor encargado de la materia, ha dado las reglas de la
nomenclatura y ha hecho ejercicios para que los alumnos conozcan el tema, el material didactico
(circulo de nomenclatura) sera usado para reforzar el aprendizaje dado en la clase por el maestro,
con su puesta en marcha, se eliminan aquellas dudas de los discentes y agilizan la mente de
aquellos estudiantes que ya tienen una clara idea de lo que es la Nomenclatura Inorgénica.
También es factible dar a los alumnos el material del circulo unos 15 dias antes de llegar al tema
de nomenclatura para que conozca las reglas y compuestos ahi establecidos y tenga la
oportunidad de irse interesando en el tema, de tal forma que cuando el profesor comience a
explicar la Nomenclatura el alumno ya tiene conocimientos previos del tema y puede hacer
preguntas durante la explicacion del tema. La forma de trabajar el Circulo de Nomenclatura es
diversa se puede usar el principio de la ruleta, el cual es muy sencillo y facil de manejar, el material
consta de dos circulos:

El de mayor diametro, se encuentra integrado por dos caras. (Figura la), contiene: aniones y
cationes con sus cargas positivas y/o negativas, estos formaran las férmulas de los compuestos
inorgénicos, estableciendo los nombres de dichos compuestos de acuerdo con la IUPAC. Al
reverso de la cara principal de la figura 1a, se describen las caracteristicas y funciones quimicas
inorganicas mas usuales de la nomenclatura Inorgéanica (figura 1b).
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Fig.1la Circulo base de la ruleta contiene: iones y cationes de elementos quimicos, compuestos
formados a partir de los iones presentes y el nombre de los compuestos.
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Fig. 1b, Indicacién del uso, caracteristicas y Funciones Quimicas Inorganicas mas usuales de la
Nomenclatura Inorganica.

Fig. 2. Tendra movimiento de giro. Contiene impreso un ejemplo a manera de resumen.
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El segundo circulo (figura 2) se colocara sobre la figura 1a, y es el que tendrd movimiento de giro,
para hacer diversas combinaciones (con los elementos de la Tabla Periodica) en la formacion de
las sustancias quimicas. Contiene algunas reglas de Nomenclatura, ejemplos a manera de
resumen de cémo se formar los compuestos inorganicos, cual es el nombre correcto que le
corresponde a cada compuesto y tres ventanas alineadas con la figura 1a en donde se pueden
observar los cationes, aniones, compuestos y una pestafia (desfasada a propdsito), que oculta el
nombre del compuesto que se ha formado.

Es necesario unir los dos circulos del material didactico en una imprenta, o con un broche que
asegure su movimiento de tal forma que se encuentre en condiciones adecuadas para usarse.

Una vez que se han integrado los circulos y que se han dado las instrucciones para el uso del
material didactico se procede a realizar actividades de aprendizaje con los alumnos, una de ellas
puede desarrollarse de la siguiente manera:

Se integran equipos de trabajo de cuatro a cinco alumnos y dentro del equipo se elige un
integrante (alumno piloto) de preferencia el que mas domine el conocimiento de la nomenclatura.

Las indicaciones dicen que, cada uno de los integrantes del equipo (excepto el alumno piloto)
debera girar el circulo y cuando pare de girar de acuerdo al punto de referencia, el alumno
nombrard el compuesto formado. Cada alumno trabajara durante cinco minutos como maximo, en
este tiempo lograran formar al menos 10 compuestos quimicos. El alumno piloto, observa que las
instrucciones se cumplan tal como se ha estipulado, y anota los compuestos formados de cada uno
de los alumnos integrantes de su equipo. Estos compuestos seran revisados posteriormente por el
profesor.

Si el alumno ha cumplido acertadamente, el profesor puede darles una puntuacién, adecuada a los
compuestos formados.

Cuando el alumno no pudo dar nombre a los primeros tres compuestos, el equipo le ayudara a
formarlos.

Otra alternativa es la siguiente:

El docente asigna el nombre correcto de aniones y cationes y los integrantes del equipo
encuentren la férmula del compuesto en el circulo, cooperando entre todos. También puede
llevarse a cabo el proceso inverso, el docente propone a los estudiantes al menos diez féormulas
de compuestos y el equipo entregara por escrito, los aniones y cationes que integran cada uno de
los compuestos que el profesor proporciono con anterioridad.

Cuando los alumnos han trabajado por 30 minutos se termina la actividad. La evaluacién puede
ser realizada durante la actividad en clase, o en otro momento.

La manera en la que se trabaje el material didactico, Circulo de Nomenclatura mostrado en la
figura 1, depende del docente y del grupo, esta solo es una opcién de trabajo, la creatividad para el
desarrollo de la actividad depende de cada uno de los profesores.

4. RESULTADOS

Se ha observado que en la actualidad se utilizan diversos métodos de ensefianza, si bien es cierto
gue se utiliza el método de exposicion, sobre todo porque se tienen los medios de la tecnologia al
alcance, tales como la computacion y el Internet; el alumno no sélo se queda con dicha exposicion,
debe analizarla y concluir que aprendizaje obtuvo, cabe mencionar que algunos docentes abusan
de estos medios y en mas del 50% de sus clases son exposiciones con diapositivas, esta forma de
ensefianza cansa mucho al alumno de tal forma que se resiste a ir a clases. Otros docentes piden
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a los estudiantes, temas especiales extensos para investigar a través de Internet, es tanta la
informacién que descuidan otras materias por atender una sola.

La construccion de significados en los alumnos es una tarea que debe propiciar el profesor
estableciendo relaciones, que conecten los intereses y expectativas de los alumnos.

5. CONCLUSIONES

El uso de este material didactico es un gran apoyo para la comprension y el aprendizaje de la
nomenclatura inorganica. El disefio del material es visualmente atractivo. El uso del circulo de
nomenclatura inorganica puede llevarse facilmente, ocupa poco espacio; presenta una forma
divertida de identificar los iones y la formacién de compuestos. Esta aplicacion de ensefianza
provoca que los alumnos discutan, pregunten, reafirmen conocimientos, como un extra los alumnos
gue estan atrasados en el desarrollo de la nomenclatura al preguntar a sus pares desarrollan una
mayor confianza al pedir les aclaren donde aplicar las reglas y el aprendizaje se les facilita, para el
docente es menos cansado ya que los alumnos que van mas adelantados en el tema apoyan a
sus companferos y puede ir evaluando el aprendizaje de los estudiantes en el momento de que se
esta desarrollando la actividad, de tal forma que puede o no aplicar examenes escritos.
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RESUMEN

El estado de Guanajuato es una regiébn con una intensa actividad agricola, por lo tanto es de
esperar que en esta entidad se presente también un intenso consumo de pesticidas. De acuerdo a
una busqueda e informacion de datos desde el afio 2012 en el INEGI se identificoO que hay tres
pesticidas comerciales de uso relativamente intenso, los cuales son: Nudrin 90 (metomilo),
Hierbamina (2, 4-D) y el Captan (ftalamida). El interés de estos pesticidas esta principalmente en
sus caracteristicas fisicoquimicas, ya que son resistentes a la fotodegradacién y son muy solubles
en agua, por consiguiente su uso masivo puede promover contaminacion a los mantos acuiferos
tanto superficiales como subterraneos. En este trabajo se disefiaron mezclas de estos pesticidas
para comprobar su estabilidad fotoquimica se irradiaron con luz UV de 365 nm y una potencia de
100 Watts durante tiempo cortos (hrs) y largos (dias). Para la identificacion cualitativa y cuantitativa
de las especies iniciales y finales se utilizé la espectroscopia UV-Vis. Los espectros de absorcion
se obtuvieron en la region UV-Vis de 180 a 850 nm. Se encontrd que la Hierbamina presenta tres
bandas de absorcién principales a 200, 235 y 280 nm, esta ultima en soluciones relativamente
diluidas desaparece, mientras que el Nudrin 90 y el Captan presentan solo una banda a 238 nm.
Por lo tanto estas sustancias al formar mezclas dificulta su identificacién y si la Hierbamina se
encuentra relativamente en concentracién mayor (10 veces o més) oculta la sefial.

1. INTRODUCCION

Varios estudios reportado en la literatura cientifica han demostrado que la concentracion de
soluciones de pesticidas puede ser reducida por la irradiacion de luz UV, llevandose a cabo
mediante la fotolisis, por lo tanto es conveniente que se identifigue qué tan significativo puede ser
la irradiacién de la luz UV. La fotolisis es una de las principales vias de degradacion en aguas para
contaminantes organicos, principalmente se refiere a la fotodescomposicion del contaminante,
posteriormente la absorcién de fotones de irradiacién. Los radicales hidroxilo (OH) y carbonato
(CO3) reaccionaran con el oxigeno lo cual va originar la degradacién o una serie de reacciones de
oxidacién para después completar la mineralizacién o producir moléculas amigables con el medio
ambiente como COz2 y H20. Se ha reportado que el radical OH puede ser formado por nitratos,
nitritos, iones férricos; mientras que el radical COs puede ser generado mediante las interacciones
entre bicarbonato y otros radicales como OH y SOa4 (Jialin Peng, 2016).

2. TEORIA

Los plaguicidas son productos quimicos de los mas utilizados en el mundo, hoy en dia se
encuentran entre los compuestos mas peligrosos para el ser humano. Sin embargo, algunos
pesticidas pueden ser beneficiosos para la disminucién de las plagas, mientras que otros pueden
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ser perjudiciales para el medio ambiente y pueden causar perturbaciones graves. Ademas, algunos
pesticidas tienen un periodo de vida en el cual sus efectos pueden continuar por un gran periodo;
pero algunos pesticidas se evaporan con mayor facilidad y rapidez que otros o bien algunos
pueden degradarse mas rapidamente en las superficies mientras que otros duran mas tiempo. El
uso agricola de la tierra genera cambios ambientales y alteraciones en los ecosistemas. Si bien es
posible identificar algunos de los factores y procesos que impulsan esos cambios, la complejidad
de los sistemas agricolas hace dificil su jerarquizacién. Los riesgos de que los insumos agricolas
(insecticidas, herbicidas, fertilizantes, enmiendas, agua de riego, organismos-cultivo, etcétera) o las
formas de labranza de la tierra originen alteraciones ambientales pueden predecirse mediante
investigacion cientifica. Pero realizar una estimacion certera de ellos no es tarea sencilla, ya que se
fundamenta en inferencias construidas a partir de resultados experimentales que, frecuentemente,
son de dificil verificacion. La primera dificultad enfrentada por los investigadores que procuran
estudiar esas alteraciones usualmente denominadas impacto ambiental es identificar qué factores
determinan su nivel y qué parametros se deben medir para evaluarlas. A pesar de que en la
literatura cientifica abundan los intentos de contestar esas preguntas, la informacién disponible no
parece suficiente para resolver el debate sobre los beneficios y riesgos ambientales del uso de
pesticidas (Bedmar, 2016).

La region visible ha sido ampliamente aceptada como una técnica analitica rapida, no destructiva
para el gran numero de medios de comunicacién y productos. Hoy en dia desempefia un papel
importante en muchos sectores, tales como los productos agricolas y de los alimentos o de
productos petroquimicos y productos farmacéuticos, como un laboratorio de rutina, en vivo o
sistema de monitoreo en linea. La sefial de espectrometria se utiliza para extraer informacion
relacionada quimicamente a partir de diferentes materiales, por lo general por técnicas
quimiométricas. Esto es posible de acuerdo con la Ley de Beer-Lambert, la cual nos indica que la
absorbancia esta relacionada linealmente con la concentraciéon de las sustancias quimicas que
componen a las muestras. Tan pronto como el material contiene centros de dispersion, lo que
representa todos los fotones que han entrado en la muestra se convierte en un verdadero desafio.
Algunos de ellos son absorbidos, algunos de ellos alcanzan el detector directamente; algunos
después de haber recorrido una cierta distancia en los medios de comunicacién; y, por ultimo,
algunos de los fotones salir de la muestra sin golpear el detector (Alexia Gobrecht, 2015).

Para la realizacién de este trabajo se tienen el interés de analizar tres pesticidas, de los mas
utilizados en el Estado de Guanajuato, por medio del proceso de fotolisis. Tabla 1.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Se prepararon soluciones acuosas stock de cada uno de los pesticidas, se parti6 de compuestos
grado reactivo y fueron preparadas considerando su grado de solubilidad a condiciones estandar;
utilizando 5.4 mg de Captan en 10 ml, 100 mg de Nudrin en 250 ml y para el caso de la Hierbamina
250 mg en 100 ml, en todos los casos su utiliz6 agua tridestilada. Para la obtencién de los
espectros de las soluciones su empleo un espectrofotémetro UV-Vis marca Perkin-Elmer modelo
Lambda 850, se comprueba que las soluciones saturan la escala absorbancia por lo que a partir de
las soluciones iniciales se hicieron diluciones
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Tabla 1. Pesticidas mas empleados en el Estado de Guanajuato.

Pesticida|

Formula molecular

Aplicacién

Hierbamina (herbicida).
2,4-diclorofenoxiacético

Nudrin (insecticida).
Metomilo: S-metil N-
((metilcarbamoil) oxi)
tioacetamidato

Captan (fungicida).
N-triclorometiltio-4-
ciclohexeno-1,2-dicarboximida

0
c1~ "¢
CgHsCl,04

CH, Hw’ﬁ‘n’w“f
H -
CH,

CsH1oN20,5

cl. <

o

C4H,CI;NO,S

Maiz, sorgo, arroz, trigo, cebada,
cana de azUcar, etc.

Papa, chile, frijol, soya,
cacahuate, alfalfa, jitomate,
maiz, lechuga, etc.

Cebolla, calabacita, chile, fresa,
jitomate, sandia, meldn, pepino,
etc.

4. RESULTADOS

En la figura siguiente se muestra los espectros de cada uno de los analistas de interés, se
identifica que los tres presenta una absorbancia fuerte a los 185 nm mostrando diferencia de
simetria en la sefial, siendo el caso del Captan la mas asimétrica. Tanto la Hierbamina como el
Nudrin presentan otras absorbancias significativas, siendo para el caso del Nudrin a 234 nm
mientras que Hierbamina ademas absorbe en 203 y 234 nm.Para obtener una absorbancia entre 0
y 2 u. a. fue necesario utilizar una concentraciéon de 0.1 mM para el caso de la Hierbamina, 2.5 [IM

concentracién de la solucién del Nudrin y finalmente 1.8 mM para el caso del Captan.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron mediante espectroscopia UV-Vis hasta el momento muestran que
los analitos de los pesticidas presentan diferente absorbatividad molar; siendo el Nudrin el que
presenta la mayor.
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RESUMEN

La restriccibn del alimento por periodos prolongados influye de manera negativa en la
reproduccién, modificando caracteristicas cuantitativas como el nimero de espermatozoides. Se
sabe que una rutina de alimentacién en horarios fijos favorece la estabilidad de las condiciones
fisiolégicas internas mientras que la desestabilidad provoca desajustes a nivel metabdlico y
conductual. Sin embargo, hasta ahora se desconoce si la variabilidad en los horarios de
alimentacion afecta las caracteristicas cualitativas y cuantitativas del contenido seminal. Por esta
razén evaluamos las caracteristicas macroscépicas (color, pH, viscosidad) y microscopicas (forma,
tamafio, nimero de espermatozoides) de muestras del liquido seminal del epididimo de ratas
macho Wistar con diferentes condiciones de alimentacién: a) individuos con libre acceso al
alimento, b) alimentacién en horario fijo de 2 h durante el periodo de oscuridad c) alimentacién en
horarios fijos de 2 h durante el periodo de luz, y d) condiciones de alimentacién en horarios
variables cada dia. El tiempo de experimentacién para todos los grupos de animales fue de 27
dias. No se encontraron diferencias en los parametros color y pH del liquido seminal pero
existieron diferencias evidentes en la viscosidad (longitud del filamento mm). Por otra parte los
resultados muestran que parametros cuantitativos como el ndmero de espermatozoides y la
longitud total de los espermatozoides disminuyen en individuos sometidos a horarios de
alimentacion variable. Con estos resultados se sugiere que los horarios de alimentacion variables
generan problemas reproductivos en los machos.

1. INTRODUCCION

La alimentacion proporcionada en horarios fijos es un importante indicador de tiempo para
sincronizar la ritmicidad circadiana de érganos periféricos, la secrecion de hormonas reguladoras
de la ingestion de alimento y el peso corporal, asi como de metabolitos circulantes (Krieger, 1974;
Escobar et al., 1998; Damiola et al., 2000; Diaz-Mufioz et al., 2000). Los requerimientos actuales
de la poblacién condiciona a las personas a perder los horarios establecidos de comida, debido a
que se realizan actividades laborales o de placer sin importar si es de dia o de noche, afectando
negativamente la sincronizacion interna que los horarios de alimentacién proveen a los
organismos.

En afios recientes, diferentes estudios han mostrado los efecto que la alteracién de la ritmicidad
biologica provoca en individuos de ambos sexos por: el trabajo nocturno, rotacion de turnos y los
viajes transmeridionales. En estas circunstancias, los individuos mantienen su actividad e ingieren
alimento en horas no habituales, lo cual se ha visto reflejado en una desincronizacion interna. A
causa de la desincronizacion los individuos presentan disturbios metabdlicos, reproductivos
(Knutsson, 2007; Salgado-Delgado et al., 2010) asi como una mayor predisposicién al cancer
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(Davis y Mirik, 2006) y afecciones cardiovasculares y renales (Martino et al., 2008; Scheer et al.,
2009). Otros estudios realizados en hombres y mujeres con trabajos de horarios nocturnos o con
turnos rotatorios, se observé que presentan una alta liberacion de hormonas esteroides como
progesterona, estradiol y testosterona (Papantoniou et al., 2015).

Este incremento en la produccién de hormonas esteroides, la mayoria de las veces, genera una
predisposicion a padecer al cancer de mama o endometrio en mujeres, asi como cancer de
prostata en hombres (Viswanathan et al., 2007; Sigurdardottir et al., 2012; Jia et al., 2013).

Respecto a las consecuencias que provoca una restriccion prolongada de alimento en condiciones
de laboratorio, se ha determinado que en roedores macho se disminuyen los niveles de
testosterona y hormona luteinizante, provocando efectos negativos sobre los 6rganos
reproductivos dependientes de androgenos (Rehm et al., 2008); mientras que una restriccién de
alimento leve puede bajar los niveles de testosterona y peso de la vesicula seminal, epididimo y
prostata. En aves de corral (los cuales presentan una estacionalidad reproductiva) se ha reportado
una marcada disminucién en el volumen del eyaculado y nimero de espermatozoides al ser
expuestos a una reduccion de alimento (Parker y McSpadden, 1943). En este sentido la
desincronizacién interna sobre la fisiologia reproductiva genera efectos en individuos adultos, pero
ademas se tiene evidencia de que la limitacion de la dieta de pollos jévenes provoca un retraso en
el crecimiento del testiculo. En palomas estos efectos estan relacionados con la supresién de la
espermatogénesis y la reduccion del tamafio de los testiculos (McCarrison, 1919; Marrian y Parkes,
1928).

Como podemos ver, la irregularidad temporal en la ingestion de alimento puede provocar la una
desincronizacion interna de forma similar a la generada por el trabajo nocturno o por restriccion del
alimento, de tal manera que predispone al organismo a presentar problemas metabdlicos y
reproductivos. Sin embargo, poco se ha explorado sobre los efectos de la desincronizacién interna
a causa de la ingestion de alimento sin regularidad temporal sobre parametros especificos de la
biologia reproductiva de los machos. Por tal motivo el objetivo de este trabajo es analizar el efecto
de la alimentacién en horarios impredecibles sobre caracteristicas macro y microscépicas del
contenido seminal de la rata macho de la cepa Wistar, con la finalidad de conocer mas acerca de
los posibles efectos que el alimento en horarios variable puede tener en la fisiologia reproductiva,
dado que esta préactica es cada vez mas comun en la sociedad actual.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Sujetos experimentales

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar de 250-300g adultos jovenes alojados en cajas de
acrilico transparentes con medidas de 44 X 33 X 20 cm. Se mantuvieron durante 2 semanas, para
su adecuacion, en condiciones de bioterio con un ciclo de luz-oscuridad (12/12 h encendido a las
04:00 h considerado como ZT0) con agua y alimento ad libitum. Todos los procedimientos
experimentales y de mantenimiento fueron realizados siguiendo lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y bajo la vigilancia del comité de Etica y Transparencia de la
Facultad de Biologia de la Universidad Veracruzana.

2.2 Grupos experimentales

Los machos fueron divididos al azar en cuatro grupos experimentales: 1) grupo ad libitum (AL, n=6)
con alimentacién ad libitum durante 27 dias, fue considerado como grupo control ya que se
mantuvo con alimentacién habitual de roedores (Rodent Chow, Purina) en condiciones de bioterio;
2) grupo de alimentacion fija nocturna (AFN, n=6), con disponibilidad de alimento de 21:00-23:00 h
(ZT17-ZT19) durante 27 dias, con el objetivo de generar la sincronizacién por alimento durante la
fase de actividad; 3) grupo de alimentacion fija diurna (AFD, n=6) con disponibilidad de alimento de
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9:00-11:00 h (ZT5-ZT7) durante 27 dias, con el objetivo de generar sincronizacion por alimento
durante la fase de descanso de la especie, y 4) grupo de alimentacion irregular (AIR, n=6) con
alimentacion diaria en diferentes horarios elegidos al azar durante dos horas al dia, con un
intervalo no menor de 18 h ni mayor de 36 h, durante 27 dias (Tabla 1), con el objetivo de generar
desincronizacién interna por horarios impredecibles de alimentacion. Todos los grupos contaron
con agua ad libitum.

Tabla 1. Horarios de alimentacion del grupo irregular (AIR)

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
00:00 - | 06:00 - | 16:00 - | 13:00 - | 20:00 - | 17:00 - | 14:00
02:00 08:00 18:00 15:00 22:00 19:00 16:00
D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
10:00 - | 19:00 -| 2300 - -01:00 02:00 - | 07:00 - | 04:00
12:00 21:00 04:00 09:00 06:00
D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21
12:00 - | 18:00 - | 15:00 - | 21:00 - | 22:00 - | IS 05:00
14:00 20:00 17:00 23:00 00:00 07:00
D22 D23 D24 D25 D26 D27 D28
11:00 - | 09:00 - | 08:00 - | 17:00 - | LN 01:00 - | 09:00
13:00 11:00 10:00 19:00 03:00 11:00

D=dia experimental; //://=sin alimentacién; relleno gris indica alimentacion en fase de oscuridad.

2.3 Andlisis de los parametros macroscoépicos

En el dia 28 experimental después de ser sometidos a conducta sexual, se sacrificaron a los
individuos con una sobre dosis de pentobarbital sédico (50 mg/Kg de peso) y se realizé la
extraccion del epididimo del testiculo derecho para obtener las muestras de liquido seminal. La
cabeza del epididimo fue diseccionada rapidamente y se tomaron 10 (| de muestra con ayuda de
una micropipeta diluyendo en formalina al 10% (1:50) para realizar posteriormente el conteo de
espermatozoides. De forma inmediata se extrajo otra muestra de semen para analizar el color, pH
y la viscosidad de la muestra. El color fue clasificado en tres tonalidades: blanco, grisaceo y
amarillo por criterio del observador. La acidez fue medida con ayuda de un indicador de pH y la
viscosidad de la muestra se realiz6 con ayuda de una pinza hemostética y un Vernier.

2.4 Conteo de espermatozoides

Se extrajo una gota de la muestra del semen fijado y los espermatozoides presentes en las casillas
(para eritrocitos) se contaron en la camara de Neubauer utilizando dos repeticiones (cuadriculas A
y B) y teniendo un total de 10 casillas. Se consider6 el criterio de exclusién de la linea inferior y
derecha de los recuadros. Para obtener el niUmero total de espermatozoides por muestra se aplico
la siguiente formula: Concentracion = (no. células) (10000) / (no. cuadros) (factor de dilucion). La
dilucién 1:50 se realiz6 (10 [IL de muestra en 500CL de formalina). Tanto el conteo de
espermatozoides como la toma de imagenes para el andlisis de la morfologia y medicién de la
longitud de flagelo fueron realizados con ayuda de un microscopio 6ptico (Nikon E200).
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3. RESULTADOS

Las caracteristicas cualitativas macroscopicas (color y pH) no mostraron diferencias en ninguno de
los grupos analizados, presentando el color blanco y un pH que varié entre 7 y 8. La morfologia de
los espermatozoides fue la caracteristica para esta especie flagelo largo y cabeza en forma de hoz
en todos los individuos analizados, sin embargo en las muestras de los grupos AFD y AIR se
registré la presencia de la gota citoplasmatica en la region media del flagelo; en menor proporcion
en el grupo de AFN y siendo imperceptible en las muestras del grupo AL. La viscosidad registrada
por la longitud del filamento fue mayor en el grupo de animales sometidos a condiciones de
alimentacion fija y variable de los grupos AFN (de 5 a 15 mm), y AIR que vari6 de 7 a 15 mm en
comparacion con los animales mantenidos con alimento ad libitum, el cual varié de de 2 a 9 mm
(Fig. 1).

0 2 9 17
] |
T I

0 1 17

0 44 12 17

Figura 1. Longitud del filamento seminal en milimetros. Se muestran los limites maximos vy
minimos del filamento en el Gpo Ad libitum, AL; el grupo con alimentacién en la fase de oscuridad,
AFN; con alimentacion durante el dia, AFD; y alimentacion en horarios variables, AIR. Note que en
el Gpo AIR y AFN, respectivamente, la longitud del filamento es mayor.

En cuanto al parametro nimero de espermatozoides se encontré que para el grupo AL los valores
variaron de 90 000 a 378 000 espermatozoides por mililitro de muestra; los individuos del grupo
AFN de 150 000 a 374 000 espermatozoides por mililitro; el grupo de alimentacion irregular AIR
con valores de 126 000 a 324 000, encontrando en el grupo con alimentacién en horario diurno,
AFD, los valores fueron mas estables y variaron de 218 000 a 276 000. Los limites mayores y
menores de los datos son representados en la Figura 2.

La medicién de la longitud total de los espermatozoides fue realizada con el software para

imagenes (Adobe Photoshop, CC2014) en el objetivo 40X y la reglilla micrométrica ocular. Se
consideraron 10 espermatozoides por campo visual elegidos de forma aleatoria para cada
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individuo. Los resultados mostraron que en los tres grupos experimentales con alimentacion tanto
fija como variable (AFN, AIR y AFD respectivamente) la longitud total de los espermatozoides fue

menor que el presentado en las muestras obtenidas del grupo AL que fue de 457 a 544 micras.

90000 378000 | 420000
W | ]
BUII:IOIZI }5 374000 420000
H —— —
i L T
[ | R [ ]
9urou 1760 24000 420000
' ——— —
I |
Figura 2. Numero total de espermatozoides por mililitro de muestra, dilucion 1:50. Se representan
los limites minimo y maximo para el filamento en el Gpo Ad libitum, AL; el grupo con alimentacién
en la noche, AFN; con alimentacion durante el dia, AFD, y alimentacioén en horarios variables, AIR.
Note que en el Gpo AFN, y AL respectivamente, se localiza el dato de mayor namero de
espermatozoides.
350 | | | | | | | | 544 550
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Figura 3. Longitud total de espermatozoides en los grupos experimentales analizados. Se
muestran los limites minimo y maximo de la longitud total del espermatozoide en el Gpo Ad libitum,
AL; el grupo con alimentacién en la noche, AFN; con alimentaciéon durante el dia, AFD y
alimentacion en horarios variables, AIR. Note que en el Gpo AL la longitud es mayor comparado

con los grupos de alimentacion fija y variable.
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4. CONCLUSION

Con estos resultados se sugiere que los horarios de alimentacién variables generan problemas
reproductivos en las ratas machos, generando alta viscosidad en el liquido seminal del epididimo,
problemas de maduracion de los espermatozoides, la reducciéon en parametros cuantitativos como
la densidad espermatica y la longitud total de los espermatozoides. Dado que la calidad del
contenido seminal es baja en términos reproductivos, sugerimos que la alimentaciéon en horarios
variables genera consecuencias en el éxito reproductivo de los machos.
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RESUMEN

Es reto actual de la bioingenieria de tejidos es desarrollar sustitutos 6seos que funjan como
soporte y favorezcan la regeneracién 6sea. El material de soporte debera poseer caracteristicas
fisicoquimicas que promuevan la adhesion, proliferacion y diferenciacién celular para dar lugar a la
osteogénesis, tener una funcién temporal, reabsorberse y sustituirse progresivamente por tejido
6seo neoformado. Para ello es imprescindible la realizacién de estudios que permitan evaluar el
comportamiento in vitro e in vivo de dichos biomateriales. Existen diversos estudios in vitro para
evaluar la biocompatibilidad, osteoinductividad y osteoconductividad de los mismos, asi como
modelos celulares apropiados. Sin embargo, la mayoria han sido implementados para evaluar
marcadores en monocapas celulares (doble dimensién). El reto actual es la reproducibilidad de las
técnicas para biomateriales tridimensionales. Por lo anterior, el objetivo fue implementar
modificaciones a diversos ensayos como: Azul de Alamar, actividad de alcalino fosfatasa, rojo de
alizarina S, entre otros. Se lograron resultados reproducibles para la determinacion del grado de
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular, asi como para la cuantificacion de deposicion
mineral. La reproducibilidad de los resultados se logré implementando pasos de lavado y recambio
de medio de cultivo diario para los ensayos de Azul de Alamar, ademas de la lisis celular para la
cuantificacion de la actividad de alcalino fosfatasa, y el lavado exhaustivo para el ensayo de
mineralizacion 6sea.

1. INTRODUCCION

La medicina regenerativa es un campo interdisciplinario cuyo objetivo final es el reemplazo, la
reparacion o la restauracién de un tejido u érgano dafiado. Este campo de investigacion, llamado
también ingenieria de tejidos, surge de la necesidad de reconstruir tejidos u 6rganos dafiados por
enfermedad, trauma o anomalias congénitas, tanto en nifios como en adultos (1,2). El interés de
las nuevas tecnologias biolégicas, como la ingenieria de tejidos, es la regeneracion de tejidos, que
implica la restitucién integra del tejido dafiado. En este sentido, el hueso, la cérnea y el higado son
los Unicos tejidos del organismo, a excepcion del tejido embrionario, que se restituyen sin cicatrices
al cabo de un tiempo (3).

En los ultimos afios, las estrategias de ingenieria de tejidos se han convertido en una alternativa
gue busca mejorar la calidad de vida de los pacientes, asi como superar la grave escasez y los
largos tiempos de espera para un trasplante de érganos. En general, la escasez de 6rganos es un
problema creciente en todo el mundo, debido al aumento en la incidencia de insuficiencia organica
y la insuficiencia de donantes de érganos. En los Estados Unidos un paciente es afiadido a la lista
de espera de 6rganos cada 10 min, mientras que un promedio de 18 muertes/dia se debe a la
escasez de donantes (4). Esta problematica se ha visto incrementada por el estilo de vida, la
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incidencia de accidentes, obesidad y el envejecimiento de la poblacion; por ende, las soluciones
ortopédicas de mayor demanda son la reparacion de articulaciones y huesos, las fracturas, los
tratamientos oral y maxilofaciales, la osteoporosis y los tumores dseos (4). A nivel mundial, el
hueso es el segundo tejido mas trasplantado (4). En México, la esperanza de vida promedio ha
aumentado en las Ultimas décadas; la distribucién por edad nos indica que el porcentaje de adultos
mayores aumenta dia a dia y, con ello, los problemas relacionados al envejecimiento, como la
osteopenia y de manera alarmante, la osteoporosis, 1o que representa un grave problema de salud
publica con consecuencias sanitarias, econémicas y asistenciales, lo cual impacta negativamente
en el presupuesto de la nacién (5).

2. TEORIA

El hueso es un tejido en constante renovacion y que posee integra su capacidad de regenerarse.
Sin embargo, dependiendo del tipo de defecto y los factores causales de las lesiones 6seas,
existen situaciones en las cuales la regeneracion 6sea puede verse truncada y es necesario utilizar
técnicas que estimulen una correcta reposicién del tejido. Esta constante renovacién Osea,
caracterizada por una homeostasis entre reabsorcion y aposicion ésea, renueva de un 5-10% del
hueso total al afio. El remodelado 6seo existe toda la vida, pero el balance es positivo sélo hasta la
tercera década. A partir de aqui, existe un predominio de la reabsorcion y la masa ésea empieza a
disminuir. En este proceso también participan factores mecénicos o traumaticos, cuya energia
fisica provoca una zona de deformacién y por ende de reabsorcion; también participan algunos
procesos infecciosos, alteraciones hormonales, genéticas, vasculares, nutricionales y neoplasias,
que pueden llegar a establecer una pérdida 6sea que supera la capacidad de respuesta
regenerativa del sistema. (6)

Por consiguiente, se requiere idear terapias que promuevan la regeneracion de un tejido 6seo
anatomico y funcionalmente idéntico al original, y que proporcionen un tratamiento terapéutico para
las condiciones en las que las terapias actuales son inadecuadas (2,7-8). El uso de biomateriales
reabsorbibles como andamios ha sido el pilar fundamental de las précticas regenerativas, pues
permiten guiar el proceso de regeneracién aislando las células que no deben participar en éste y
fungiendo como una matriz en la que las células encuentran un lugar para adherirse, proliferar y
especializarse para formar un tejido éseo funcional (6,9); esto se conoce como regeneraciéon 6sea
guiada (ROG), y requiere del conocimiento de los mecanismos bioldgicos y moleculares que rigen
la reparacion del tejido, del reconocimiento de situaciones en que es necesario indicar el uso de
esta técnica, de la disponibilidad de biomateriales adecuados para ser implantados en el sitio del
defecto 6seo, y de que se posean las destrezas clinicas para procurar el éxito de la regeneracion
Osea (6). La vision actual de las investigaciones interdisciplinarias pretende lograr a través de la
ROG en biorreactores, la formacion in vitro de tejido 6seo tridimensional.

Los biomateriales pueden ser inertes (no provocan ningun tipo de reacciéon en el organismo) o
bioactivos (provocan reacciones favorables que estimulan la regeneracién ésea); estos a su vez
pueden ser estables (permanecen en el organismo en la misma forma y tamafio), como implantes
actuales de cadera, o reabsorbibles (se van degradando a medida que pasa el tiempo,
favoreciendo con ello la funcién que realizan), como las suturas de tejidos internos que
desaparecen a medida que el tejido se restaura (10). Los biomateriales utilizados como andamios
en la ROG deben cumplir con algunos requisitos dependientes de la geometria, la composicién
quimica del material y las propiedades mecanicas Optimas para que la viabilidad celular, la
proliferacion y la regeneracién sean posibles (6). Es decir, al momento de seleccionar o disefiar un
andamio tridimensional se debe considerar que éste cumpla con ciertos criterios ideales, tales
como (3,6,9-12): biocompatibilidad; biodegradabilidad; resistencia y compatibilidad mecénica;
osteoinductividad; biofuncionalidad; alta porosidad y tamafio de poro adecuado para facilitar la
implantacion, difusion celular a través de toda la nanoestructura y favorecer la vascularizacion; de
facil y reproducible procesado, modificable y esterilizable, para obtener distintas configuraciones en
atencidn al tipo y tamafio del defecto Gseo; y debe ser de bajo costo.
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El desarrollo de la ingenieria de tejidos en el area de biomateriales exhibe materiales que cumplen
en mayor o menor grado estas propiedades. Existen familias de materiales con caracteristicas que
les hacen (tiles para un rango especifico de aplicaciones clinicas, por lo que, segin sea la
aplicacion se debe seleccionar el biomaterial para garantizar el éxito de la de ROG.

En forma tradicional, los defectos 6seos se han tratado implantando tejidos aut6logos (fragmentos
de hueso del paciente), alogénicos (hueso de cadaver acelular procesado), xenogénicos
(porciones de hueso provenientes de animales) o en otros casos implantando materiales sustitutos
sintéticos o también Illamados materiales aloplasticos (metales, plasticos, ceramicos y
vitroceramicos); todos con ventajas y desventajas asociadas (6).

Los materiales utilizados hoy en dia en la ingenieria de tejido 6seo se pueden dividir en grupos
basicos, como polimeros sintéticos 0 naturales, ceramicos, metales y materiales compuestos que
combinan entre si las propiedades de dos o mas tipos de material. Dentro de estos, los materiales
biodegradables centran su importancia como dispositivos mecanicos de apoyo temporal (suturas y
los dispositivos de fijacion 0Osea), ya que se espera que estos andamios sean gradualmente
sustituidos por tejido Gseo totalmente regenerado y funcional (13); en general, estos
nanobiomateriales bioactivos y biodegradables imitan la matriz extracelular, constituyen un
auténtico soporte celular y son, por tanto, capaces de estimular la regeneracion del tejido y al
mismo tiempo disminuyen las necesidades de futuras cirugias (3).

Aunque varios estudios han reportado una variedad de andamios con excelente biocompatibilidad
y participacion en la ROG, aun son urgentemente necesarios nuevos conceptos de disefio y
técnicas de fabricacion, asi como la validacion de los mismos en modelos celulares y animales. Un
problema que no ha sido ampliamente estudiado es la fijacion e integracion de los andamios con la
adhesion del tejido circundante. Para atacar este problema es necesario el disefio de andamios
con superficies internas que promuevan la adhesion celular y guien la diferenciacién celular, con
superficies externas disefladas para asegurar su integracién con el tejido circundante, evitando la
extrusién y el movimiento. Esto implica también el investigar las relaciones que vinculan la
composicién y arquitectura de los materiales con el comportamiento mecanico y la capacidad para
la osteogénesis. Una vez que se definan estas estrategias basicas, el conocimiento podra utilizarse
para disefiar novedosos sistemas capaces de manipular la bioguimica y respuesta celular. Estos
materiales serviran para realizar estudios como el efecto de la rugosidad superficial de los
andamios en la osteogénesis o sobre los perfiles de liberacién de biomoléculas y/o farmacos.
Adicionalmente, se podran aplicar diversas herramientas para monitorear y manipular el medio
ambiente fisicoquimico y para monitorear a nivel molecular los procesos celulares claves. (14)

En este contexto, la reproducibilidad de las técnicas empleadas constituye un reto al trabajar con
estos biomateriales en tercera dimensién. El objetivo fue implementar modificaciones a diversos
ensayos (proliferacién, citotoxicidad, actividad de marcadores osteogénicos, de diferenciacion y
mineralizacion 6sea) para minimizar el ruido de fondo y lograr la reproducibilidad cuantitativa.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Previamente a los ensayos bioldgicos, los andamios son caracterizados para garantizar que tienen
la distribucion de tamarfio de poros adecuado, asi como la porosidad y la interconexién de poros; se
maquilan los andamios para tener las dimensiones 3-D y caracteristicas de porosidad similares.
Para los estudios celulares se utilizo la linea celular MC3T3-E1 que corresponde a preosteoblastos
de ratén, que permanecen en estado proliferativo a menos que sea inducida la diferenciacion, por
el mismo andamio o por el uso de medios de cultivo osteogénico (suplementados con &cido
ascorbico, dexametasona, y/o fosfato inorgéanico.
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Para observar la interconexién, el tamafio y distribucion de poros se deshidrataron las muestras
con soluciones crecientes de etanol y se recubrieron con cobre para ser observadas mediante
microscopia electronica de barrido (MEB).

Para evaluar viabilidad, adhesién y proliferacién celular se colocé sobre cada material una
suspension celular de concentracion conocida (suficiente para cubrir cada material) y se incubo
durante 5 h para permitir la adhesion celular. Como control se utiliz6 una placa de cultivo con una
superficie suficiente para tener una confluencia inicial entre el 30 y 50%. A las 5 h se determind por
microscopia el porcentaje de células adheridas en el cultivo control; cada biomaterial se colocé en
una placa nueva y se le agregé medio de cultivo nuevo con 10% de volumen de Azul de Alamar, al
igual que a los cultivos control, asi como a la suspension celular restante de cada compositor; se
incubaron durante 3 h para posteriormente medir la reduccién del azul de alamar y determinar el
porcentaje de células adheridas a cada biomaterial, asi como la concentracién y viabilidad celular
relativa en el tiempo cero. El ensayo se realiz6 a las 24, 48, 72 y 120 horas para observar la
cinética de proliferacion celular y determinar el inicio de la induccion a la diferenciacion.

Se montaron cultivos con los biomateriales sembrados para tomar muestras los dias 7, 10, 14, 21y
28 para evaluar marcadores osteogénicos como la actividad enzimética de alcalino fosfatasa y el
grado de mineralizacidon realizando una tincién in situ con rojo de alizarina S, que permite
contabilizar los depésitos de calcio por microscopia Optica y cuantificar el grado de mineralizacion
por espectrofotometria (415 nm).

4. RESULTADOS

La reproducibilidad del grado de adhesion celular a un andamio determinado, y en relacion a un
control 2-D de poliestireno (placa de cultivo), se logré realizando lavados del andamio con PBS y
cambiando a una placa de cultivo nueva y con medio nuevo cada que se afiadia el Azul de Alamar
(tiempo 0O, 24, 48, 72 y 120 horas).

Existen diversos kits para determinar la actividad enzimatica de alcalino fosfatasa (ALP), algunos
son basados en la secrecion de ALP y otros incluyen un paso de lisis celular para medir la ALP
intracelular y la membranal. Se realiz6 un andlisis del fundamento de cada kit; se opt6é por armar un
ensayo basado en MUP (4-metilumbeliferil fosfato) y probar varios sistemas de lisis celular (Igepal,
ProteoJet, soluciones hipoténicas). Los mejores resultados se obtuvieron lisando con igepal.

Para ver el grado de mineralizaciéon ésea, uno de los métodos mas utilizados es la tincion de
depositos de calcio con rojo de alizarina S. Para que el ensayo sea cuantitativo, el material se lava
con PBS, se recupera el colorante fijado y se cuantifica el grado de mineralizacién por
espectrofotometria (415 nm). El protocolo reportado habla de un nimero determinado de lavados
(de 3 a 5), sin embargo es insuficiente y el colorante no fijado altera la cuantificacion. Se modifico
el protocolo para que la recuperacion se hiciera posterior a una lectura del sobrenadante con una
absorbencia menor a 0.005. Otros reportes sugieren recuperar las células del andamio con tripsina
y luego realizar el proceso de tincién, sin embargo, con esta estrategia sélo se observa el calcio
intracelular y el adherido a la membrana plasmatica; perdiéndose el de la matriz extracelular.

5. CONCLUSIONES

Se lograron optimizar los ensayos de grado de adhesion, proliferacion y diferenciaciéon celulares;
teniendo reproducibilidad entre las muestras de un mismo tipo de biomaterial.
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DETERMINACION DE NITRATO EN AGUA POR MEDIO DE ESPECTROSCOPIA
ULTRAVIOLETA

N. B. Jiménez Chavez, A. Montes Rojas, L. M. Torres Rodriguez

'Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Facultad de Ciencias Quimicas

RESUMEN

La determinacion de nitratos por espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) generalmente se
realiza a una longitud de onda (A) que se localiza entre 203 a 220 nm [1, 2, 3]. En esta longitud de
onda se ha podido conocer que no existe interferencia por iones como cloruro, sulfato, y materia
orgénica; sin embargo, entre sus inconvenientes se encuentra que a esta longitud de onda el
maximo de absorcion no estd bien definido y su dependencia con la concentracion no es muy
clara. Debido a esto se ha propuesto que la determinacién se realice empleando el maximo de
absorcién que se encuentra alrededor de 302 nm [4], el cual esta mejor definido. Solo que en esta
propuesta, la metodologia empleada es demasiado elaborada y no se conocen los efectos de otros
iones. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al determinar directamente la
concentracion de nitrato a una A de 306 nm, en muestras sin turbidez, cuya concentraciéon se
encuentra entre 0.05 M y 0.1 M en presencia de sulfatos, cloruros o carbonatos. Entre los
resultados obtenidos se encuentra que los componentes mencionados no afectan la determinacion
cuantitativa de nitratos, por lo que no es necesario un tratamiento previo a la muestra para su
eliminacion. Ademas, los datos de la determinacion fueron obtenidos utilizando la A del pico de
absorcién, asi como empleando el area bajo la curva de dicho pico, encontrandose que ambos
procedimientos son altamente confiables. Por lo anterior se sugiere que la determinaciéon puede
realizarse a la longitud de onda del pico de absorcion de 306 nm de una manera mas fécil,
confiable y rapida.

1. INTRODUCCION

El nitrégeno inorganico se encuentra presente en el ambiente en varias formas quimica, ya sea
como amoniaco, nitritos o0, una de las mas comunes, en forma de nitrato [5]. Esta Gltima especie
presenta una toxicidad importante para los animales acuaticos [6] y los humanos, principalmente
los infantes menores de 4 meses [7], ya que al ingresar al cuerpo y entrar en contacto con la
sangre, el nitrato se convierte en nitrito, el cual sustituye al hierro en la hemoglobina e imposibilita
el transporte del oxigeno provocando asfixia a quien lo padece. A este padecimiento se le conoce
como, “metahemoglobinemia” y un rasgo caracteristico en los humanos es que la piel toma una
coloracion azul.

Una de las vias por las el idn nitrato puede ingresar al cuerpo de manera directa es al tomar agua
contaminada, y esto puede ocurrir debido a la incorporacion de esta especie a los cuerpos de agua
por el uso extensivo de fertilizantes o por la expulsidon de desechos con altas concentraciones de
esta especie.

En nuestro pais el uso irracional del agua y su contaminacién ha llevado a que una alta proporcién
de pozos se encuentre en sobrexplotacién y que la concentracién de nitratos ronde valores
superior a los especificados por la normatividad (10 mg L™ de nitrégeno como NO3) [SEMARNAT,
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OMS]. De esta manera es importante monitorear la cantidad de esta especie, de modo a impedir
un riesgo para la salud humana. Esto lleva indudablemente a contar con metodologias que
permitan la determinacion de nitratos de manera facil, confiable y practica.

2. TEORIA

La espectroscopia ultravioleta-visible utiliza la radiacién electromagnética de las regiones cercana
a ultravioleta, visible y cercana a infrarroja con una longitud de onda que va desde 190 nm hasta
780 nm. Los electrones de la capa de valencia de las moléculas absorben la energia y pasan de un
estado basal a un estado excitado, liberando entonces exceso de energia en forma de calor,
emitiendo un espectro cuyas transiciones electrénicas pueden ser cuantificadas. Esta transicion
ocurre desde un orbital con electrones a uno vacio. Las diferencias entre energias varian entre los
diversos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles, provocan coloracién en las moléculas ya que
absorben energia en la regién visible asi como en la UV.

Cuando un haz de radiacién UV-Vis atraviesa una disolucion conteniendo un analito absorbente, la
intensidad incidente del haz es atenuada. Esta fraccién de radiacién que ha logrado traspasar la
muestra es denominada transmitancia (T) (T = I/lo). Es comun que se utilice la absorbancia (A) en
lugar de la transmitancia (A = -logT), por estar relacionada linealmente con la concentracién de la
especie absorbente segln la Ley de Beer-Lambert.

En absorcion UV-Visible, pueden observarse las distintas transiciones electrénicas:

Transicion 0—0™* a longitudes de onda <150 nm. Este tipo de transiciones se dan sobre todo en
hidrocarburos que Unicamente poseen enlaces C-H o C-C. La energia requerida para que tenga
lugar esta transicion es relativamente grande, perteneciente a la regidon espectral denominada
ultravioleta de vacio.

Transiciones n—c* a longitudes de onda entre 150-200 nm. Correspondientes a hidrocarburos que
poseen &tomos con pares de electrones no compartidos (electrones de no enlace). La energia
necesaria para que se produzca esta transicién sigue siendo alta perteneciendo éstas a la region
espectral UV Lejano.

Transiciones n—1* y m—T* entre 200-700 nm. La mayoria de las aplicaciones de espectroscopia
UV-Visible estan basadas en transiciones que ocurren en esta zona. Se requiere que las especies
participantes aporten un sistema de electrones. Las energias de excitacion en las transiciones
T—TT* son medianamente altas, correspondiendo a la regién UV Lejano y Proximo, mientras que
las n—T1* son considerablemente menores, correspondiendo a la region visible del espectro.

Este método es altamente utilizado en la determinaciéon cuantitativa de los componentes de
soluciones con iones metdlicos, compuestos inorganicos y compuestos organicos altamente
conjugados.

Este método ha sido utilizado ampliamente en la determinacién de nitrato en agua y suelos.
Basicamente se ha reportado en la literatura que los puntos de absorbancia de este i6n son a 210,
220 y 302 nm. En la Figura 1 puede observarse el espectro de absorbancia del nitrato en estas
regiones, en la que la absorbancia situada a 210 nm corresponde a una transicion n—g*, mientras
que el pico ubicado en alrededor de 300 nm parece indicar una transicion n—1r*. Cabe mencionar
que el pico de mayor longitude de onda puede distinguirse solo a mayores concentraciones.
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Figura 1. Espectro uv de de nitrato en agua.

Puede observarse con claridad que existe un pico de absorbancia bien definido a 210 y a 302 nm,
este Ultimo cuando la concentracién de nitrato es del orden de gramos, mientras que la primera es
para concentraciones mas bajas de dicho i6n.

En la mayoria de los métodos reportados, el método general consiste en acidificar la muestra
inicial, generalmente con &cido perclorico o sulfarico, para eliminar la turbidez y minimizar la
interferencia de otros iones como cloruro, posteriormente en caso de interferencia de materia
orgéanica se propone algunas opciones como calentar la muestra, agregar algun reactivo o
simplemente restar la absorbancia de la misma a la absorbancia del nitrato, y finalmente obtener la
lectura en absorbancia de la muestra problema.

Se ha encontrado que cuando la determinacion se hace a 210 nm se alcanza un mejor limite de
deteccion y la curva de calibracion presenta una buena correlacion lineal [1]. Al evaluar el efecto de
interferencias se ha encontrado que los nitritos pueden ser eliminados con acido sulfdrico y la
materia organica con reactivo de aliimina [10].

Otros autores han hecho uso de este método en el analisis de aguas contaminadas [11, 12],
proponiendo eliminar la interferencia de materia organica calentando la muestra a 100°C antes del
analisis o restando la absorbancia obtenida a una longitud de onda de 275 nm, correspondiente a
la materia orgénica. Se ha reportado también que el nitrato presenta una banda ancha de
absorcién aproximadamente de 270 a 320 nm [4, 13], y en esta rango se reportd un estudio para la
determinacion empleando el método de minimos cuadrados parciales seleccionando como region
de estudio el intervalo de 250 a 310 nm, se compararon sus resultados con un método de
referencia, el método Devarda,

El presente trabajo tiene como propdsito exponer un método rapido y confiable para la
determinacién cuantitativa de nitrato en un rango de concentracién molar de 0.001 M a 0.1 M en
muestras sin turbidez.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Para realizar este estudio, fue necesario preparar soluciones con diferente concentracion del i6n
nitrato y de otros iones que pudieran ocasionar una interferencia [14, 15] en la lectura de éste. Se
eligio realizar este experimento investigando si habia efecto de interferencias por iones cloruro,
sulfato o carbonato, ya que son los que cominmente se encuentran presentes en aguas naturales
acompafiando al nitrato.
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Las soluciones utilizadas en este trabajo fueron preparadas con sales grado reactivo, las cuales
previamente se secaron en un horno a una temperatura de 110°C durante dos horas.
Posteriormente, empleando estos reactivos se prepararon soluciones primarias de nitrato de
potasio 1 M, sulfato de sodio 0.1 M, carbonato de sodio 0.1 M y cloruro de sodio 0.1 M, a partir de
las cuales se prepararon las soluciones secundarias requeridas para llevar a cabo el estudio, Tabla
1. El agua utilizada para preparar las soluciones de trabajo fue obtenida de un dispositivo Millipore,
la cual posee una resistividad de 18 MQ cm.

Para el analisis por ultravioleta se empleé un espectrofotometro de la marca Thermo Scientific
modelo Genesys 10S uv-vis.

Tabla 1. Concentracién molar de las soluciones empleadas en este trabajo.

[Na,SO,]
[NaCl] [Na,SO,] | [Na,CO3] | [NaCl]
0.01M 0.01 M 0.01 M [Na,CO4]
0.01 M
0.001 0.001 0.001 0.001
0.005 0.005 0.005 0.005
0.01 0.01 0.01 0.01
ol 0.05 0.05 0.05 0.05
Z o1 0.1 0.1 0.1

Los espectros de absorcién UV-vis de las soluciones fueron obtenidos en el intervalo de longitud
de onda de 190 a 400 nm. Estos espectros fueron utilizados para realizar las curvas de calibracion
necesarias QUE SE PODRIAN UTILIZAR EN analizar muestras sintéticas y evaluar el efecto de los
componentes de la solucién en la determinacion de la concentracion de nitrato.

4. RESULTADOS

El primer paso fue obtener el espectro de soluciones estandar de concentracion conocida de
nitrato, los cuales se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Espectros de las soluciones estandar con diferente concentracion molar de KNO3.
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Puede distinguirse con claridad una curva bien definida situada entre 270 y 330 nm
aproximadamente, con un pico alrededor de 306 nm, el cual esta en funcién de la concentracién

del i6n de interés.

Posteriormente se evalué el espectro de soluciones de nitrato con una concentracion conocida de
otros compuestos para observar si se producia interferencia de alguno de ellos en la lectura.
Dichos espectros se muestran en la Figura 2 (curvas con: a) cloruro, b) sulfato y c) carbonato).

0.8
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265 285 305 325 345 265 285 305 325 345
A/ nm A/ nm

)
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3

263 285 305 325 345
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Figura 2. Espectro ultravioleta de las soluciones con 0.1 M de nitrato y 0.01 M de a) cloruro, b)
sulfato y c) carbonato.

Se puede apreciar que en el rango de estudio del presente trabajo (de 270 a 320 nm) todas las
muestras presentan el mismo comportamiento, es decir, una banda ancha de absorcion
correspondiente a la concentracion de nitrato, y no se visualiza ninguna interferencia de los demés
componentes en la solucién.

Al compararlos con los espectros de las soluciones que contienen solo nitrato (Figura 3) se puede
sefialar que la respuesta espectrofotométrica de todas las soluciones es practicamente la misma,
en el intervalo de estudio para la concentracion de nitrato.

Con el objetivo de comprobar cuantitativamente que no hubiera efecto alguno de los otros
componentes en la determinacién de nitrato, se comparé la determinacion de nitrato calculada a
partir de varios métodos.
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Uno de ellos fue calcular el area bajo la curva, para este calculo se seleccioné la region situada
entre 285 y 315 nm, como puede apreciarse en la Figura 3. Para determinar el area bajo la curva
se obtuvo la ecuacion de la misma y se desarrolld la primera derivada, posteriormente se
sustituyeron los limites de longitud de onda entre los cuales se requirio calcular el area.

En este método se tratd de relacionar la concentracion de nitrato con el area bajo la curva; pero no
fue posible encontrar una relacion lineal entre los datos, como se muestra en la Tabla 2.

-—————
- -

________
- N

Concentracion
del estandar

300
A/ nm

280

320

Figura 3. Area bajo la curva de absorbancia seleccionada para la determinaciéon cuantitativa de
nitrato de los espectros de los estandares.

Tabla 2. Relacién entre area bajo la curva del espectro y concentracion de nitrato.

[NO;]
teérico

Ecuacién de la curva

Area

bajo la
curva

0.001

(1x10™)x*+0.007x-1.147

2.32

0.005

(6x107°)x*+0.036x-5.445

1.26

0.01

(1x10™)x*+0.072x-10.78

49.58

0.05

(6x10™)x°+0.36x-53.85

2.75

0.1

(1x10°)x*+0.711x-106.3

464.37

Siguiendo lo escrito en la literatura, se comparé la concentracion de nitrato calculada en diferentes

longitudes de onda.

Se tom6 la lectura de dos muestras con diferente concentracion tedrica de nitrato (0.01 y 0.05 M),
la lectura se realiz6 después de haber calibrado el método correspondiente.
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Las longitudes de onda seleccionadas fueron 210, 230 y 304 nm, acorde a lo encontrado en los
reportes bibliograficos [11, 12, 13].

Al realizar un estudio mas detallado de los datos, puede decirse que cuando la lectura se lleva a
cabo a una longitud de onda de 230 nm se obtiene el menor nivel de confiabilidad que con los otros
métodos. Si la determinacion se realiza a una longitud de onda de 210 o 304 nm, el porcentaje de
error es mucho menor.

Tabla 3. Comparacién de la determinacion de nitrato en diferentes longitudes de onda.

A/nm [[NO3]; |Abs |[NO3]. |% Er

0.01 3.01 |0.014 -42.0
210 nm

0.05 3.20 |0.043 |14.2

0.01 3.20 |[0.004 55.2
230 nm

0.05 3.58 |0.060 |[-19.1

0.01 0.08 |0.011 -8.4
304 nm

0.05 0.41 |0.057 |-14.8

Al evaluar el espectro, se puede observar que en la regién de 210 nm la curva presenta muchos
picos que podrian provocar un cambio significativo en la determinacion cuantitativa del ion de
interés; sin embargo, en la region de 304 nm el espectro es visiblemente confiable.

Al evaluar a fondo esta region, se puede observar que los datos presentan una buena correlacion
lineal, como se muestra en la Figura 4.

0.8
0.7 4 {
0.6 1
0.5 4
0.4 4
0.3 -
0.2 A
0.1 4

0

Absorbancia

0 0.02 0.04 006 008 0.1
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Figura 4. Curva de calibracion de nitrato a 304 nm.

Se puede distinguir que desde una concentracion de 0.001 M hasta 0.1 M se puede determinar con
confiabilidad la concentracion de nitrato en la muestra de agua analizada.
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5. CONCLUSIONES

En base a los resultados, se comprobd que la determinacién cuantitativa de nitrato a partir de una
muestra de agua sin turbidez, puede realizarse con buen nivel de confiabilidad mediante el método
espectrofotométrico, por ultravioleta a una longitud de onda de 304 nm.

Este método resulta ademas de gran utilidad por su rapidez y practicidad, ya que no se requiere un
tratamiento previo a la muestra.
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DIVERSIDAD DE PECES EN LA LAGUNA DE SONTECOMAPAN, VERACRUZ
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Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Xochimilco. Calzada del Hueso 1100, Col. Villa
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RESUMEN

La importancia de las lagunas costeras estuarinas radica en su alta productividad, debido a la
mezcla de sedimentos y nutrientes acarreados por dos masas de agua de diferente origen (Ayala
et al.,, 2007). La Laguna de Sontecomapan se encuentra localiza al suroeste del Estado de
Veracruz, a 16 km del Municipio de Catemaco, su superficie es de 891 Ha. con una profundidad
media de 1.50 m (Contreras, 1993). El objetivo de la investigacién fue determinar las especies de
peces presentes en época de lluvias y secas. El mayor nimero de especies determinaron en el
periodo de secas siendo 14 especies pertenecientes a 10 familias y en el de lluvia se detectaron 11
especies que representaron a nueve familias. Entre los muestreos de lluvias y secas se obtuvo un
total de 22 especies, menor al nimero reportado por Pérez y Torres (2000), quienes reportaron un
total de 97 especies, entre las que se encuentran las 22 de éste estudio. La Laguna de
Sontecomapan presenta una gran diversidad de especies en cuanto a peces por lo que es de
interés evaluar su comportamiento.

1. INTRODUCCION

La importancia de estudiar las lagunas costeras estuarinas radica en su alta productividad, debido
a la mezcla de transportes de sedimento y nutrientes acarreados por dos masas de agua de
diferente origen (Ayala et al., 2007). Son cuerpos de agua litorales que tienen comunicacion
efimera o permanente con el mar (Contreras, 1985). Son ecosistemas susceptibles de ser
aprovechados porque constituyen un punto estratégico de intercambio de materia y energia, estas
regiones son importantes por el aporte a la produccién pesquera, debido a que las especies que se
capturan comercialmente dependen en algin momento de su ciclo biolégico.

Los peces que habitan en los diferentes sistemas acuéticos del estado de Veracruz, han sido
objeto de numerosas investigaciones; sin embargo, las publicaciones al respecto son relativamente
escasas. Los trabajos que abordan el estudio de la comunidad de peces y ofrecen listados de
especies son béasicamente siete: Chavez (1972); Kobelkowsky (1985); Castro-Aguirre et al.
(1986) y Castro-Aguirre (1986); Sdnchez-Rueda (1986); Lopez-Lopez et al. (1991) y Cota vy
Santiago (1994).

La Laguna de Sontecomapan se encuentra localiza al suroeste del Estado de Veracruz, a 16 km
del Municipio de Catemaco, se sitla en la regién de la cuenca que forman el volcan San Martin
Tuxtla y la Sierra Santa Martha en Veracruz. Sus coordenadas son 18° 30’ y 18° 34’ de Latitud
Norte, 95°00" y 95° 04’ de Longitud Oeste. La superficie aproximada es de 891 ha con una
profundidad media de 1.50 m (Contreras, 1993). Esta Laguna ha sido estudiada en diversos
aspectos tanto hidrologicos, geoldgicos y biologicos. Bajo éste contexto, la presente investigacion
tiene como interés contribuir al conocimiento de la ictiofauna, el objetivo de la presente es
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comparar la biodiversidad ictica de la Laguna Sontecomapan, Veracruz, en época de secas y de
lluvias.

2. METODOLOGIA

En la Laguna de Sontecomapan, se ubicaron 10 estaciones de muestreo en dos temporadas de
lluvias (septiembre 2009) y secas (diciembre 2010) Figura 1.
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Figura 1. Ubicacion de las estaciones muestreadas en la Laguna de Sontecomapan.

La captura de organismos se realizd con una red agallera de 300 m de largo y 3 m de ancho con
una luz de malla de 2 1/4”. En cada estacion la red permanecié durante un periodo de una hora y
media. Los organismos fueron identificados con las claves taxonémicas (Castro et al., 1999 y
Alvarez, 1970) y en el caso de los ciclidos con el libro de Freshwater fishes of Mexico (Miller et al.,
2005).

3. RESULTADOS

De las diez estaciones de muestro en lluvias, en Punta Levisa, El Chancarral, El Fraile y La Boya
se obtuvieron organismos.

Se capturaron 11 especies que pertenecen a las familias Engraulidae, Batrachoididae, Carangidae,
Lutjanidae, Cichlidae, Paralichthyidae, Achiridae, Gerreidae y Eleotridae, éstas dos ultimas con 2
especies cada una.

De acuerdo al nimero de especies capturadas en cada estacién se obtuvo: Punta Levisa 5
especies, seguido del Chancarral con 4, La Boya con tres y en El Fraile sdlo se tuvo una (Tabla I).

En secas, se obtuvieron organismos en la mayoria de las estaciones salvo en La Palma y La Boya.
Se determind un total de 14 especies que representan a 10 familias, siendo las mas frecuentes la
Carangidae y Engraulidae (Tabla II).
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Tabla |. Especies capturadas en lluvias

Estacién

Especies capturadas

Punta Levisa

El Chancarral

Lutjanus griséus

Anchoa hepsetus
Opsanus beta

Eleotris amblyopsis
Cichlasoma urophthalmus
Eleotris amblyopsis
Dormitator maculatus
Eucinostomus gula
Citharichthys spilopterus

La Boya Eucinostomus melanopterus
Citharichthys spilopterus
Caranx latus

El Fraile Achirus lineatus

Tabla Il. Especies capturadas en secas

Estacion

Nombre cientifico

El Chancarral

Cocal

Punta Levisa

El Fraile

Séabalo

Costa Norte

Basura

Caranx latus

Caranx hippos
Cetengraulis edentulus
Diapterus sp.

Elops saurus

Mugil cephalus

Selene vomer
Bairdiella chrysura
Caranx hippos
Cetengraulis edentulus
Citharichthys spilopterus
Mugil cephalus
Anchoa lamprotaenia
Bairdiella chrysura
Caranx latus
Euguerres plumieri
Ariopsis felis
Bairdiella chrysura
Diapterus sp.

Mugil cephalus
Ariopsis felis

Elops saurus
Lutjanus griseus
Caranx latus
Gobiomorus dormitor
Citharichthys spilopterus

Gobiomorus dormitor
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4. DISCUSION

Se obtuvo un total de 22 especies entre los muestreos de lluvias y secas, menor al ndmero
reportado por Pérez y Torres (2000), quienes reportan un total de 97 especies, Sin embargo, las
especies identificadas en éste estudio también fueron reportadas por ellos.

De igual manera, de acuerdo a Rodriguez et al. (2010) en los muestreos realizados en épocas de
lluvias y secas reportan un total 52 especies, 41 géneros y 24 familias, Reportando mayor nimero
de especies en épocas de secas, al igual que en esta investigacion.

La diferencia en el nUmero de especies reportadas, muy probablemente esta en funcion del arte de
pesca empleado asi como el tiempo de ejecucion, aunado a las condiciones climaticas.

Por otra parte, con relacién al nimero de especies identificadas entre lluvias y secas, en el
presente trabajo fueron 11 y 14 respectivamente, coincidiendo las especies Caranx latus,
Citharichthys spilopterus y Lutjanus griseus en ambas épocas y la primera con mayor abundancia
en época de secas y la tltima en la de lluvias.

5. CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que Sontecomapan es una Laguna productiva y con alta diversidad
ictiofaunistica, lo cual es un indicador de la eficiencia de la energia tréfica caracteristica de las
lagunas costeras.

Las especies mas frecuentes fueron Caranx latus, Citharichthys spilopterus y Lutjanus griseus.
En la época de secas se determind el mayor niimero de especies.

Caranx latus fue la especie mas abundante, en la época de secas.
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RESUMEN

Uno de los problemas serios que tienen los estudiantes en el estudio de los diferentes cursos de
quimica es la comprension inadecuada de los conceptos y leyes. El rico lenguaje de la quimica ha
transcendido al mundo cotidiano: los términos aforo, destilar, disolver o reaccionar forman parte de
nuestro lenguaje coloquial. Y asi vemos que la actualidad, el problema de la nomenclatura quimica,
conjunto de reglas utilizadas para asignar nombres a las sustancias quimicas afecta seriamente a
los estudiantes de los diferentes niveles escolares con resultados poco alentadores. Es de dificil
comprensioén para los educandos porque su complejidad exige un alto nivel de abstraccion, que
pocos alumnos alcanzan en los primeros cursos de licenciatura, mucho menos lo logran en el
bachillerato y s6lo algunos en la secundaria. En el presente trabajo se destaca la utilidad del uso
de esquemas de algoritmos y tarjetas como medios visuales activos que ayudan a superar la
complejidad del aprendizaje de la nomenclatura quimica con la ensefianza tradicional. La
estrategia fue aplicada a treinta estudiantes del primer cuatrimestre de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la BUAP. Se muestran los resultados obtenidos de la implementacion del uso de
esquemas de algoritmos vy tarjetas en el proceso de ensefianza- aprendizaje de la nomenclatura en
quimica inorganica. El uso de Esquemas de Algoritmos ayudo a los estudiantes a desarrollar sus
habilidades relacionadas en identificar al grupo funcional al que corresponde cada uno de los
compuestos, al mismo tiempo reconocen la importancia de conocer el grupo funcional para aplicar
correctamente las reglas de nomenclatura.

1. INTRODUCCION

La quimica es una de las asignaturas escolares que presentan serios problemas en su
comprensién y ensefianza tanto en el nivel medio superior como en los niveles iniciales de una
licenciatura, segun diversas investigaciones realizadas en distintos contextos, edades, y niveles
educativos (Chamizo, 1996; Driver, 1989). Estas investigaciones muestran que la dificultad
principal que tienen los estudiantes en la comprension de los conceptos quimicos esta relacionada
con la necesidad de contar con un pensamiento abstracto que les permita representar un modelo
de interpretacién de los conceptos abordados en la asignatura de quimica. El rico lenguaje de la
quimica ha transcendido al mundo cotidiano: los términos aforar, destilar, disolver o reaccionar
forman parte de nuestro lenguaje coloquial. Y asi vemos que en el siglo XXI, el problema de la
nomenclatura quimica (conjunto de reglas utilizadas para asignar nombres a las sustancias
guimicas) afecta seriamente a los estudiantes de los diferentes niveles escolares. El dominio de la
nomenclatura quimica inorganica bésica es dificil de lograr, y aunque el tema se aborda en los
cursos de quimica de diversos niveles de escolaridad, los resultados son poco alentadores. Su
complejidad exige un alto nivel de abstraccion, que pocos alumnos alcanzan en los primeros
cursos de licenciatura, mucho menos lo logran en el bachillerato y sélo algunos en la secundaria.
Segun los cientificos, ignorar el uso de la nomenclatura quimica seria abandonar voluntariamente
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una herramienta de mucho valor en la concepcién y exposicion de las relaciones quimicas. Es por
ello que una de las responsabilidades de la comision de simbolos, terminologias y unidades
perteneciente a la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (conocida por sus siglas en
inglés como IUPAC) es asegurar la claridad, la precision y el acuerdo amplio en el uso de los
simbolos por todos los quimicos y editores de revistas cientificas. En este trabajo se propone el
uso de Esquemas de Algoritmos como medios visuales activos que ayudan a superar la desventaja
de la ensefianza tradicional (Orlik,1991), funcionan tipicamente sobre la motivacién extrinseca de
los alumnos, apoyados con tarjetas que contienen las reglas de nomenclatura y caracteristicas
que identifican a los compuestos.

2. METODOLOGIA

En este trabajo se aplicé el uso de los esquemas de algoritmos y tarjetas en el proceso ensefianza-
aprendizaje de la nomenclatura quimica inorganica. La estrategia didactica fue aplicada a veinte
estudiantes del primer cuatrimestre de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP. Se dio inicio
con la exploracion de los conocimientos previos de los estudiantes, relacionados con la
nomenclatura quimica inorganica, a través de la aplicacion de un cuestionario que consta de tres
modulos. EI mddulo 1 consiste en identificar grupos funcionales a través de la féormula del
compuesto, en el médulo 2 se pide nombrar los compuestos y en el médulo 3 escribir la formula a
partir del nombre del compuesto. Para la evaluacion final fue aplicado el mismo cuestionario con la
finalidad de determinar si el estudiantes presento avances favorables en escribir y nombrar
correctamente los compuestos inorgéanicos haciendo uso de los algoritmos propuestos.

Descripcién de la estrategia

1. Se proporciond informacion, a través de un documento (Ciriano, 2007), de las caracteristicas de
los diversos compuestos inorganicos a nhombrar, como son: su composicion, es decir, el nimero y
tipos de atomos que los constituyen, los diversos grupos funcionales que los caracterizan, asi
como las reglas de nomenclatura establecidas por la IUPAC para nombrarlos y escribir su formula
quimica.

Los alumnos trabajaron el documento en equipos de cuatro personas, llevaron a cabo su andlisis,
con la finalidad de obtener la informacion necesaria para construir los esquemas de algoritmos y
tarjetas.

2. Se construyeron tres esquemas de algoritmos, con los cuales es posible identificar si los
compuestos son binarios, ternarios o poliatémicos, y a qué grupo funcional corresponden cada uno
de los compuestos en cuestion (figuras 1, 2 'y 3).

3. Haciendo uso de las reglas de nomenclatura establecidas por la IUPAC, los estudiantes
identificaron las propiedades estructurales de cada tipo de compuesto y elaboraron tarjetas, que
contienen sus caracteristicas de composicion y estructurales, asi como las reglas para nombrarlos
y escribir sus férmulas correctamente.

4. Los Esquemas de algoritmos y las tarjetas fueron utilizados para resolver una serie de ejercicios
relacionados con el nombre y la formula de los compuestos. Esta actividad nos permite evaluar la
eficacia del uso de los esquemas de algoritmos y las tarjetas, y al mismo tiempo el avance de cada
uno de los estudiantes.

5. Finalmente, se aplico el mismo examen que fue utilizado como diagnostico de los conocimientos
previos, en este caso sin que utilicen los esquemas de algoritmos ni las tarjetas, con la finalidad de
evaluar su avance en el conocimiento, comprension y aplicacién de las reglas de nomenclatura.

881



Compuestos

constituidos por

|

Tres tipos ‘ Mds de tres tipos

Dos tipos

de dtomos

l

se denominan se denominan

l

Ternarios Poliatémicos

de dtomos

de dtomos

se denominan

ejemplos ejemplos ejemplos
NaOH NaHSO,4
H,50, [Co(NH;)5C1Cly

Figura.l. Algoritmo de identificacion de los compuestos hinarios ternarios y poliatdmicos.
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Figura 2. Algoritmo de identificacion de los compuestos binarios.
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Figura 3. Algoritmo de identificacién de los compuestos ternarios y poliatomicos.

Examen diagnéstico

Médulo 1. Los compuestos quimicos se encuentran clasificados en grupos funcionales, con base
en el tipo de elementos que los constituyen. Relaciona las siguientes columnas:

a. CsHSO, ( ) Hidréxido

b. H,S ( ) Salternaria oxigenada
c. SnCl, () Oxido basico
d.CO, ( ) Salécida

e. AlH; () Oxacido

f. H3PO, () Hidraro metalico
g.MgO () Sal binaria

h. Pt(OH), () Oxido éacido

i. KoCrOy4 () Hidracido

Moédulo 2. Escribe el nombre de las siguientes formulas quimicas.

a. CsHSO;,
b. H,S

c. SnCl,

d. SeO,

e. CaH,

f. HCIO

g. CrO,

h. Zr(OH);
i. K,CrO,4
g. KHS

h. Al(H,POy)3
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Médulo 3. Escribe la férmula quimica de las siguientes sustancias.

a. Hidréxido cuproso

b. Acido selenhidrico

c¢. Carbonato de calcio

d. Anhidrido carbénico

e. Fosfato acido de potasio

f. Acido bromoso

g. Cromato de potasio

h. Fluoruro de cobalto(ll)

i. Cloruro de cobalto(lll) hexahidratado
j. Sulfato acido de hierro(lll)

NOMENCLATURA DE OXIDOS BASICOS. (metal + oxigeno)

Para dar nombre a estos compuestos, se escribe el término OXIDO, la preposicion DE, y a
continuacion el nombre del METAL seguido de su nimero de oxidacion en romano y entre
paréntesis.

CuO oxido de cobre(ll)

Cu,0 oxido de cobre(l)

Ejemplo del tipo de ejercicios que los estudiantes resuelven, se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Ejercicio propuesto

Escribir la férmula de los compuestos formados al combinar los iones por interseccion de filas y columnas.

OHY™ I~ H"™ S04%” 10 0z
Cu?+ 1 8 15 22 29 36
Ag+ 2 9 16 23 30 37
Ni3+ 3 10 17 24 31 38
Pb#*+ 4 11 18 25 32 39
Fe?+ 5 12 19 26 33 40
Fe3+ 6 13 20 27 34 41
Zn?+ 7 14 21 28 35 42

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis del examen diagnéstico se presentan a continuacién, se resaltan los
principales logros y dificultades encontrados después de analizar las respuestas al cuestionario
diagnéstico aplicado.

Logros

Identifican al elemento por su simbolo.
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Identifican si el elemento es metal o no metal.

Muestran menos problemas para hombrar los compuestos binarios.

Conocen algunas reglas de la nomenclatura quimica inorganica.

Toman en cuenta la electronegatividad de los elementos.

Dificultades

Muestran dificultad en la determinacion de los nimeros de oxidacion.

Tienen problemas en la identificacion de los grupos funcionales.

Muestran mayor dificultad para escribir la formula quimica que para nombrar un compuesto.
Confunden los acidos ternarios con los binarios.

Tienen dificultades en aplicar exactamente las reglas de nomenclatura

El andlisis de los resultados obtenidos del examen diagnéstico revela que los alumnos carecen de
los conocimientos basicos necesarios para el aprendizaje del tema de la nomenclatura quimica
inorganica, muestran dificultad en la identificacién de los grupos funcionales que caracterizan a los
diferentes compuestos quimicos y en consecuencia aplican incorrectamente las reglas de
nomenclatura, asi como también presentan dificultades en la determinacion de los ndmeros de
oxidacion de los elementos que constituyen la formula quimica, dando como resultado nombres
incorrectos y formulas mal escritas.

Estos resultados revelan que muchos de los métodos tradicionales de ensefianza utilizados en
instituciones universitarias no cubren las necesidades educativas de los estudiantes, dado que los
alumnos presentan dificultades en la comprensién y aplicacion de conceptos, en descubrir su
pertinencia y en transferir conocimientos.

Aplicacion de la estrategia

Los esquemas de algoritmos disefiados y las tarjetas, fueron aplicados a una serie de ejercicios en
los cuales el estudiante primero construyé su férmula correcta, identific6 con ayuda de los
algoritmos si el compuesto es binario o ternario y a qué grupo funcional corresponde y finalmente,
con ayuda de las tarjetas, proporciond el nombre correcto del compuesto. Para aprovechar bien
este tipo de esquemas, cada estudiante debe tener copia de los esquemas de algoritmos, con los
que trabaja constantemente hasta que aprende bien el procedimiento. En este proceso el alumno,
a través del uso de los algoritmos vy tarjetas, logré familiarizarse con los grupos funcionales y las
reglas de nomenclatura quimica inorganica.

Por ultimo, se aplicé el mismo cuestionario utilizado en el diagnéstico de conocimientos previos, el
cual fue contestado sin el uso de los esquemas de algoritmos ni las tarjetas. Las tablas 2, 3y 4
muestran el nimero de alumnos que lograron respuestas correctas en la aplicacion del examen
diagndstico antes y después de ser aplicada la estrategia.
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Tabla 2. Resultados comparativos del Médulo 1, antes y después de la implementacion de la

estrategia.

Identificacion del grupo funcional del
compuesto

No. Alumnos con respuesta correcta
antes de la implementacion de la

No. Alumnos con respuesta correcta
después de la implementacion de la

estrategia. estrategia.

formulado

CsHSO, - 15
H.S 3 19
SnCl, 20 20
CO, 10 20
AlH; - 19
H3PO.4 4 20
MgO 2 20
Pt(OH), 10 20
K2CrO4 - 18

Tabla 3. Resultados comparativos del Médulo 2, antes y después de la implementacion de la

estrategia.

Nombrar el compuesto

No. Alumnos con respuesta correcta

No. Alumnos con respuesta correcta

antes de la implementacion de la | después de la implementacién de la
estrategia. estrategia.
CsHSO; - 15
H.S 4 18
SnCl, 16 20
SeO, 11 20
CaHz - 19
HCIO 4 20
CrO, 2 20
Zr(OH)s 10 20
K,CrOq4 - 18
KHS - 18
Al(H,PO.)s R 19
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Tabla 4. Resultados comparativos del Médulo 3, antes y después de la implementacion de la

estrategia.

Escribir la férmula quimica de las | No. Alumnos con respuesta correcta | No. Alumnos con respuesta correcta
siguientes sustancias. antes d_e la implementacion de la después_ de la implementacién de la

estrategia. estrategia.

Hidréxido cuproso 3 16

Acido selenhidrico 2 16

Carbonato de célcio 7 20

Anhidrido carbénico - 20

Fosfato acido de potasio - 18

Acido bromoso - 19

Cromato de potasio - 18

Fluoruro de cobalto(ll) 4 19

Cloruro de cobalto(lll) hexahidratado 5 18

Sulfato acido de hierro(lll) - 17

Al comparar los resultados del examen diagnéstico aplicado antes y después de la estrategia, se
observa que los resultados obtenidos son notablemente mejores después de aplicar la estrategia,
pues en este caso los alumnos logran identificar si el compuesto es binario, ternario o poliatomico,
asi como identificar con mayor acierto a qué grupo funcional corresponden, facilitando de esta
manera la eleccién de las reglas de nomenclatura a aplicar y consecuentemente nombrar y escribir
correctamente los compuestos quimicos.

4. CONCLUSIONES

La practica de la utilizacion de esquemas de algoritmos apoyados con las tarjetas en las clases de
quimica muestra que este método ayuda a los estudiantes a adquirir habilidades en la resolucion
de problemas en quimica. Para aprovechar bien este tipo de esquemas, cada estudiante debe
tener copia del esquema de algoritmo, con el cual trabaja constantemente hasta que aprende bien
el procedimiento. Otra tarea importante para los estudiantes es que deben elaborar sus propios
esquemas de algoritmos. Esta tarea les ayuda a comprender mejor cémo lograr la solucién y
muestra al profesor como es su progreso. Ademas, los estudiantes pueden elaborar sus propios
esquemas de algoritmos de buena calidad y después el profesor puede discutir en grupo este
trabajo, que sirve muy bien para el desarrollo de sus habilidades. El uso de tarjetas fue de gran
utilidad debido a que los estudiantes, después de identificar al compuesto, recurren a consultar la
informacion contenida en la tarjeta para dar su nombre correcto como lo establecen las reglas de
nomenclatura.
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RESUMEN

Introduccién: a 25 afios de lucha de la Comisién de Rescate de la presa San Lucas Xochimanca,
ubicada en el centro de la delegacién Xochimilco, lo Unico que queda es “la letrina mas grande del
Distrito Federal”. La Presa se ha convertido, al igual que los rios que bajan la montafia de Topilejo,
en un verdadero basural lleno de botellas y bolsas de plastico, llantas viejas, animales muertos,
aunado el hecho de estar recibiendo el drenaje proveniente del Reclusorio Preventivo Varonil Sur,
llendndose de excremento y otros desechos, creando un verdadero foco de infeccion.

Teoria: la presa San Lucas, vaso regulador del agua pluvial hacia los canales de la demarcacién,
sufre una verdadera contaminacion, la cual ha sido denunciada por los vecinos a la delegacion
Xochimilco y al Sistema de Aguas, pero la respuesta ha sido insuficiente, aun a pesar del
desazolve de cinco hectareas de la presa y la clausura de descargas clandestinas. Acciones
futuras precisan de un modelo de gestion hidrica integral que garantice adecuados aspectos
tecnoldgicos y presupuestales, fundamentalmente dirigido a las delegaciones del sur de la Ciudad
de México: Milpa Alta, Tldhuac, Xochimilco y Tlalpan.

Metodologia: nuestro equipo de trabajo interdisciplinario, realizé estudios microbiol6gicos y
fisicoquimicos (conductividad, pH, oxigeno), de acuerdo a la Norma Oficial NOM-127-SSA1-1994
referente a la salud ambiental agua para uso y consumo humano y sus limites permisibles de
calidad, para determinar la calidad del agua de la presa, cuyos resultados se hicieron llegar a la
Delegacion.

Conclusiones: 1) Conductividad: alto grado de mineralizacion de las aguas, fuera de las Normas
mexicanas y no aptas para el riego. 3) El pH fuera del rango permitido para sustentar la vida
acuatica. 4) Oxigeno disuelto: valores minimos. Los indicadores microbiol6gicos hallados en
distintas regiones de la ribera de la presa reportan: enterococos, coliformes fecales, E. coli y
colifagos, asi como quistes de Cryptosporidium.

1. INTRODUCCION

Desde hace mas de diez afios, la presa San Lucas Xochimanca, localizada en la delegacion
Xochimilco, ha presentado una severa contaminacion por las descargas de aguas negras y
residuales de los rios que bajan de la montafia de Topilejo, entre ellos, los rios Santiago, San
Mateo y San Francisco. El Reclusorio Sur, asi como los asentamientos vecinos descargan sus
aguas residuales al rio Santiago, que vierte sus aguas a la presa.
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Ante tal problemética, en abril de 2010, se formé el Comité San Lucas Xochimanca por una
diversidad de pobladores, con el fin de rescatar la presa San Lucas. El Comité realiza, entre otras
tareas, un Foro del Agua, donde se brinda informacién, propuestas, y se vinculan con otras
asociaciones civiles y académicos de la UNAM, la UAM y la UACM. Como resultado de las
denuncias de este foro, la Comisiébn de Derechos Humanos del Distrito Federal, emitidé la
recomendacion 01/2013 en su boletin 48/13, el cual fue dirigido a la Secretaria de Gobierno del
Distrito Federal, a la Secretaria del Medio Ambiente del Distrito Federal, al Sistema de Aguas de la
Ciudad de México y a la Delegacién Politica de Xochimilco por la contaminacién del rio Santiago
con las aguas residuales del Reclusorio Varonil Sur (Plata, 2014).

Como consecuencia de esa recomendacion, el 19 de abril de 2014, el periddico La Jornada dio a
conocer una nota en su seccion Capital, donde informaba que “el gobierno del Distrito Federal
destinara 311 millones de pesos para el rescate del rio Santiago durante 2014-2017, para dar
cumplimiento a la recomendacion” (Bolanos, 2014).

Sin embargo, hasta el momento, las autoridades no han llevado a cabo acciones para remediar la
severa contaminacion de la presa, cuya funcién es la de ser un vaso regulador del agua pluvial
hacia los canales de la demarcacion, los cuales utilizan su agua para el riego de frutas y verduras
de la zona chinampera. Vecinos de la unidad habitacional Nativitas, ya han presentado tanto
problemas en la piel como problemas gastrointestinales (Cruz, 2008).

El manejo de la calidad del agua de los rios para los paises en desarrollo, implica un proceso muy
complejo y de interés nacional, ya que no puede separarse del bienestar humano. La calidad del
agua se determina por la presencia y la cantidad de contaminantes, asi como de factores fisico-
quimicos tales como pH, la conductividad, la cantidad de sales y de la presencia de fertilizantes. La
actividad humana tiene una gran influencia en alterar todos estos factores, al depositar residuos en
el agua y afiadir sustancias y contaminantes ajenos a su forma natural. Asi, la calidad del agua es
relevante por los diversos roles que esta cumple: fuera del curso del rio se destina al uso
domeéstico, agricola e industrial y como medio para la acuicultura y manejo de vida silvestre en
general.

2. TEORIA

La presa San Lucas, inaugurada en 1946, por la administracion de Miguel Aleman, es un vaso
regulador del agua pluvial hacia los canales de la demarcacion, la cual, desde hace 25 afios, recibe
la descarga de aguas residuales tanto del Reclusorio Sur (con una poblacién de ocho mil internos),
asi como las descargas de los rios Santiago, San Mateo y San Francisco, que son contaminados
desde que bajan de la montafha de Topilejo, donde los asentamientos humanos descargan sus
aguas negras y residuales, asi como desechos al pasaje de los rios: plasticos, ropa usada, llantas
de automdviles; también se encuentran animales muertos como vacas 0 perros inflados y en
estado de putrefaccion. Las aguas de estos rios, estan intubadas solo en pequefios tramos. De
esta manera, la ausencia de intubacién, asi como de una cultura ambiental en la poblacién, ha
permitido que se arrojen desechos sin ninguna reflexion seria en cuanto a los riesgos de esta
situacion ambiental.

Estos problemas de contaminacién de la presa, que han sido denunciados por los vecinos a la
delegacion Xochimilco (siempre sin recursos), al Sistema de Aguas, bajo la gestion de Alejandro
Martinez Pérez, a la Comision Nacional del Agua (Conagua), bajo la gestion de José Luis Luegue,
han dado una respuesta insuficiente; todas las autoridades en materia se han turnado la
responsabilidad unos a otros, y, aun a pesar del desazolve de cinco hectareas de la presa y la
clausura de descargas clandestinas, la problematica continta.
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De esta manera, en un futuro cercano se precisan acciones encaminadas a un modelo de gestion
hidrica integral que garantice aspectos tecnolégicos y presupuestales adecuados,
fundamentalmente dirigido a las delegaciones del sur de la Ciudad de México: Milpa Alta, Tlahuac,
Xochimilco y Tlalpan. Asimismo, urge plantear una vision multidimensional mas compleja, que
integre un dialogo interdisciplinario. Debido a ello, la apuesta tedrico-metodoldgica debe apuntar a
la integracion de equipos interdisciplinarios por un lado, y por el otro, integrar la accion ciudadana
dentro de la propia planeacion del proyecto (Gonzélez et al, 2010). Es decir, “un estudio integrado
de un sistema complejo, donde esta en juego la totalidad del sistema, sélo puede ser obra de un
equipo con marcos epistémicos, conceptuales y metodoldgicos compartidos” (Garcia, 1994).

3. PARTE EXPERIMENTAL

El objetivo de este trabajo fue determinar la calidad fisicoquimica y microbiolégica de las aguas de
la Presa San Lucas Xochimanca, que permita construir una linea de base adecuada para los
estudios de impacto ambiental.

Para ello, se realizdé un recorrido por la Presa San Lucas Xochimanca, asi como la ribera de los
rios Santiago, San Mateo y San Francisco, desde su salida por la montafia de Topilejo, para
detectar visualmente el deterioro ecolégico tomando fotografias en varios recorridos Yy
posteriormente se llevaron a cabo los indicadores fisicoquimicos y microbiolégicos a lo largo de
varias estaciones de muestreo.

Siguiendo la Norma Oficial Mexicana (NOM-127-SSA1-1994) referente a la salud ambiental, agua
para uso y consumo humano y sus limites permisibles de calidad, se determinaron los siguientes
pardmetros fisicoquimicos para la evaluacién de la calidad del agua: pH, temperatura, oxigeno
disuelto, y conductividad. Los parametros microbiolégicos fueron coliformes totales y fecales.

Tanto los parametros fisicoquimicos como los microbiolégicos, se evaluaron en la primavera del
2015. Los muestreos se registraron en puntos alejados de las orillas, en sistemas homogéneos,
recogiendo la cantidad adecuada para sub-muestras y todo lo que significa obtener muestras
representativas del total. Las muestras fueron llevadas el mismo dia al Laboratorio de Aguas y
Suelos de la UAM-X y almacenadas a 4°C. Se procesaron tres réplicas paralelas de cada muestra.

El pH, fue medido con un pH metro digital portatii Hanna modelo 2041 y la conductividad (mS)
medida con un conductivimetro HACH modelo 2041.

4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran que las aguas de la Presa de San Lucas Xochimanca,
presentan problemas fisicoquimicos, de acuerdo a la Norma Oficial NOM-127-SSA1-1994. En
cuanto a los indicadores microbiolégicos se encontré un recuento alto de bacterias coliformes
totales en varias estaciones de muestreo, con altos indices de quistes de Cryptosporidium, lo cual
les da el caracter de no aptas para actividades con contacto directo y para el riego de frutas y
verduras que se desarrollan a ras de suelo en la zona de Xochimilco, caracteristico para el cultivo.
Para resolver esta problematica, es necesario aplicar una modificacion del ecosistema, situacién
que se ha agravado, debido a la falta de un plan de manejo integral adecuado.

Los resultados de los factores fisicoquimicos medidos, mostraron lo siguiente:
Temperatura

Considerando la temperatura desde el punto de vista de la vida acuatica, en flujo de aguas
corrientes, no debe aumentar el valor natural en méas de 3 °C. (Rivera y Mufioz Pedreros, 1999). En
nuestro estudio, la temperatura varié entre 8.1 y 25,7°C. Con base a ello, las aguas de la presa
San Lucas Xochimanca cumplen con los requisitos minimos para la vida acuatica.
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Conductividad

La conductividad, k, es una medida del grado de mineralizaciéon de las aguas (sales disueltas),
como también de la carga io6nica presente. Esta medida indica la capacidad de una solucion
acuosa para transmitir una corriente eléctrica. Esta capacidad, depende de la presencia de iones,
de su concentracion, valencia, movilidad, asi como de la temperatura ambiental. De esta manera,
la presencia de la mayoria de los compuestos inorganicos (aniones: cloruros, nitratos, fosfatos,
sulfatos) serian buenos conductores, contrariamente a la presencia de compuestos organicos (con
la presencia de carbono) no disociables en agua, tales como los derivados fendlicos, alcoholes,
azlcares, aceites).

La teoria nos dice que las aguas de menos de 1.2 mS/cm o 1200uS/cm, no plantean ningin
problema; sin embargo, aguas que presentan una conductividad por encima de 2.5 mS/cm, no son
aconsejables para el riego.

**xx%_0s valores encontrados fueron de 38.7 a 209 mS/cm, que no estan dentro de lo estipulado
por las Normas Mexicanas y no son aptas para el riego.

pH

Considerando el requisito para aguas de riego (NOM), éstas deben tener un pH entre 5,5y 9,0. El
requisito para la vida acuatica, es de 6 a 9 unidades de pH.

***+*%E| pH de la presa San Lucas Xochimanca presenta un rango de 9.1-9.4, por lo cual las aguas
de la presa presentan problema para ser utilizadas como aguas de riego.

Oxigeno disuelto

La norma vigente estipula que las aguas con valores de oxigeno disuelto por debajo de 5ppm, no
son aptas para la vida acuatica.

**xx%E| oxigeno disuelto en la presa San Lucas Xochimanca se presenté en un rango de 4.3 a 5
ppm, estando algunas estaciones de muestreo por debajo de los valores minimos de la norma
vigente, por lo que no permiten sustentar la vida acuatica.

Determinar la concentracion de oxigeno es trascendental, ya que su presencia y concentracion es
esencial para sustentar las formas superiores de vida, asi como para evaluar los efectos de
potenciales agentes contaminantes, principalmente por el balance de oxigeno en el sistema.

Indicadores microbiolégicos

El anteproyecto de norma de calidad para la proteccion de las aguas continentales superficiales,
establece para coliformes fecales en las aguas que se utilicen en actividades con contacto directo y
el riego de frutas y hortalizas que se desarrollan a ras de suelo y que habitualmente se consumen
sin proceso de coccion, un maximo de 1000 coliformes fecales/100 ml, y 2000 coliformes
totales/100 ml.

La norma secundaria de calidad ambiental contempla, para coliformes totales y fecales cinco
categorias que van desde clase de excepcion hasta clase 4, en un rango desde 10 a menos de
10000 NMP por 100 ml. (CONAMA, 2000).

La presa presentd, en coliformes totales un minimo de 67 y un méximo de 6300 expresado como
NMP/100ml. En cuanto a coliformes fecales se presenté un minimo de 14 y un maximo de 632
NMP/100 ml. Lo anterior permite sefialar que existen al menos cuatro estaciones en las cuales se
superaron los valores maximos de coliformes totales, lo que las convierte en agua no apta para
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actividades con contacto directo y para riego de frutas y hortalizas, poniendo en riesgo las
actividades agricolas de Xochimilco.

5. CONCLUSIONES

Los parametros fisicoquimicos medidos en la presa San Lucas Xochimanca mostraron que:

Temperatura / cumple con los requisitos minimos para la vida acuética.

Conductividad / fuera de lo estipulado por la NOM:

pH / No cumple el requisito de la NOM para la vida acuatica.

Oxigeno disuelto / Varias estaciones de la presa no cumplen el requisito de la NOM para sustentar
la vida acuética.

Los indicadores microbiolégicos realizados.

Existen al menos cuatro estaciones de la presa San Lucas Xochimanca, en las cuales se
superaron los valores maximos de coliformes totales, lo que las convierte en agua no apta para
actividades con contacto directo y para riego de frutas y hortalizas, poniendo en riesgo las
actividades agricolas de Xochimilco.
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ELABORACION DE PELICULAS A PARTIR DE ALMIDON Y COPOLIMERO INJERTO
ALMIDON-G-PCL

Peralta Gonzalez Coyolicaltzin', Ramirez Hernandez Aurelio', Conde Acevedo C. Jorge, Moreno
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'Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec.

RESUMEN

Se llevé a cabo la elaboracién de peliculas de almidén y del copolimero injerto almidén-g-PCL
sintetizado a diferentes temperaturas por medio del método casting. Se realiz6 su caracterizacién
por la técnica instrumental de Rayos X. El andlisis de los difractogramas permite concluir que a
partir de los 130°C, el pico de la PCL es mayor con respecto a temperaturas inferiores. Esto
significa que a temperaturas mayores el ordenamiento de las cadenas aumenta. Ademas, se
determiné el porcentaje de permeabilidad a gases y el grado de degradacion bioldgica de las
peliculas. Encontrando que la degradacién biolégica se lleva completamente a los 30 dias. Siendo
la pelicula de PCL la mas resistente. La permeabilidad es variable en todas las formulaciones de
las peliculas y su degradacién hidrolitica aumenta conforme pasando el tiempo.

1. INTRODUCCION

Las peliculas de almidon también llamadas “almidén plastificado” presentan propiedades
mecanicas similares a la de los plasticos convencionales cuando el almidén es modificado ya sea
de manera fisica o quimica. Ademas, son completamente biodegradables y composteables. El
almidon plastificado puede combinarse con plasticos para generar nuevos materiales con
propiedades fisicas y quimicas, diferentes a los materiales de partida. ® Por ejemplo, las mezclas
de policaprolactona y almidén han demostrado ser completamente biodegradables. Sin embargo,
debido a la incompatibilidad entre el almidén (hidrofilico) y la PCL (hidrofébica), las propiedades
mecanicas no son las adecuadas para ser una alternativa ante el uso desmedido de los plasticos
convencionales. Esta falta de adhesion entre el almidén y la PCL constituye la principal desventaja
de estas peliculas. Desde un punto de vista, la incorporacion de la PCL a la estructura del
almidén, es decir, la modificacién quimica del almidén con la PCL, almidén-g-PCL, puede generar
peliculas con propiedades fisicas y quimicas similares a plasticos de uso comun.™

Uno de los procesos principales para la formacion de las peliculas es el “proceso humedo”, que
involucra la dispersién o solubilizacion de los biopolimeros en una solucién para la formacion de
pelicula, seguida por la evaporacion del solvente. Un ejemplo es el método casting, en el cual
luego de formada la soluciébn de los componentes de pelicula, se realiza la evaporacién del
solvente a temperatura y humedad controladas.® El método casting ha sido usado para la
elaboracion de peliculas de almidén.* ®
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Elaboracion de las peliculas. El esquema 1 ilustra de manera general el procedimiento
general para la formacién de las peliculas de almidon de platano macho y del copolimero usando
el método casting.

Agua

Almidon

\ l Copolimero
—
—_ —
6o

85°C 20 min agitacién Vaciado

en horno

Secado a 45°C

durante 24h

Esquema 1. Elaboracion de las peliculas por el método casting

2.2 Biodegradacion de las peliculas. Las pruebas de biodegradacion de las peliculas elaboradas
fue de acuerdo a la norma ASTM D -1708 y estas se realizaron en un espacio convencional de un
terreno ubicado en la Universidad del Papaloapan en San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca. Este
lugar se eligié debido a un mejor control para el acceso y la manipulacién de las muestras. Las
muestras fueron enterradas durante la temporada primavera -verano del 2015. Las peliculas fueron
cortadas en muestras de 5 x 5 cm, se tomo el peso inicial de las muestras y se etiquetaron. Las
muestras se colocaron sobre un agujeré de 15 cm de profundidad y se colocé tierra encima. Se
colocaron tres muestras de cada pelicula. Las muestras se recuperaran a los 8, 15, 30 y 60 dias de
exposicion. "8 El porcentaje de degradacion se calculara a partir de la ecuacion [1].

=(masa final)x100 [1]

Porcentaje de biodegradacion (%) o inicial

Donde la masa final es la masa recuperada en un tiempo dado.

2.3 Determinacion de la permeabilidad al vapor de agua y a gases. La permeabilidad al vapor
de agua (WVP) se midi6 usando el método ASTM E96 [120] con algunas modificaciones. Las
muestras se ubicaron en celdas de permeacion de boca de &rea conocida, las cuales contenian
agua destilada o soluciones salinas. Las celdas de permeacion una vez ensambladas y las
peliculas correctamente selladas a las mismas, se pesaron y ubicaron en un ambiente de humedad
y temperatura conocidas con adecuada circulacion de aire. La diferencia de presion parcial de
vapor de agua existente a ambos lados del film proporciona la fuerza impulsora para el flujo de
vapor a través de la pelicula. La ganancia o pérdida de peso de las celdas fue monitoreado en
funcién del tiempo, obteniéndose una recta luego de alcanzado el estado estacionario. Los
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cambios de peso se registraron mediante una balanza analitica CX series Citizen con una precision
de 0.0001 g. La pendiente de las rectas, G, fue calculada mediante regresion lineal y la
permeabilidad al vapor de agua fue calculada de acuerdo a la siguiente ecuacion

GL
WVP =—— [2]
donde G es la pendiente de la recta de cambios de peso en funcién del tiempo, L el espesor del
film, A es el area expuesta del film y Ap es la diferencia de presion de vapor de agua a través del
film.

3. RESULTADOS

3.1 Elaboracioén de las peliculas de almidén y del copolimero. Se llevé a cabo la elaboracién de
las peliculas por medio del método casting. Las cuales se obtuvieron con éxito y en la Figura 1 se
presentan algunas de las fotografias tomadas de estas. La primera corresponde a la pelicula de
almidon de platano macho (1), (2) y (3) corresponden a las peliculas de almidén/Almidén-g-PCL/ y
del copolimero Almidén-g-PCL, respectivamente.

1) ) (3)

Figura 1. Peliculas de almidén (1), del alImidon/almidon-g-PCL (2) y del copolimero almidén-g-PCL.

Comparando las tres fotografias se puede observar que las tres presentan tonalidades diferentes.
La tendencia de transparencia sigue el siguiente orden Pel. 1> Pel. 2> Pel. 7. Esta tendencia se
debe probablemente a las diferencias de la cristalinidad y amorficidad que tiene cada pelicula.

En la Figura 2 se presenta los difractogramas de rayos X de las primeras 5 peliculas, en los cuales
se distinguen los picos de difraccién caracteristicos de la policaprolactona y del almidén, los cuales
se generan a los angulos 26= 21.42, 22.05 y 23.81° para la PCL, y para el almidén a los angulos
206=5.6, 15.01 y 16.89° para este Ultimo presenta una morfologia tipo C.
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Intesidad

Figura 2. Difractogramas de las peliculas de almidén y del copolimero almidén-g-PCL

Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros investigadores [9]. Se observa que al
aumentar la temperatura de sintesis del copolimero aumenta la intensidad de las sefales de la
PCL y del almidén. Esto probablemente se deba a que las cadenas PCL y del almidén se
reorganizan en forma lineal cuando la temperatura de secado de la pelicula permanece constante y
este resultado concuerda con lo observado por los espectros de FTIR.

Se llevé acabo la hidrolisis acuosa de PCL en la Figura 3 se presentan los resultados.

100 H

Porcentaje de masa no degradada (%)

Tiempo (dias)

Figura 3. Hidrolisis acuosa de las peliculas.
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La pelicula del copolimero injerto almidéon-g-PCL (Pel. 7) se degrada hasta un 90% a los 12 dias
mientras que la de almidon (Pel. 1) se degrada has un 40% aproximadamente, en el mismo tiempo.
A partir de este resultado se concluye que las peliculas del copolimero son méas degradable que las
peliculas de almidon. Mientras que la temperatura de sintesis del copolimero hace que las
peliculas almidon/copolimero sean mas resistentes afecta la degradacién hidrolitica. Esto se debe
probablemente a la disminucién de grupos hidroxilos de los poliemros con los cuales pudiera
interaccionar con el agua. copolimero. Por otra parte, las peliculas de solo PCL, tal como se
esperaba, tienen escasa humedad debido a sus caracteristicas quimicas y fisicas, es hidrofébica.

Se llevo a cabo el estudio de la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas de almidon y del
copolimero. En la Figura 4 se presentan estos resultados.

1.8000E-09
1.6000E-09 - ]:

1.4000E-09 - I I :I:
1.2000E-09 -
1.0000E-09 -
8.0000E-10
6.0000E-10 -
4.0000E-10 -

2.0000E-10 —

0.0000E+00

Pel. 1 Pel. 2 Pel. 4 Pel. 6 Pel. 10

Figura 4. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas.

El efecto de la temperatura de sintesis del copolimero sobre la permeabilidad al vapor de agua
aumenta a medida que aumenta la temperatura de sintesis haciendo una estructura menos densa
y como consecuencia mas permeable.

4. CONCLUSIONES

Se llevo a cabo con éxito la elaboracion de peliculas de almidon y del copolimero almidén-g-PCI
por medio del método casting. La caracterizacién por FTIR y rayos X indican que las cadenas de
PCL se reorganizan en forma lineal conforme aumenta la temperatura de sintesis del copolimero.

La biodegradacion de las peliculas se lleve a acabo a los 30 dias. Este resultado permite concluir
que las peliculas son altamente biodegradables en este tiempo.
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SINTESIS DE BIS- Y TRIS-ISOTIOUREAS ALIFATICAS DERIVADAS DEL BENZOTIAZOL
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07340, Mexico., Proyecto SIP- 20150392.

RESUMEN

En esta investigacién reportamos avances en la investigacion sobre la sintesis de bis- y tris-
guanidinas derivadas del benzotiazol. El procedimiento consiste de tres pasos a) Obtencién del
ditiometilcarboimidato benzotiazol a partir del 2-aminobenzotiazol con disulfuro de carbono en
medio basico, b) La reaccién de dos o tres equivalentes molar del ditiometilcarboimidotobenzotiazol
con un equivalente molar de la correspondiente di- o tri-aminas aromaticas o alifaticas en reflujo de
etanol para obtener las correspondientes bis- o tris-Smetilisotioureas. c) Reaccidn de las bis- o tris-
isotioureas con aminas para obtener las bis- o tris-guanidinas correspondientes. La reaccion
procede por ataque nucleofilico de las bis- o tris-aminas sobre el grupo carboimidato del
ditiometilcarboimidatobenzotiazol, probocando el desplazamiento de moléculas de HSMe. Las
isotioureas aun contienen un grupo S-Me, esto permite una segunda sustitucion con aminas
alifaticas o aromaticas para conducir a las correspondientes bis- o tris—quanidinas. Las estructuras
de los compuestos se asignaron por Resonancia Magnética Nuclear de "H 'y 3¢, se logré sintetizar
un compuesto mixto que contiene el grupo isotiourea y guanidino, cuya estructura se determiné por
difraccion de rayos-X.

Palabras clave: 2-aminobenzotiazol; dithiometilcarboimidatobenzotiazol; isotiourea; bis-isotiourea;
tris-isotiourea.

1. INTRODUCCION

La sintesis de compuestos guanidina es muy importante en sintesis orgénicaz, puesto que existen
compuestos con actividad bioldgica y farmacéutica que contienen este grupo.” Por otro lado, estos
compuestos se pueden usar como ligantes en la preparacion de complejos metalicos.’

Tipicamente, la sintesis de estos compuestos involucra el tratamiento de una amina con especies
amidina y carbodiimida.

Un método adecuado para obtener guanidinas es por condensacién de una amina con una
carbodiimida. Sin embargo, se requiere de un catalizador para llevarse a cabo.* Se encontré que
complejos metalicos® >** son eficientes catalizadores con una amplia gama de aminas primarias
aromaticas y aminas secundarias alifaticas. Sin embargo, se reportd que esta reaccion con aminas
secundarias alifaticas requiri6 de elevadas temperaturas de reaccién y/o tiempos de reaccion
prolongados.7'12 Recientemente, se ha encontrado que complejos hetrobimetalicos, son altamente
activos como precatalizadores para la adicion de aminas a carbodiimidas.™ Inclusive, la doble
adicion de diaminas aromaticas a carbodiimidas produce las correspondientes bisguanidinas con
rendimientos casi cuantitativos a 25°C, y la reaccién con diaminas alifaticas procede a 40-60°C
para dar las correspondientes bisguanidinas con excelentes rendimientos.
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En este trabajo se reporta un método para la obtencion de bis- y tris-guanidinas derivadas del
benzotiazol por un método facil y sin catalizadores.

2. METODOLOGIA

Se utiliza como intermediario el ditiometilcarboimidatobenzotiazol 2, el cual se obtiene por reaccion
del 2-aminobenzotiazol 1 con NaOH, CS, y CHsl, esquema 1. Se sabe que la reactividad del
compuesto 2 se debe a la facilidad con que se desplazan 2 moléculas de HSMe como grupo
saliente por el uso de aminas alifaticas y aromaticas para obtener Smetilisotioureas y
posteriormente guanidinas“'lg. Con base en esto, propusimos sintetizar bis- y tris-SMetilisotioureas
y sus correspondientes bis- y tris-guanidinas por reaccion de dos equivalentes molares del
compuesto 2 con un equivalente molar de bis- y tris-aminas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La reaccién de los isébmeros o-, m- y p-fenilendiaminas en reflujo de etanol por 24 horas arrojaron
los siguientes resultados: La reaccion con la orto-fenilendiamina produce la isotiourea 3a en
mezcla con un equivalente del compuesto 2 sin reaccionar. El espectro de RMN de 'H del
compuesto 3 presenta una sefial NH ancha en 11.9 ppm en CDCl;. El desplazamiento de esta
sefial a alta frecuencia, es indicativo de la formacién de un puente de hidrégeno intramolecular
entre el proton NH de la o-feniléndiamina y el atomo de nitrégeno del benzotiazol, se propone que
este protén también participa en una interaccién por puente de hidrégeno con el par de electrones
del nitrégeno del segundo grupo amino, como se indica en el esquema 1, esta condicion hace que
el intemediario 3a sea suficientemente estable para ser aislado. La sefial para el SCH; esta como
un singulete en 2.46 ppm, cuya integracion es 3:8 en relacion con los atomos de hidrogeno de los
anillos aromaticos. En el espectro de RMN B3¢ presenta 15 sefales, lo que esta de acuerdo con la
estructura propuesta. Un criterio que explica por qué la reaccion falla en el caso de la o-
fenilendiamina, se debe al efecto estérico en la posicién orto del segundo grupo NH, y la fuerte
interaccién por puente de hidrogeno con el par de electrones libres del nitrégeno de la o-anilina, los
que son impedimentos para la segunda sustitucién del grupo SMe, lo que impide la formacién de la
correspondiente bis-isotiourea.

Las reacciones con meta- y para-feniléndiaminas, produjeron las bis-isotioureas 4b y 4c
respectivamente, esquema 1. En RMN de 3C se observaron 13 y 11 sefiales para los compuestos
4b y 4c, respectivamente. Las bis-isotioureas 4b,c contienen un grupo SMe, el cual puede ser
sustituido por aminas alifaticas para obtener las bis-guanidinas, reacciones que estan en estudio.

s
S
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s @\ N H—scH N N SCH
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N Nsoh T Eon H . a o
2 SCH3 Reflux 3 H\\N*S
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NaOH| NaOH b = m-NH, H H 4
CS; | cHal
¢ =p-NH,
S NH,R
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1 W N\@\ NHR
A N{\N
N

Esquema 1.- Bis-isotioureas 4 y 5 por reaccion de 2 con m- y p-fenilendiaminas.
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Por otro lado, con el proposito de obtener bis-isotioureas derivadas de la etilendiamina y
piperazina, llevamos a cabo la misma reaccién con el ditiometilcarboimidato 2 y la correspondiente
diamina en una relacion molar 2:1, esquema 2.

En la reaccion con etiléndiamina, los compuestos observados en RMN de *H y **C correspondieron
al 2-imidazolidinenobenzotiazol 7 en mezcla con un equivalente de 2 sin reaccionar. Los dos
nitrégenos de la etiléndiamina son fuertemente basicos que cuando se forma in situ la isotiourea 6,
el segundo grupo amina reacciona de inmediato para sustituir el segundo grupo SMe, esto impide
la formacion de la correspondiente bis-isotiourea. El espectro de RMN de 'H del compuesto 7
presenta una sefial ancha en 7.9 ppm (2H) y un singulete en 3.54 ppm (4H), 42.4 ppm (*°C). Una
estrategia para la sintesis de la etilén bisguanidina 9, fue obtener primero la Smetilisotiourea 8
derivada de la metilamina y la subsecuente reaccién de esta con la etiléndiamina, sin embargo esta
Gltima reaccién no condujo a la bisguanidina 9, en su lugar, se obtiene el copuesto 7.

s i
S
CH3NH
— =370y NH N—H
@[/> NseHs N NN N '.
N HN N AN
. ' NH N.__N
S Nt H—N ”
@[/> N\ﬁ/SCH 8 |CH S@
N 3T | 3 9
SCH;
2 _NH,
H,N
\ﬁ/SCHg _>©[

6 NH2 ’N\)

Esquema 2.Reacciones del ditiometilcarboimidatobenzotiazol 2 con etilén diamina.

En la reaccién con la piperazina, esquema 3, los espectros de RMN de 'H y 3¢ del compuesto 10
presentan en la zona alifatica, dos sefiales en 3.94 (8H), 2.26 (6H) y 47.65, 16.68 ppm,
respectivamente, 1o que estad de acuerdo con la simetria del compuesto 10. EI compuesto 10 se
hizo reaccionar con dos equivalentes de metilamina para obtener la bis-guanidina 11
correspondiente. Los espectros de RMN de 'H y 3¢ del compuesto 11, presentan en la zona
alifdtica, dos sefiales en 3.94 (47.65) y 2.26 (16.68) ppm, respectivamente, la integracion de las
sefiales de los atomos de hidrégeno es 8:6. En la zona aromética, se presentan las respectivas dos
sefiales dobles y dos sefales triples, lo que esta de acuerdo con la estructura simétrica del

compuesto 11.
v O
H3CS i~

S — N N
HN NH )—N N RNH ' /N -
@E ’— NYSCH3 N _<SCH3 AL TN L )—N\_/N—«

Z—3

@

—N

, s S*\N 10 R \(
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Esquema 3. Dbis-isothiourea 7 y bis-guanidina 8 obtenidas por reaccion del
ditiometilcarboimidatobenzotiazol 2 con piperazina, respectivamente.
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La misma reaccion se llevo a cabo con un equivalente de dietiléntriamina y dos equivalentes del
compuesto 2, lo que condujo a un compuesto mixto 12, el cual contiene un grupo guanidina y un
grupo isotiourea, esquema 4. En RMN de 'H se observan dos sefiales NH, en 10.92 y 8.86 ppm,
que corresponden a los hidrégenos puenteados con los atomos de nitrégeno de los anillos de
benzotiazol, respectivamente. En la zona alifatica se observan un singulete en 2.54 ppm para
grupo SMe y sefiales en 3.6-3.7 ppm que corresponden a los grupos metileno.

H
s HN NN, ? He---N
hf>_NYSCH3 N/J\N R

N —
e

SCHs ;
H=N_ J s
12

Esquema 4. Reaccidn de 2 con dietiléntriamina para obtener un compuesto bifuncional 12.

El compuesto 12 se recristalizé de una solucién de etanol y su estructura se estudié por difraccién
de rayos-X, figura 1. Las interacciones de los grupos NH con los atomos de nitrégeno de los anillos
benzotiazol, hacen que los sistemas guanidina e isotiourea, estén en el plano de los respectivos
anillos de benzotiazol, unidos por los carbonos de los grupos metileno.

Figura 1. Estructura de difraccion de rayos-X del compuesto 12.
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Tablas de distancias y angulos de enlace del compuesto 12.
Distancias de enlace (Angstrom).

S(1)-C(2) 1.772(9)  S(1)-C(8)  1.715(10)  S(21)-C(19) 1.781(10)  S(21)-C(22) 1.784(11)
S(23)-C(24) 1.757(8)  S(23)-C(30) 1.741(8) N(3)-C(2) 1.303(11)  N(3)-C(9)  1.356(12)
N(10)-C(2) 1.348(12) N(10)-C(11) 1.330(12)  N(12)-C(11) 1.343(12) N(12)-C(13) 1.454(14)
N(15)-C(11) 1.354(12) N(15)-C(14) 1.448(12)  N(15)-C(16) 1.465(12)  N(18)-C(17) 1.453(11)
N(18)-C(19) 1.331(12) N(20)-C(19) 1.315(11) N(20)-C(24) 1.354(10)  N(25)-C(24) 1.333(11)
N(25)-C(31) 1.400(11)

Angulos de enlace (Grados)

C(2)-S(1)-C(8) 88.7(4) C(19)-S(21)-C(22) 102.6(5) C(24)-S(23)-C(30)  90.7(4)
C(2)-N(3)-C(9) 110.2(7) C(2)-N(10)-C(11)  117.7(8) C(11)-N(12)-C(13)  113.0(8)
C(11)-N(15)-C(14) 110.9(8) C(11)-N(15)-C(16) 121.8(7) C(14)-N(15)-C(16)  124.7(8)
C(17)-N(18)-C(19) 125.6(7) C(19)-N(20)-C(24) 118.5(8) C(24)-N(25)-C(31)  112.5(7)
S(1)-C(2)-N(3) 115.2(7) S(1)-C(2)-N(10) = 114.8(6) N(3)-C(2)-N(10) 130.0(8)

Angulos de torsion (Deg.)

S(1)-C(2)-N(10)-C(11) -172.3(7)  N(3)-C(2)-N(10)-C(11)  5.6(14) N(12)-C(11)-N(10)-C(2)  1.1(15)
N(15)-C(11)-N(10)-C(2) 176.8(8)  N(10)-C(11)-N(15)-C(16) 14.2(13) N(12)-C(13)-C(14)-N(15) -9.0(10)
N(15)-C(16)-C(17)-N(18) -64.2(10) S(21)-C(19)-N(18)-C(17) 4.3(12 S(21)-C(19)-N(20)-C(24) 177.8(7)
N(18)-C(19)-N(20)-C(24) -0.8(15) S(23)-C(24)-N(20)-C(19) 178.5(7) N(25)-C(24)-N(20)-C(19) -1.8(14)
N(12)-C(11)-N(15)-C(14) -6.3(10) N(15)-C(11)-N(12)-C(13) 0.0(11)

Nr Typ Res Donador --- H....Aceptor[ ARU] D-H H..A D..A D-H..A

1 Inral N(12)--H(12) .N@) [ ] 0.86 220 2.733(11) 120
2 Inral N(18)--H(18) .N(25) [ ] 0.86 2.03 2.681(10) 132
3 Inral C(17)-H(17A).S(1) [ ] 0.97 262 2959(10) 101

La reaccion de 2 con la tris-etilentetramina condujo a la tris-isotiourea 13, esquema 5.

H3CS>—
N —N
HZN_/_ xNHZ N- - -H N \7———5
S S | N \H - -Nl
@N%N\W/SCFB NH. > NYN H
SCH, EtOH y-N SCH3
2 Reflujo SCH3 & \I(

N
Q—S 13

Esquema 5. Reaccion del ditiometilcarboimidatobenzotiazol 2 con tris-etilén teramina para obtener
la tris-isotiourea 13.
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4. CONCLUSIONES

Las reacciones de dos equivalentes de dimetilcarboimidatobenzotiazol 2 con un equivalente de las
anilinas m- y p-substituidas en reflujo de etanol, permitieron aislar las bis-isotioureas
correspondientes. Las bis-isotioureas reaccionan con dos equivalentes de metilamina y conducen a
las correspondientes bis-guanidinas. En las mismas condiciones, la dietiléntriamina y
trisetiléntetramina reacciona con dos equivalentes del compuesto 2 para conducir a un al
compuesto 12 que contiene un grupo guanidina y un grupo isotiourea y la tris-isotiourea 13,
respectivamente.

5. BIBLIOGRAFIA

1. (a) The Pharmacological Basis of Therapeutics, 7th ed.; Gilman, A. G., Goodman, L. S.,
Rall, T.W., Murad, F., Eds.; Pergamon: New York, NY, 1990; p 899; (b) Hu, L. Y.; Guo, J.;
Magar, S. S.; Fischer, J. B.; Burke-Howie, K. J.; Durant, G. J. J. Med. Chem. 1997, 40,
4281; (c) Manimala, J. C.; Anslyn, E. V. Eur. J. Org. Chem. 2002, 67, 3909.

2. (@) Ishikawa, T.; Kumamoto, T. Synthesis 2006, 5, 737; (b) McManus, J. C.; Genski, T.;
Carey, J. S.; Taylor, R. J. K. Synlett 2003, 369; (c) McManus, J. C.; Carey, J. S.; Taylor, R.
J. K. Synlett 2003, 365; (d) Ishikawa, T.; Isobe, T. Chem.-Eur. J. 2002, 8, 552; (e)
Kovacevic, B.; Maksic, Z. B. Org. Lett. 2001, 3, 1523; (f) Costa, M.; Chiusoli, G. P.; Taffurelli,
D.; Dalmonego, G. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1998, 1541; (g) Simoni, D.; Rondanin, R.;
Marini, M.; Banrchelo, R.; Imidiata, F. P. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 1607; (h) Ma, D.;
Cheng, K. Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 713.

3. (a) Barker, J.; Kilner, M. Coord. Chem. Rev. 1994, 133, 219; (b) Bailey, P. J.; Pace, S.
Coord. Chem. Rev. 2001, 214, 91, (c) Coles, M. P. Dalton Trans. 2006, 985; (d) Edelmann,
F. T. Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 2253; (e) Edelmann, F. T. Adv. Organomet. Chem. 2008,
57, 183; (f) Rowley, C. N.; DiLabio, G. A.; Barry, S. T. Inorg. Chem. 2005, 44, 1983; (g)
Foley, S. R.; Zhou, Y.; Yap, G. P. A.; Richeson, D. S. Inorg. Chem. 2000, 39, 924; (h)
Dagorne, S.; Guzei, I. A.; Coles, M. P.; Jordan, R. F. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 274; (i)
Coles, M. P.; Swenson, D. C.; Jordan, R. F. Organometallics 1998, 17, 4042; (j) Milanov, A.
P.; Thiede, T. B.; Devi, A.; Fischer, R. A. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 17062; (k) Ong, T.
G.; Yap, G. P. A.; Richeson, D. S. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 8100; (I) Rohde, J. U.;
Lee,W. T. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 9162; (m) Shen, H.; Chan, H. S.; Xie, Z. J. Am.
Chem. Soc. 2007, 129, 12934.

4. (a) Tin, M. K. T.; Thirupathi, N.; Yap, G. P. A.; Richeson, D. S. Dalton Trans. 1999, 17, 2947,
(b) Tin, M. K. T.; Yap, G. P. A.; Richeson, D. S. Inorg. Chem. 1998, 37, 6728.

5. Montilla, F.; Pastor, A.; Galindo, A. J. Organomet. Chem. 2004, 689, 993.

6. Ong, T. G.; O'Brien, J. S.; Korobkov, |.; Richeson, D. S. Organometallics 2006, 25, 4728.

7. (@) Zhou, S. L.; Wang, S.; Yang, G.; Li, Q.; Zhang, L.; Yao, Z.; Zhou, Z.; Song, H.
Organometallics 2007, 26, 3755; (b) Li, Q. H.; Wang, S.; Zhou, S.; Yang, G.; Zhu, X.; Liu, Y.
J. Org. Chem. 2007, 72, 6763.

8. Shen, H.; Chan, H. S.; Xie, Z. W. Organometallics 2006, 25, 5515.

9. (a) Zhang, W. X.; Nishiura, M.; Hou, Z. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 16788; (b) Zhang, W.
X.; Nishiura, M.; Hou, Z. Chem.-Eur. J. 2007, 13, 4037; (c) Zhang, W. X.; Nishiura, M.; Hou,
Z. Synlett 2006, 1213.

10. (a) Alonso-Moreno, C.; Carrillo-Hermosilla, F.; Garc_es, A.; Otero, A.; L_opez-Solera, 1,
Rodriguez, A. M.; Antifiolo, A. Organometallics 2010, 29, 2789; (b) Zhang, W. X.; Li, D.;
Wang, Z.; Xi, Z. Organometallics 2009, 28, 882; (c) Li, D.; Guang, J.; Zhang, W.-X.; Wang,
Y.; Xi, Z. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 1816.

11. Du, Z.; Li, W.; Zhu, X.; Xu, F.; Shen, Q. J. Org. Chem. 2008, 73, 8966.

906



12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Zhu, X.; Du, Z.; Xu, F.; Shen, Q. J. Org. Chem. 2009, 74, 6347.

Zhang, X.; Wang , Ch.; Cunwei Qian, C.; Fubin Han, F.; Xu, F.; Shen, Q. Tetrahedron 2011,
67 8790-8799 Heterobimetallic dianionic guanidinate complexes of lanthanide and lithium:
highly efficient precatalysts for catalytic addition of amines to carbodiimides to synthesize
guanidines.

Merchan, F.; Garin, J.; Meléndez, E.; Tejero, T. 2-(2-Benzimidazolylamino)-benzothiazoles
and 2-(2-lmidazolidinylidenamino)-benzothiazoles. Synthesis 1982, doi:10.1055/s-1982-
30068.

Garin, J.; Meléndez, E.; Merchan, F.L.; Ortiz, D.; Tejero, T. Facile synthesis of 8-aryl-
aminoand 8-hetarylaminopurines and their 1- and 3-deaza analogs. Synthesis 1985,
doi:10.1055/s-1985-35505

Merchan, F.L.; Garin, J.; Meléndez, E.; Tejero, T. A facile synthesis of 2-(2-benzothiazolyl-
amino)-1,3-heterazoles. Synthesis 1987, doi:10.1055/s-1987-27946.

Cruz, A.; Gayosso, M.; Contreras, R. Syntheses of optically active 2-(2-benzothiazoly-
limino)- heterazolidines. Heteroat. Chem. 2001, 12, 586-593.

Cruz, A.; Padilla-Martinez, I.I.; Garcia-Baez, E.V. A synthetic method to access symmetric
and non-symmetric 2-(N,N'-disubstituted)guanidinebenzothiazoles. Molecules 2012, 17,
10178-10191.

Cruz, A.; Padilla-Martinez, 1.1.; Garcia-Baez, E.V.; Juarez-Juarez, M. S-Methyl-(-N-aryl and -
N-alkyl)isothioureas derived from 2-aminobenzothiazole. ARKIVOC 2008, v, 200—209.

907



ESTATUS TAXONOMICO DEL GENERO Notomastus (Polychaeta: Capitellidae) DE LAS
COSTAS MEXICANAS.

Maria Elena Garcia-Garza

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Laboratorio de
Biosistematica. C.P. 66450, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn.

RESUMEN

El género Notomastus fue establecido por Sars (1851) para N. latericeus. Esta especie fue descrita
para Bergen, Noruega. De acuerdo a los antecedentes se reportan 14 especies de Notomastus
para las costas mexicanas, Salazar-Vallejo (1996), Salazar Vallejo y Londofio-Meza (2004). El
objetivo principal de este estudio fue analizar el estatus taxondmico del género Notomastus de las
costas mexicanas, realizando una revision taxonémica de las especies descritas para esta zona,
examinando material tipo y no tipo de diversas colecciones nacionales e internacionales. Se
realizaron descripciones y re descripciones detalladas de cada especie, generando claves de
identificacién, y destacando la distribucién geogréfica de cada especie.

1. INTRODUCCION

El género Notomastus fue establecido por Sars (1851) para N. latericeus con los siguientes
atributos: “Térax con 12 segmentos incluyendo el peristomio aqueto y 11 setigeros con setas
capilares; abdomen s6lo con ganchos cubiertos. Cuerpo cénico sin tenticulos, ojos laterales,
papilas presentes. Branquias ausentes”. Esta especie fue descrita para Bergen, Noruega. A pesar
de que no fue anotado por Sars, la especie tipo de Notomastus presenta el primer setigero
birrameo. Eisig (1887) subdivide el género en dos subgéneros: Tremomastus, para especies con
poros genitales bien desarrollados y Clistomastus, para especies con poros genitales rudimentarios
0 ausentes. Posteriormente, Fauvel (1927) utiliza Notomastus sensu stricto en lugar del subgénero
establecido por Eisig. Hartman (1947) redefine Notomastus sensu stricto y Notomastus
(Clistomastus) clarificando los mismos caracteres utilizados por Eisig. Notomastus es un género
muy diverso, actualmente incluye 40 especies validas, sin embargo consideramos que se han
incluido especies que no concuerdan con los atributos que define el género. N. luridus Verrill
(1873) es la primera especie incluida en el género que presenta el primer setigero unirrameo,
posteriormente Eisig en 1887 incluye a N. formianus compartiendo la misma caracteristica
morfolégica y asi, se han anexado otras especies con el mismo caracter, N. aberans, N.
anoculatus, N. bromensis, N. chrysosetus, N. hemipodus, N. tenuis, N. torquatus, N. ouanaryensis,
N. polyodon, N. teres y N. variegatus.

Ademas, N. hedlandica pose setas capilares en los primeros dos segmentos abdominales y N.
exsertilis presenta los 10 segmentos toracicos y los dos primeros abdominales con setas capilares.
Por esta razén consideramos prioritario el establecimiento de un nuevo género para las especies
con el primer setigero unirrameo, y del mismo modo, para los que presentan capilares en el
abdomen, asi como para el que presenta 10 segmentos toracicos y capilares en los dos primeros
segmentos abdominales.
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De acuerdo a la literatura se reportan 9 especies de Notomastus para el Gran Caribe Salazar-
Vallejo (1996) N. americanus (Day 1973), N. daueri (Ewing 1982), N. hemipodus (Hartman 1947),
N. latericeus (Sars 1851), N. lineatus Eisig 1887, N. lobatus (Hartman 1947), N. luridus (Verrill
1873), N. ouanaryensis, (Gravier 1901) y N. tenuis (Moore 1909). Cabe indicar que la especie N.
lobatus es reasignada al género Rashgua, (ver Green 2002), por carece de notosetas en la parte
abdominal, presentar lébulos neuropodiales alargados y I6bulos notopodiales pequefios y N.
americanus fue sinonimizado con N. hemipodus (ver Garcia Garza et al 2012); Para el Pacifico
mexicano Salazar Vallejo & Londofio-Meza (2004), reportan 14 especies, de las cuales 5 se
considerarian anfiamericanas: N. americanus, N. hemipodus, N. latericeus, N. lineatus y N. tenuis
por presentar su distribucién tanto en el Caribe como en el Pacifico mexicano.

2. MATERIAL Y METODOS

El material biolégico examinado, proviene de 3 fuentes, material tipo, material no tipo, y material de
las campafias de muestreo:

Material tipo: Se realizaron estancias en las colecciones del Los Angeles County Museum of
Natural History, Allan Hancock Foundation (LACM-AHF), y en el Natural History Museum of London
(BMNH) en Londres. Se solicit6 material al Zoologisches Institut and Zoologisches Museum,
Universitat Hamburg (ZMH), a la California Academy of Sciences, Philadephia (CAS), y al Muséum
National d’ Histoire Naturelle (MNHN) de Paris.

Material No Tipo: Se realizd una estancia en el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia - UNAM
Coleccion del Lab. de Ecologia y Biodiversidad de Invertebrados Marinos, se solicitd en préstamo
material de las colecciones: El Colegio de la Frontera Sur, Unidad Chetumal, Coleccion de
Referencia Lab. de Poliquetos; Universidad del Mar campus Puerto Angel, Oaxaca, Coleccion
particular de poliquetos (BZ-pc); Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia Unidad Mazatlan,
Coleccion de Referencia de Invertebrados, Lab. de Invertebrados Benténicos; material recolectado
de cruceros oceanograficos del Centro de Investigaciones Cientificas y Estudios Superiores de
Ensenada; materiales de la Universidad Autonoma de Baja California Sur y el material depositado
en la Coleccion Poliquetolégica del Lab. de Zoologia de Invertebrados no Artropodos de la
Universidad Autonoma de Nuevo Le6on (UANL).

Campafias de Muestreo: Se realizaron 3 camparfias respectivamente en los afios 2004, 2005 y
2006 en la zona entre mareas de las costas de Baja California, Baja California Sur, Sinaloa,
Sonora, Nayarit, Jalisco y Colima, esto con la finalidad de incrementar el material biologico y tener
mejor representatividad del area de estudio. Los muestreos se realizaron localizando en las areas
de estudio los diferentes habitats en los cuales las especies de Notomastus podrian encontrarse.
Las tomas de muestras se efectuaron en forma manual, tamizando arena, con tamices de luz de
malla 0.5 y 1.0 mm, en la zona de entre mareas a una profundidad de 0.50 m a 3.0 m. Los
organismos fueron relajados bajando la temperatura del recipiente en que se encontraban, y fijados
en formaldehido al 10% en agua marina. Ya en el laboratorio, el material fue lavado con agua
corriente de la llave y separado, los organismos, se preservaron en alcohol etilico al 80%,
posteriormente se identificaron a nivel especifico, basandose en la literatura disponible hasta el
momento. Se examinaron los caracteres taxondémicos mas importantes: forma del prostomio,
distribucion de setas capilares en el térax, presencia o ausencia de setas capilares en el primer
notopodio, nimero de segmentos transicionales entre el térax y el abdomen, forma y nimero de
ganchos, érganos nucales, presencia o ausencia de branquias, 6rganos laterales, poros nefridiales
y forma del pigidio.

3. RESULTADOS

Se recolectaron y determinaron un total de 200 especimenes, pertenecientes al género
Notomastus. Se enumera la lista sistematica de las especies examinadas. La clasificacion
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taxondmica para géneros se basé en el esquema propuesto por Fauchald (1977), a nivel especifica
se utilizo literatura especializada, De Leén Gonzalez et al., 2009.

SECCION TAXONOMICA

Familia Capitellidae

1.- N. abyssalis Fauchald, 1972

2.- N. angelicae Hernadez Alcantara y Solis-Weiss, 1998
3.- N. cinctus Fauchald, 1972
4.- N. daueri Ewing, 1982

N
N
5.- N. fauchaldi Garcia-Garza y de Leon-Gonzalez, 2015
N. hemipodus Hartman, 1947

N. landini Garcia-Garza y de Leén-Gonzalez, 2015
8.- N. lobulatus Garcia-Garza y de Ledn-Gonzalez, 2015
9.- N. magnus Hartman, 1947
10.- N. polyodon Gallardo, 1968
11.- N. precocis Hartman, 1960

12.- N. sonorae Kudenov, 1975
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Claves para las especies del género Notomastus en las costas mexicanas.

1Primer SEgMENTO UNIITAIMIEO ......vvieeieeetieeeseeeeessteeeasteeeaseeeanseeeasssesesssesesssseeassseeanssesesssesessssnesessseeesasesssseeen 2
- Primer SEgMENTO DIMTAMEO .......ooieiieiiiie ettt e ettt e et e e e sttt e e ssaea e s steeesteeesnseeeasteeeeaneseeeansneeennseeennes 3

2 (1) Segmentos toracicos con reborde medio dorsal y Iébulos neuropodiales expandidos, segmentos
abdominales con I6bulos notopodiales y neuropodiales expandidos, con terminacion digitiforme
........................................................................................ N. polyodon Gallardo, 1968 P

- Segmentos toracicos sin reborde medio dorsal ni I6bulos neuropodiales expandidos, segmentos abdominales
con lobulos notopodiales reducidos y lébulos neuropodiales expandidos, sin terminacion digitiforme

................................ N. hemipodus Hartman, 1960 G, P

3(1) Segmentos toracicos con mezcla de setas capilares y ganchos cubiertos ..........ccccccoevvvieiicciiciineen, 4
- Segmentos tOraciCoS SiN MEZCIA AE SELAS .........ceiiiiiiiiiii s ceees rree e e s e e e et e e e s e e e s rabe e e e e enanees 5
4(;3) Ultimos dos o tres neuropodios toracicos con ganchos cubiertos ............ N. precocis Hartman, 1960 P
- Ultimo neuropodio toracico con ganchos CUDIEIMOS .........cccveiieiiiiiiiie et e 6
5(3) Segmentos abdominales con l6bulos notopodiales y neuropodiales evidentes ...........c.ccoooeiiieeeennee. 7
- Segmentos abdominales con Iébulos notopodiales y neuropodiales reducidos ...........ccccovvieeeriieeriineennnne 8
6(4) Prostomio con palpo anterior; ojos presentes; epitelio claramente teselado ...........ccccccoeiiiiiiiiiniine,
.............................................................................. N. angelicae Hernandez-Alcantara & Solis-Weiss, 1998 P
- Prostomio sin palpo, ojos ausentes; epitelio ligeramente teselado ...................... N. daueri Ewing, 1982 G

7(5) Segmentos abdominales con lébulos notopodiales y neuropodiales conectados continuamente por una

00T 0] o] = U - PSSP 9

- Segmentos abdominales con I6bulos notopodiales y neuropodiales solo conectados lateralmente
.......................................................................................................................... N. sonorae Kudenov, 1975 P

- Segmentos abdominales con I6bulos notopodiales y neuropodiales libres ..o 10
8(5) Ganchos cubiertos notopodiales en fasciculos libres a lo largo del abdomen ........................ N.sp.3 P

- Ganchos cubiertos notopodiales en fasciculos notopodiales fusionados a partir del segmento 26
........................................................................................................................ N. abyssalis Fauchald, 1972 P
9(7) Lobulos notopodiales con terminaciones digitiformes; papilas dorsales dispersas en segmentos
ADAOMINGAIES ... ettt N. fsuchaldi P

- Lébulos notopodiales sin terminaciones digitiformes; sin papilas dorsales
............................................................................................................................ N. cinctus Fauchald, 1972 P

10(7) Lébulos notopodiales fusionados
- Lébulos notopodiales libres

11(10) Lobulos neuropodiales robustos y expandidos hasta la parte dorsal; sin branquias
................................................................................... N. lobulatus Garcia-Garza de Leén-Gonzélez, 2015) P
- Lobulos neuropodiales no modificados; con branquias..........c.ccoeceevveeeiineeen. N. magnus Hartman, 1947 P

12(10) Con proyecciones digitiformes laterales a los I6bulos notopodiales y neuropodiales

......................................................................................................................................................... N.sp.5P
- Sin proyecciones digitformes laterales a los I6bulos notopodiales 'y neuropodiales
........................................................................................................................... N. landini (Garcia-Garza de

Lebén-Gonzélez, 2015) P

Distribucién Geografica: P= Pacifico mexicano G=Golfo de México
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4. CONCLUSIONES

De acuerdo a los antecedentes se conocian 14 especies para la zona de estudio. Con la
aportacion de esta investigacién se ajustan a 12 especies devidamente corroboradas con el
material tipo, de las colecciones: Los Angeles County Museum of Natural History, Allan Hancock
Foundation (LACM-AHF), Natural History Museum of London (BMNH), Zoologisches Institut and
Zoologisches Museum, Universitat Hamburgo (ZMH), California Academy of Sciences, Philadephia
(CAS), y del Museum National d’ Histoire Naturelle de Paris.

Se analizé que algunas especies previamente reportadas para nuestro pais, por distintos autores
no lo son en realidad y estan bajo otro nombre. Asi como también algunas descripciones originales
no evidencian estructuras morfolégicas importantes que presentan los especimenes tipo. Sumando
con esto, otro factor mas que genera confusion en las determinaciones de los organismos.
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INFLUENCIA DEL ANEJAMIENTO EN LAS PROPIEDADES DEL DIOXIDO DE TITANIO-BORO

lise Larissa Acosta Mendiola', Claudia Esmeralda Ramos Galvan®, Marcos Rafael Estrada Duquez,
Ricardo Garcia-Alamilla®, Maria Isabel Arregoitia Quezada® y Sergio Robles Andrade®

! Depto. De Ingenieria Quimica dellnstituto Tecnologico de Ciudad Madero. ? Centro de
Investigacion en Petroquimica secundaria del ITCM

RESUMEN

Se preparé hidroxido de titanio por el método sol-gel y se dopo con 1% de boro a partir de acido
borico, La pérdida de peso que acompafié a la transformacion de la etapa hidroxido a la etapa de
Oxido fue de aproximadamente 27%. Mediante difraccion de rayos X se identificd en todos los
materiales la fase anatasa con ligeros cambios en el tamafio de cristalita y mediante
espectroscopia infrarroja se identificd la presencia del boro. La densidad relativa de los materiales
varié ligeramente siendo la de los materiales puros de alrededor de 0.6 g/cm3 y las de los
materiales modificados con boro de alrededor de 0.5 g/cm3. Las pruebas de foto-actividad en
presencia de luz ultravioleta indicaron que todos los materiales son activos en la decoloracion de
azul de metileno.

1. INTRODUCCION

La preparacion de 6xidos metélicos mediante el método sol-gel se ha estudiado en gran extension
en los Ultimos afios y se ha reportado que mediante este método se pueden modificar las
propiedades fisico-quimicas de 6xidos metélicos modificando los parametros de sintesis, con lo
cual se abre la posibilidad de disefiar materiales meso-microporosos con gran reproducibilidad;
recientemente se ha reportado que el boro reduce la energia de banda prohibida lo que lo hace
adecuado para efectuar reacciones en presencia de luz visible 1,2, bajo esta primicia, el objetivo de
este trabajo fue preparar didxido de titanio mediante el proceso sol-gel y modificarlo mediante la
adicion de acido boérico en la etapa de hidréxido, analizando el efecto de variar el tiempo de
afiejamiento a 48, 72 y 96 horas.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Preparacion de TiO,. El hidréxido de titanio precursor del TiO, se preparé mezclando isopropoxido
de titanio con 1-propanol a 65°C por 1 hora, posteriormente la mezcla se hidrolizé afiadiendo una
mezcla de 1-propanol en agua a una velocidad de 2 mL/min. La reaccion de hidrolisis se continuo
por 2 h manteniendo la temperatura a 65°C, posteriormente la gel himedo obtenido se afiejo 48,
72 y 96 h, después del afiejamiento los tres materiales obtenidos se secaron a 100°C. Finalmente
el hidroxido seco se calcino en tres etapas, en la primera etapa, el sélido se calentdé a una
velocidad de 1°C/min hasta 200°C de temperatura, alcanzada esta temperatura se incremento esta
a una velocidad de 3°C/min hasta alcanzar 450°C manteniendo esta temperatura constante por 2
horas y enfriando a temperatura ambiente y finalmente el sélido de calcin6 de temperatura
ambiente a 450|C empleando una velocidad de calentamiento de 5°C/min manteniendo esta Ultima
temperatura por 2 horas. Los materiales resultantes se denotan como TiO2-48, TiO2-72 y TiO2-96.
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La modificacion del 6xido de titanio con boro se realizé disolviendo acido bérico en alcohol en un
matraz agitado magnéticamente en el cual se afiadio el hidroxido de titanio en polvo manteniendo
la suspensién durante 1 h. El polvo recuperado se sec6 a 100°C y se calciné de la misma manera
que los materiales puros. Los materiales resultantes se etiquetaron como: B-TiO,48, B-TiO,72 y B-
TiO,96.

3. RESULTADOS

El hidréxido de titanio al ser calentado a 450°C sufrié una pérdida de peso 27% en promedio para
los tres tiempos de afiejamiento, esta reduccion en el peso es consecuencia de la remocién de
agua y solvente ocluida en la estructura porosa del material aunada a la combustién de la materia
organica usada en la sintesis por efecto de la temperatura y la atmosfera oxidantes empleada en
la calcinacion asi como a la deshidroxilacién que sufre el material. Por otra parte, la densidad
aparente de los materiales no varia en gran extension, sin embargo los materiales modificados son
boro tienden a ser menos densos que los materiales puros. La tabla 1. Resume los valores de
densidad de los 6 fotocatalizadores, observandose que los materiales dopados presentan
alrededor de 0.55 g/cm3 de densidad contra 0.60 g/cm3 para los materiales dopados con boro.

Tabla 1. Densidad y fase cristalina de TiO, puro y boro/TiO,

Clave de material Densidad Fase Cristalina
glcm®
48-TiO2 0.63 Anatasa
72-TiO2 0.70 Anatasa
96-TiO2 0.60 Anatasa
48B-TiO2 0.55 Anatasa
72-BTiO2 0.55 Anatasa
96-BTiO2 0.52 Anatasa
TiO2-P25 0.10 Anatasa

Los patrones de difraccion de rayos X de los materiales 48-TiO2 y 48-BTiO2 asi como 96-TiO2 y
96-BTiO2 indican que el didxido de titanios puro y modificados con boro tiene la mismos picos de
difraccion los cuales identifican a la estructura anatasa con tamafos de cristal alrededor de 10-12
nm. La degradacion de azul de metileno en presencia de luz UV mostré que todos los materiales
fueron activos.

La degradacion obtenido a 90 minutos con el material 48-TiO2 fue del 99% a este mismo tiempo el
material 48-BTiO2 degrado 96% del colorante, mientras 96-TiO2 degrado a 90 minutos de
irradiacion 94% vy el 96-BTiO, degrado 92%. Estos resultados muestran que el boro no tiene un
efecto positivo sobre la degradacion del colorante empleando luz UV. Este fendmeno podria estar
relacionado con una menor adsorcién del colorante tal y como se puede observar en las figuras 3 y
4, en las cuales a los 30 minutos de estar el material con agitacion sin iiradiacion la absorbancia es
menor en el material que contiene boro respecto a material puro.
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4. CONCLUSIONES

La presencia del boro en el diéxido de titanio no presenta un efecto benéfico sobre la degradacion
del azul de metileno cuando se emplea luz ultravioleta como fuente energética. La densidad sin
embargo si varia con la presencia del boro lo que indica que el tamafio de particula es mas
pequefo y esto podria ser adecuado para reacciones que se efectlian en presencia de luz visible.
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ESTUDIO DE INTERFERENCIAS QUIMICAS, ESPECTRALES Y DE MATRIZ EN LA
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Guerrero L, L, Méndez S, C. J., Moreno M, M A, Gonzalez L, M., Pedraza A, G.

CEACA, Fac de Quimica. Universidad Autbnoma de Querétaro, Cerro de las Campanas S/N, CP
76010, Querétaro, Qro (México).

RESUMEN

Se estudiaron las interferencias de matriz, quimicas y espectrales de los elementos cromo (Cr)
valencias (ll) y (VI), arsénico (As), niquel (Ni) y zinc (Zn) en la determinacion de antimonio (Sb) por
espectroscopia electrotérmica. Se prepard una curva de calibracibn de Sb, soluciones con una
concentracién constante del analito y concentraciones variables de los interferentes, todas en &cido
acético al 3%. Todos los elementos estudiados Presentaron interferencias quimicas al reducir el
valor de la absorbancia de un blanco de 50 ug L™ de antimonio hasta valores por debajo del limite
de cuantificacién a excepcién del niquel en donde la absorbancia dio valores cuantificables de
antimonio pero menores a los reales y se repitid el andlisis con diluciones de este elemento. Estos
resultados arrojaron concentraciones de Sb en las que no hubo diferencia estadisticamente
significativa con los del blanco. En los elementos analizados no se encontraron interferencias
espectrales ya que los valores de absorbancia no superaron a los del blanco. Finalmente, en el
estudio de las interferencias de matriz, se prepard una matriz sintética con todos los interferentes y
esta vez variando la concentracion del Sb se observé que si bien la absorbancia disminuia
respecto a los valores de la curva, no lo hacia tan drasticamente como con los interferentes por
separado. Debido a que el solvente se elimina en la etapa del tratamiento de la muestra con la
programacion de temperatura del instrumento, estas interferencias no se catalogaron como de
matriz, sino como quimicas. Es posible que la programacion de temperatura no sea la adecuada
para disociar estos compuestos y esto provoque el efecto descrito. Sera necesario identificar al
compuesto o compuestos que forma el antimonio y cémo eliminar las interferencias quimicas
descritas para lograr una buena determinacién del antimonio

1. INTRODUCCION

El trioxido de antimonio es utilizado como catalizador en la reaccion de condensaciéon en la
produccion industrial de PET (polietilen tereftalato). Se ha observado que el Sb puede quedarse en
el PET y lixiviarse hacia los liquidos contenidos en los recipientes. [De Jesus, 2016]

Estudios demuestran que la actividad humana es responsable de la presencia de antimonio en el
ambiente. [Shotyk, 2007]. La Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-201-SSA1-2013, establece que
el limite méximo permisible de Sb en agua de consumo es de 5 pg/L para lo cual se utiliza
espectroscopia de absorcion atémica por horno de (1;rafito ya que las concentraciones de Sb por
lixiviacion en PET reportadas son de 10-300 mg kg™, por ello se necesita una técnica con buena
sensibilidad y con limites de deteccion bajos. [De Jesus, 2016]. Las interferencias espectrales
ocasionadas pueden ser por elementos con una absorbancia similar al antimonio, por lo cual
fueron motivo de estudio ya que si se tienen interferencias en el andlisis de concentraciones bajas
de Sh, se pueden dar valores errébneos por lo tanto es necesario el conocimiento de estas
interferencias para poder realizar analisis correctos.
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2. TEORIA

Al tratarse de una matriz nueva, es necesario que se estudien los efectos de interferentes
presentes en el material de referencia a usar en la determinacion.

El antimonio es ampliamente usado en las aleaciones para aumentar la resistencia de los metales
tales como el zinc, en el caso del metal inglés; y junto con otros elementos como el arsénico en el
metal Babbit. Estas especies estan presentes en la matriz de analisis (envases PET) de la
metodologia a emplear, por lo que podrian presentar interferencias quimicas en la determinacion
del antimonio al darse aleaciones en la etapa de atomizacion dadas por las temperaturas a las
cuales llegan los metales.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Instrumentacién. Espectrofotémetro de absorcién atémica por horno de grafito marca VARIAN.

Celda de grafito pirrolizado con plataforma de L'vov, con las condiciones que se indican en la
Tabla 1

Tabla 1. Condiciones de trabajo optimas

Paso Temperatura, °C Tiempo, s Flujo de Argén, mL min™
1 110 20.0 3.0
2 150 20.0 3.0
3 700 10.0 3.0
4 750 10.0 3.0
5 800 10.0 0.0
6 1900 2.0 0.0
7 2000 4.0 0.0
8 2000 1.0 3.0

3.2 Curva de calibraciéon. La curva de calibracion se hizo cada dia antes de realizar las mediciones
de los interferentes. Se prepararon concentraciones de estandar a 0, 30, 40, 50, 60 y 70 ug/L de
Sb en &cido acético al 3%(v/v).

3.3 Interferencias quimicas y espectrales. Se prepararon soluciones individuales con las siguientes
concentraciones de interferentes (Tabla 2)

920



Tabla 2. Concentracion de interferentes preparados

Interferente Concentracion (mg L™)

Arsénico (l11) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Cromo (Il 0 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Cromo (VI) 0 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Zinc (Il 0 10 11 12 13 14
Niquel (I1) 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Niquel (II) 0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010

Cada una contenia 50 ug L™ de Sb en &cido acético al 3% (v/v).

3.4 Interferencias de matriz. Se tomaron las concentraciones mas bajas para cada interferente de
la Tabla 2 y se prepararon 6 matraces con 0, 30, 40, 50, 60 y 70 ug L™ de Sb en &cido acético al
3%(v/v).

4. RESULTADOS

4.1 Curva de calibracion. En la Figura 1 se muestra la curva de calibracion (se hicieron 5, una por
dia y se presenta la del dia 2)

Cruva de calibracion 2
0.35
0.3
0.25 y=0.0045x+0.0051
0.2

0.15

Absorbancia

0.1
0.05
0"
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion (ug LY

Figura 1. Curva de calibracion.
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Los parametros de calidad (sensibilidad y limites de detecciéon y cuantificacion se indican en la
Tabla 3

Tabla 3. Parametros de calidad para las curvas

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5
L.D. (ug L) 0.026 0.004 0.023 0.008 0.032
L.C. (ug L™ 0.043 0.007 0.039 0.014 0.052
Sensibilidad 0.0057 0.0045 0.0037 0.0065 0.0065

4.2 Interferencias quimicas y espectrales. Se analizaron las interferencias de Arsénico, Cromo (lll 'y
VI), Zinc, Niquel y Niquel a menor concentracion y se muestran en las Figuras 2 ala 7

Y después se hizo analisis de Sb en presencia de alguno de los interferentes y con los resultados
obtenidos se hizo un Analisis estadistico por comparacion de medias por t de Student (Tablas 4 y
5)

Ho: p=x
Hi: p<i
a=0.05

P>a Acepta Hy y P<a Rechaza Hy

Arsénico

0.4000
0.3000
0.2000

0.1000

Absorbancia

0 0.1 Og? 0.3 0.4 0.5 0.6
-0.1000 L
-0.2000

Concentracion (mg L)

Figura 2. Interferencia con Arsénico

922



Absorbancia

Absorbancia (UA)

Ahsorbancia
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-0.1000

0.50

040 ¢
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0.00
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-0.10
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0.3000
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° * .
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Figura 3. Interferencia con Cromo (lIl)

Cromo (VI)
L) e ¢
05 10 15 20 26

Concentracion Cr (mg L")

Figura 4. Interferencia con Cromo (VI)

Zinc

*

° ®
2 4 G 3 10 12 e 14
[ ]

Concentracion (mg LY

Figura 5. Interferencia con Zinc
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Niguel
0.3000
0.2500 b
0.2000

0.1500

Absorbancia

0.1000
0.0500
R * L] L] [ ] L]
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (pg LY)
Figura 6. Interferencia con Niquel

Niquel (menor concentracion)
0.4000
0.3500 ®
0.3000 . °
0.2500

0.2000

Absorbancia

0.1500
0.1000
0.0500

0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (g L)

Figura 7. Interferencia con Niquel (menor concentracion)

Tabla 4. Resumen prueba t de Student

Concentracién (ug L™) Absorbancia p Hipotesis
2 0.2752 0.000 Rechazada
4 0.2880 0.080 Aceptada
6 0.2968 0.092 Aceptada
8 0.3193 0.074 Aceptada
10 0.2840 0.000 Rechazada
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Tabla 5. Concentraciones determinadas con interferencia de Ni

Concentracion Sb  Concentracién Ni (ug L)  Concentracién Sb
tedrica (ug L™) medida (ug L™)

50 2 41.27

50 4 43.25

50 6 44.60

50 8 48.06

50 10 42.63

4.3 Interferencias de matriz. Se realizd6 andlisis para ver la interferencia de matriz (Figura 8), se
prepararon soluciones de Sb y se hizo el andlisis de las mismas, teniendo concentraciones reales
y calculadas (Tabla 6)

Matriz
0.3000
0.2500
0.2000
0.1500

0.1000

Absorbancia

0.0500
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracién (pg 1)

Figura 8. Matriz completa

Tabla 6. Concentraciones determinadas en la matriz completa

Concentracion Sb  Concentracion Sb
tedrica (ug L™ medida (ug L™)

0 2.55

30 18.71

40 24.28

50 28.49

60 40.29

70 42.48
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5. DISCUSION

Con las condiciones 6ptimas empleadas en la programacién de temperatura del tratamiento de la
muestra (tabla 1), se obtuvieron rectas de las curvas de calibracién con una buena linealidad y la
sensibilidad necesaria para detectar y cuantificar con sus limites respectivos, las concentraciones
tan bajas de antimonio en muestras reales.

Interferencias quimicas

Debido a que en el analisis de Sb con los elementos presentd disminucién en los valores de
absorbancia para las distintas concentraciones de los metales, se cree que hay interferencias de
tipo quimicas (Figuras 2 a 7), donde a distintas concentraciones de los elementos interferentes se
observa que el valor de la absorbancia es menor respecto al blanco, en el cual no hay otro
elemento mas que el antimonio. Como se habia previsto en la parte de teoria, es posible que el Sh
forme una aleacion con los metales en la etapa de atomizacién del tratamiento de la muestra. La
temperatura proporcionada en esta etapa, no es probablemente, la suficiente para que ocurra la
disociacion de los metales y tener al antimonio en su estado atdbmico para poder cuantificarlo. En el
caso del niquel se observé una menor disminucién de la absorbancia de las muestras, al grado de
superar el limite de cuantificacién y, por tanto, poder dar un valor de antimonio que el instrumento
detecta. Obviamente el valor es mucho menor que el real; sin embargo es el hecho de que supere
el limite lo que hizo que se prepararan nuevas soluciones con concentraciones de Ni menores y se
midieran en el instrumento. Esto se observa en la Figura 8, donde los valores de absorbancia se
acercaban mas al valor del blanco. Para comprobar esto, se realiz6 la prueba estadistica de
analisis de medias por t de Student. Los valores de p mostrados en la tabla 4 se obtuvieron con el
software de analisis estadistico “Minitab 15", éstos fueron quienes determinaron el rechazo o
aceptacion de la hipétesis nula descrita en la tabla mencionada. Si bien la mayoria de los puntos
no es estadisticamente diferente del valor del blanco; saber cuél es el valor medido por el
instrumento sirve de comparacion e ilustra el efecto que conlleva tener un interferente en la
muestra. Como se observa en la tabla 6, los valores son menores, como se esperaba debido a sus
absorbancias, pero gracias a la prueba, se determina que son estadisticamente iguales a la
concentracion real. En general, todos los elementos analizados presentan interferencias quimicas;
sin embargo hay algunos que provocan una menor disminucion en la absorbancia de la muestra
como lo es el niquel, y que con concentraciones mas bajas; el efecto producido no es distinguible
estadisticamente. Ya que las interferencias quimicas son cuando el analito, en este caso el
antimonio, forma un compuesto o aleacién que es termoestable a la temperatura de atomizacion.
Habria que analizar, por supuesto, que estas nuevas condiciones logran una linealidad vy
sensibilidades tan buenas como las que se obtuvieron en este experimento.

Interferencias espectrales

Debido a que el valor de las absorbancias en cada analisis con los metales no super6 el valor del
blanco para que fuese estadisticamente distinto, se puede decir que no hay interferencias de tipo
espectral para la determinacién de antimonio con la longitud de onda empleada en este analisis
que fue de 217.4 nm. Esto se puede deducir con las tablas de longitudes de onda a las cuales se
realiza la determinacién de los elementos que se trataron como interferentes.

Interferencias de matriz

Para asemejarse lo méas posible a las muestras reales, se tomaron las concentraciones menores
de los interferentes y se varid la concentracion del Sb como si se fuera a realizar una curva de
calibracion. Los resultados de este andlisis se ven en la Figura 8, donde se observa una
disminucién de la absorbancia de las muestras. Sin embargo, esta variacién no es tan drastica
como en los casos anteriores donde solo se contaba con la presencia de un metal. Los valores de
las concentraciones estan por encima del limite de cuantificacion por lo que se despliegan en la
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tabla 6, se resalta que da un valor por debajo de la concentracion real de Sb en la muestra. Si bien
este efecto no es considerado una interferencia de matriz, sino mas bien quimica, la solucion para
este problema podria ser una que si se aplica a interferencias de matriz, en donde se trata de
asemejar lo mas posible, la curva de calibracién a las condiciones de las muestras. Otra solucion
podria ser que se realizara una curva por adicién de estandar en lugar de una por estandar
externo, asi la matriz y sus componentes no interferirian en la determinacion del antimonio.

6. CONCLUSIONES

En la cuantificacion de antimonio por espectroscopia electrotermica se observa una clara
interferencia al verse disminuida la absorbancia de las soluciones estandar de composicion analito-
interferente comparando con aquellas que solo contenian el analito de interés, esto pudiendo
deberse a la posible formacion de una especie termoestable a las condiciones de trabajo
(aleacidn). No se observé el aumento de la absorbancia con ninguna de las especies analizadas
por lo cual se deduce la inexistencia de interferencias espectrales en esta metodologia. La matriz
utilizada en este proyecto presenta una interferencia clara al comparar la curva de calibracién del
analito puro y la curva obtenida con la solucion matriz-analito, esta interferencia corresponde
técnicamente a las interferencias sumadas de los diversos interferentes que a la matriz en si.

Al realizar un analisis especifico de la interferencia producida por cada sustancia dentro de la
matriz se obtiene una disminucién de la absorbancia en funcién del aumento de la especie
interferente
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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que puede afectar cualquier parte del organismo, caracterizada por
la multiplicacion rdpida de células anormales que se extienden y pueden invadir partes adyacentes
del cuerpo. Segun la OMS es una de las principales causas de muerte a nivel mundial provocando
8.2 millones de muertes en 2012 [1]. El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres
representando el 16% de los canceres femeninos [2].

Con tratamiento quirirgico, quimioterapia y/o radioterapia, el adenocarcinoma mamario puede
presentar mejorias significativas e incluso puede ser erradicado. Sin embargo, hasta el momento
no se conoce un tratamiento farmacolégico (quimioterapia) cuyos efectos secundarios sean poco
significativos, sin mencionar su limitada o nula selectividad [3].

Tomando en cuenta los efectos tanto benéficos como perjudiciales de la quimioterapia actual,
buscamos una alternativa que mejore la eficiencia y eficacia de este tratamiento, su selectividad y
disminuir los efectos colaterales asociados a esta, a través del uso del complejo
Tetracloropaladiato (II) como farmaco antineoplasico.

En esta investigacion se pretende: Sintetizar el complejo Tetracloropaladiato (1) y estabilizarlo en
solucion buffer. Posteriormente evaluar la citotoxicidad del farmaco en la linea celular SK-BR-3 y
determinar su selectividad con células PMEC. Asimismo el evaluar el efecto antineoplasico del
farmaco en Rattus norvegicus. Hasta el momento se ha conseguido exitosamente sintetizar el
complejo y se ha determinado su formulacién como medicamento. Actualmente se trabaja en su
evaluacion citotoxica.

1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad que puede afectar cualquier parte del organismo, caracterizada por
la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden y pueden invadir partes adyacentes
del cuerpo. Segun la OMS es una de las principales causas de muerte a nivel mundial provocando
8.2 millones de muertes en 2012 [1]. El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres
representando el 16% de los canceres femeninos [2].

Con tratamiento quirargico, quimioterapia y/o radioterapia, el adenocarcinoma mamario puede
presentar mejorias significativas e incluso puede ser erradicado. Sin embargo, hasta el momento
no se conoce un tratamiento farmacolégico (quimioterapia) cuyos efectos secundarios sean poco
significativos, sin mencionar su limitada o nula selectividad [3].

El efecto antineoplasico de los citostaticos no es selectivo sobre las células tumorales, por lo que
los tejidos sanos y sobre todo los de rapido crecimiento también se ven afectados [3-5]. Entre los
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efectos adversos mas frecuentes en los pacientes figuran nefropatia, dafio hepatico, nauseas y
vomitos [6].

Un complejo es una especie quimica formada por la asociacion de 2 o mas moléculas o iones
interactuantes [7]. Los complejos de coordinacion se formulan convencionalmente como
consistentes en un ion o atomo central rodeado por un grupo de otros atomos, iones o moléculas
pequefas llamandose estas Ultimas ligandos [8]. Es evidente que el complejo debe poseer algunas
propiedades diferentes a la de sus componentes; de otro modo, no habria ninguna evidencia de su
existencia. Entre las propiedades que pueden alterarse en la formacion de complejos se
encuentran la solubilidad, absorcion de energia, conductancia, comportamiento de particion y
reactividad quimica. Estudiando dichas propiedades del sustrato (centro metalico), en funcién de la
concentracion del ligando, puede reconocerse y describirse cuantitativamente la formacién de
complejos de coordinacion [7].

Para sintetizar el complejo (farmaco) y formular el medicamento que lo contiene ha sido necesaria
la construccién del diagrama logC-pL para los intermediarios (especie quimica que participa en la
reaccién pero que no aparece en la ecuacién quimica global: que es produmda en un paso pero es
consumida en el paso posterior [9]) PdCl,? — PdCl;” — PdCI,’ — PdCI" — Pd* para Pd; 2 =10°M
en la reaccion de formacion del Tetracloropaladiato (Il); debido a que la estabilidad y coexistencia
de los intermediarios depende directamente de la concentracién del ligando y con este diagrama se
determinaron las concentraciones de los reactivos para la sintesis y la concentracién de algunos
excipientes (sustancias que se agregan a los medicamentos para servirles de vehiculo, posibilitar
su administracién y/o proporcionarles estabilidad). Asimismo se consideran los equilibrios
simultaneos asociados a la formacion del complejo Tetracloropaladiato (II) en solucién acuosa, los
cuales producen un desplazamiento en la constante de solubilidad (Ks) el cual determina la
actividad farmacol6gica selectiva del complejo en el organismo y su estabilidad en el medicamento.

El Pd*? es un cati6n acido muy hldrollzable sin embargo la formacién de complejos clorurados
estabiliza considerablemente al Pd*%. Asimismo el indice de coordinacion (cantidad de ligandos
asociados al centro metalico) de los complejos clorurados del Pd (ll) depende de la concentracion
de CI presente [10].

Segun los principios generales de la sintesis de farmacos la formacion del complejo [PdCI4]'2 se
clasifica como una sintesis total ya que es la
sintesis quimica de un compuesto a partir de
productos relativamente sencillos [11].

Las condiciones de trabajo de cualquier [\
sistema son las principales variables de las - [ 1
que dependen los resultados obtenidos [
cuando el sistema termodindmico ha /
alcanzado el equilibrio, es por esto que es ** ,"
imprescindible determinar los pardmetros de ‘
trabajo, considerar su control y un monitoreo
continuo de las variaciones de las mismos
mientras se lleva a cabo la reaccion [12].
Para la sintesis del complejo, los factores que
influyen son: temperatura [1], tiempo de
sintesis [13], concentracién del ligando
[10,14], concentracion del centro metdlico y 200 20 260
pH [10] A (nm)

320

Jean-Francois Boily y Terry M. Seward

publicaron en 2005 los espectros UV de los Imagen 1.~ Espectros  continuos  de

Cloropnaladiatos. [15]

929



complejos intermediarios de las reacciones de formacion del [PdCI4]'2 a partir de Pd*? y CI' que se
muestran en la Imagen 1. Asi mismo se publicé que las especies dominantes en el equilibrio son
solo dos [PdCl,)? y [PACI]" (el Tetracloropaladiato (Il) en mayor cantidad) como preveia el
diagrama de equilibrios construido y que los maximos de absorbancia para [PdCl,]? son 222 y 280
nm y para [PdCl;] son 205y 237 nm [15].

La constante condicional relaciona la concentracion del producto formado ML, la concentracion del
cation metalico sin reaccionar [M] y la concentraciéon del ligando sin reaccionar en el equilibrio
principal [L]. El adjetivo de condicional implica que esta constante no es constante sin que
dependa de las condiciones experimentales. Lo mas importante de la utilizacion de constantes
condicionales es que una vez conocida dicha constante puede ser utilizada de idéntica forma a
como se utilizan las constantes de equilibrio, lo que permite el estudio de sistemas complicados de
una manera bastante sencilla [10]. Son las constantes condicionales en los diferentes sistemas
(sintesis, medicamento, organismo) los que determinan la formacién del complejo (sintesis), la
estabilidad del complejo (medicamento) y la estabilidad farmacoldgica antineoplasica selectiva
(organismo).

El objetivo de este trabajo es que considerando los efectos tanto benéficos como perjudiciales de
la quimioterapia actual, se busca una alternativa que mejore la eficiencia y eficacia de este
tratamiento, su selectividad y la disminucién de los efectos colaterales asociados a esta a través de
la sintesis y uso del complejo Tetracloropaladiato (Il) como farmaco antineoplasico.

2. EXPERIMENTACION

La sintesis, identificacién y cuantificacién del complejo Tetracloropaladiato (ll) se llevaron a cabo
en los Laboratorios de Quimica General y en el de Sintesis Organometédlica del Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias de la Universidad de Guadalajara. Para la etapa
de sintesis se realizo un modelo estadistico de 2 factores con 12 replicas de sintesis y para la
validacion de repetitividad y reproducibilidad del método de analisis espectrofotométrico UV se usé
un disefio de 3 factores con 80 replicas para reproducibilidad y un disefio de 3 factores con 40
replicas para repetitividad. El analisis estadistico se realiz6 con Statgraphics. La linealidad del
método de andlisis se verificd en 13 puntos de concentracién en rango de 15.0 ppm a 35 ppm con
ayuda de una graficadora HP50g.

Se estandariz6 un volumen para sintesis de 20mL con fines practicos y econdmicos. La
temperatura se mantuvo en control mediante el uso de bafio maria con ayuda de una parrilla
termoagitadora Zeigen 78HW-1 y se monitoreo con termémetro infrarrojo Aprobe IR608A. Se utilizé
una solucion valorada SV07 Acido Clorhidrico 8.0 M preparada siguiendo estandares
farmacopeicos [16] y se pes6 aproximadamente 35.7 mg de precursor PdCI2 (Sigma-Aldrich) en
balanza analitica Mettler Toledo MS204S.Se corren al unisoné sintesis con estandar primario de
PdCI, (Sigma Aldrich).

Para la identificacion de la formacion del complejo, se realizaron 4 corridas de sintesis. Se utilizé
barrido UV-Vis en el Espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10s UV-Vis siguiendo
lineamientos de verificacion farmacopeicos [16]. Se usaron como referencia los espectros UV
reportados de los cloropaladiatos reportados por Boily & Seward [15]. Una vez confirmada la
repetitividad y reproducibilidad del método de andlisis por espectrofotometria se procedi6 a
cuantificar el Tetracloropaladiato presente en la sintesis de manera indirecta haciendo dilucion en
agua destilada libre de CO,, condicionando al sistema para la Unica existencia del Tricloropaladiato
formado a partir del Tetracloropaladiato debido a la disminucién de concentracion del ligando como
consecuencia de una perturbacion en el equilibrio entre las especies.

En los equilibrios de formacién de complejos también es interesante conocer la forma de realizar
diagramas logaritmicos log C — pL, ya que con frecuencia los problemas de equilibrios que se
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presentan en la practica se resuelven dificilmente de forma algebraica, siendo facil su resolucion
gréafica. La formacion de complejos de indice de coordinacién elevado puede ser comparada a la
formacién de un acido poliprético a partir de la base. Por tanto, todo el tratamiento matematico que
se efectud para calcular las ecuaciones correspondientes en los diagramas logaritmicos log C — pH
es vdlido para los diagramas log C — pL [10]. La construccion del diagrama log C — pL de
cloropaladiatos y paladio inicial se realiz6 modelando las siguientes ecuaciones, a partir de la ley
de Guldberg — Waage y las ecuaciones de coexistencia de especies, y graficando en Excel:

[Pa*?] —
[Pd(H20)4+2](ac) = _3 1 _ 11Kf4ll(f3K£2Kf1 1 ) 1 (1)
[CIr]t+l ]3K_f4+[Cl ]sz4Kf3 Hlel ]Kf4Kf3Kf2'Kf4Kf3Kf2Kf1
[Pa*?]. [c ]7K T
[PdCl(H20)3+](ac) 1 N - _f3 f21 N 1 (2)
[CImyA+Cl ]3_+[Cl ]ZK 4Kf3 [ ]Kf4Kf3Kfz'Kf4Kf3Kfsz1
[Pd+2] [c1- ]ZK <
[PACl, (H20); ) (ac) = : PSS i w— (3)
[eImJA+er ]3_+[Cl ]ZK 4Kf3 [c JKf4Kf3Kfz Kea K3 K Kpy

[Pd+2].[c1-]3i
" : @

L[ =1 4

[PdC13(H20)_](aC) [ClI-]*+[Cl~ ]3—+[Cl 1?

Ky, Kf ‘K KegKey ' KeaKp3Kpp Ky
P [Pa*2] [cI7*
[PdCl, ](""C)_[c1-]4+[c1-]3i+[c1-]2 EST e R S ()
Kfyg Kf4Kf3 KeaKe3Kpp  KpgKpKepKe

En las cuales: [Pd+2]i es la concentracion molar de paladio inicial,

[CI] representa la concentracién molar de cloruro (ligando), Ky,
K, K, ¥ Ky son las constantes de formacion de los
cloropaladiatos.

Para la sintesis se siguid este procedimiento: se colocd en un
matraz erlen meyer 0.0002 moles PdCl, posteriormente se
agregaron 2 ml de HCI 8 M y se agitaron suavemente hasta
disolucion completa. Una vez disuelto, se adicionaron 14 ml de
agua destilada libre de CO, al matraz y se disolvié con agitacion
constante. Se calent6 el sistema de 45 a 55°C durante 2 horas y
durante el tiempo de calentamiento coloc6 un vidrio de reloj con
un hielo en la boca de matraz y se cambi6 cuando fue necesario.
Se dej6 enfriar el sistema a temperatura ambiente. Se transfirid
la solucion a un matraz aforado clase A de 20 mly se llevé a la
marca de aforo con agua destilada.

Imagen 1. Sintesis del
complejo

Para comprobar la dependencia de la existencia de
cloropaladiatos en funcion de la concentracion del ligando se
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realizaron dos diluciones de la sintesis, una con agua destilada (disminuyendo asi la concentracion
de ligando a pL = 2.3979) y otra con cloruro de sodio 1M (aumentando la concentracion de ligando
a pL = 0.0009). Posteriormente se analizaron por UV para obtener los espectros de absorcion y

determinar la especie existente.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
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Existe evidencia estadisticamente significativa de que el analista, la muestra analizada y el dia que
se efectta el analisis no influyen en la repetibilidad y reproducibilidad del método
espectrofotométrico. Asimismo ni el analista ni la corrida de sintesis afectan la reproducibilidad del
método de sintesis. Todo con un nivel de confianza del 95%.

Se comprob6 que el indice de coordinacion del cloropaladiato depende de la concentracion del
ligando, asimismo se verificd experimentalmente que el diagrama log C-pL predice confiablemente
la especie existente en el sistema. Esta informacion es valiosa, pues si el complejo sigue el
comportamiento del diagrama, con la concentracion plasmatica de cloruros (pL=1) el complejo sera
lo suficientemente estable para ejercer su efecto antineoplasico.

Por otra parte, el desplazamiento de la constante de solubilidad (pKspqon)2=28.50 [10]) debido a
concentracion de ligando (formacién de complejos), determina la selectividad del
Tetracloropaladiato (Il) sobre las células tumorales. Segln los célculos con la constante
condicional en condiciones plasmaticas (pKs pgon)2=17.08) el Pd*? formando cualquiera de sus
clorocomplejos precipita a un pH de 6.96 inactivando asi su efecto citotdxico. Considerando que el
pH de células tumorales es menor a 6.5 y en células normales es mayor a 7.3 [17], el complejo
permanecera activo frente a células tumorales y se inactivara frente a células normales.

4. CONCLUSIONES

El andlisis instrumental constituye una evidencia experimental clara de la sintesis del complejo
Tetracloropaladiato (lI) bajo las condiciones dadas al sistema, ademas de que la especie
predominante es el [PdCI4]'2. La selectividad citotdxica del [PdCI4]'2 es atribuida al desplazamiento
de la Ks la cual es responsable de su actividad farmacolégica dependiente de pH®. Con los
resultados de este estudio se prevén tedricamente buenos resultados en la aplicacion del complejo
como un antineoplasico mas efectivo y también mas selectivo.
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RESUMEN

La Drosophila melanogaster (Dm) es considerado un excelente sistema biolégico para realizar
diferentes ensayos genéticos, bioldgicos o biofisicos. Existen en la actualidad diversa informacion
del efecto que puede tener la luz sobre su comportamiento, apareamiento, desarrollo, etc.

El efecto de la luz (radiacién visible) en los organismos ha sido estudiado en muchos ambitos,
desde la importancia del ritmo circadiano para determinar los patrones de suefio y alimentacion de
los animales y sus consecuencias en el metabolismo, regeneracién celular y actividad cerebral [1],
hasta los efectos de las longitudes de onda de la luz sobre la orientacion y sensibilidad magnética
de la Dm [2]. La importancia de la interaccion entre la luz y los sistemas biologicos para entender el
comportamiento y desarrollo de organismos vivos, ha propiciado el desarrollo de nuevas éareas del
conocimiento como la biofoténica o la optogenética.

En este trabajo se utilizaron diferentes longitudes de onda del espectro visible para identificar
alteraciones en el desarrollo de este organismo. Los resultados sugieren que las longitudes de
onda utilizadas influyeron en el desarrollo normal de la Dm, asi como en el nimero y género de los
individuos obtenidos.

1. INTRODUCCION

Los efectos de la luz (radiacién visible) en los organismos ha sido estudiados desde diferentes
puntos de vista. Desde el estudio del ritmo circadiano donde se determinan los patrones de suefio
y alimentacion de los animales, y por consecuencia su metabolismo, regeneracion celular y
actividad cerebral [1], hasta los efectos de las longitudes de onda de la luz sobre la orientacion y
sensibilidad magnética de la Drosophila [2]. La importancia de la interaccién entre luz y sistemas
biologicos para entender el comportamiento y desarrollo de organismos vivos, le ha abierto las
puertas a nuevas areas del conocimiento como la biofétonica o la optogenética.

2. TEORIA

El desarrollo en el area de iluminacion con diodos emisores de luz (led), ha permitido una forma
sencilla y méas precisa, de poder investigar el efecto de la radiacién visible en diferentes sistemas.
La generacion de nuevos materiales emisores de radiacion, la invencidn del led de luz blanca junto
con los diferentes dispositivos 6pticos han permitido simular de forma muy precisa la radiacién en
el espectro visible.

La luz blanca con led, se obtiene partiendo de una emisién en el ultravioleta o azul, convirtiendo
esta en visible a través del uso de fosforo. Dependiendo de los fésforos que se usen se obtiene
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temperaturas de color muy calidas (2700 K) hasta muy frias (9000K) [3]. Por otra parte un filtro
Optico, es un dispositivo que puede seleccionar una banda de longitud de onda, y eliminar el resto.
Esto se logra, ya sea reflejando las frecuencias no deseadas, o0 recubriendo un sustrato
transparente con algin material con propiedades absorbentes de la luz. Los filtros de paso de
banda filtran las longitudes de onda por encima y por debajo de ciertos limites.

La Drosophila Melanogaster utiliza al menos tres fotoreceptores, los criptocromos que son lo
fotoreceptores del color azul, los ojos compuestos (ocelos) y los Hofbauer-Buchner (H-B) eyelet,
los cuales cubren la radiacion ambiental para el ciclo dia/noche. Estos organismo han mostrado
diferente sensibilidad visual para varias longitudes de onda, por ejemplo, cuando son expuestas a
radiacion roja son fisiologicamente insensibles, a diferencia de cuando se utiliza el espectro en el
rango del azul que ocurre su méxima sensibilidad al ciclo dia/noche[4].

3. OBJETIVO

Determinar alteraciones en el ciclo de vida de la Drosophila melanogaster después de ser
expuestas a tres longitudes de onda de la luz diferentes.

4. PARTE EXPERIMENTAL

A. POBLACION DE ESTUDIO

Se utilizarén cepas de Dm de tipo silvestre y Dm con mutaciones visibles en ojos: sepia, Lobe y
white (Tabla 1). Las cepas fueron sembradas por triplicado, en frascos de vidrio de borosilicato de
250ml (KIMAX) previamente lavados y esterilizados. A cada frasco se les adicioné medio de cultivo
especial para Dm y 2 hembras y 2 machos de cada rasgo. De igual manera se montaron cultivos
control.

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas utilizadas de Drosophila melanogaster.

A. Ojos sepia B. Ojos Lobe C. Ojos white D. Ojos | E. Diferencias
silvestres sexuales

B. SISTEMA LUMINICO

El sistema se conformé por triplicado utilizando cajas de las mismas medidas, las cuales fueron
aisladas de la luz exterior con el fin de asegurar una distribuciéon uniforme de la radiaciéon en todos
los frascos.

Cada caja contenia 1 frasco de cada una de las mutaciones, iluminadas por lamparas led de 3W

con conector E27, las cuales funcionan con 3 led’s de luz blanca. A continuacién de cada lampara
se colocaron filtros épticos (Newport) con una transmitancia del 50%, centrados en las siguientes
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longitudes de onda: 460 nm (azul), 530 nm (verde) y 650 nm (rojo), con una tolerancia de + 2 nm,
como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Montaje realizado para las diferentes longitudes de onda.

A. 460 nm (azul) B. 530 nm (verde) C. 650 nm (rojo)

5. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Después de monitorear el ciclo de vida en cada uno de los cultivos experimentales y controles, no
se obsevaron diferencias en los estadios de huevo y larva, sin embargo las pupas se tardaron en
aparecer en los cultivos experimentales 2 dias mas que los controles.

Los primeros adultos se observaron, en los medios experimentales, dos dias después que en los
frascos control.

En cuanto al nimero de adultos la relacién experimental es: controles fue de 2:5.

La relacion entre nimero de machos (m): nimero de hembras (h) en los controles fue de 4m:5h
respectivamente, mientras que en los cultivos experimentales fue de Om:5h para la luz verde;
5m:7h para la luz azul y de 2m: 2h para la luz roja.

Lo anterior lleva suponer que las hembras no serian tan dependientes de la longitud de onda como
los machos.

No se observaron diferencias morfolégicas en la primera generacion.
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RESUMEN

El lavado de la ropa es una de las actividades basicas en el aseo, los productos disponibles para
este cometido son variables en marcas y caracteristicas, aun asi todos son unidos por el uso de
surfactantes cuya funcion es favorecer el desprendimiento de las manchas, estos ingredientes son
unos de los contaminantes mas importantes de aguas superficiales, aun asi, no son los Gnicos
compuestos altamente contaminantes que tienen. Ante las alarmantes consecuencias de estos
productos se desarrollaron los surfactantes biodegradables los cuales en un periodo de tiempo
relativamente rapido son afectados por las bacterias cambiando sus propiedades contaminantes.
Muchos de los productos actuales de lavado de ropa se jactan de ser biodegradable solo por el
uso de un tensoactivo biodegradable, sin tomar relevancia de que un detergente no solo esta
compuesto por este ingrediente. Objetivo: analizar la biodegradacion de detergentes liquidos para
ropa comercial de uso domeéstico, empleados en la ZMG. Cuantificar la cantidad de Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO5), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y Sustancias Activas al
Azul de Metileno (SAAM) y comparar con la normatividad vigente en el pais relacionada con la
descargas de aguas a cuerpos receptores. Materiales y métodos: se empled un estudio
experimental transversal con la eleccion de 15 muestras a conveniencia a las cuales se les practicé
las pruebas de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO5), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y
Sustancias Activas al Azul de Metileno (SAAM) asi como la cuantificacion de la biodegrabilidad
mediante la relacion Demanda Bioguimica de Oxigeno / Demanda Quimica de Oxigeno (DBO5 /
DQO). Se utilizé un Andlisis de Varianza (ANOVA) de dos factores para revisar si el detergente o la
dilucién afecta significativamente la DBO5, la DQO y el SAAM. Resultados: los detergentes
liguidos para lavado de ropa reportaron altos niveles de Demanda Quimica de Oxigeno y de
Demanda Bioguimica de Oxigeno, mostraron bajos coeficientes de biodegrabilidad. El andlisis
cluster dividi6 los detergentes en tres grupos de poca, media y alta biodegrabilidad y el andlisis de
varianza (ANOVA) mostré6 que ninguno de los factores tiene una diferencia estadisticamente
significativa.

1.- INTRODUCCION

Los detergentes para lavado de ropa han ido incluyendo en sus formulaciones diversos
ingredientes para volver la rutina de la limpieza algo mas simple, comodo y rapido aunque
provechoso para la sociedad, para el medio ambiente no ha sido tan beneficioso. Varios de los
componentes no se saben si son biodegradables o no, ademas varios de ellos pueden afectar
téxicamente a los animales en rios, lagos y mares. (8)
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2.- TEORIA

Biodegradable es la caracteristica que poseen algunas sustancias quimicas de poder ser utilizadas
como sustrato por microorganismos para producir energia y crear sustancias vitales para la vida.
Cuando hablamos de biodegrabilidad nos referimos a la capacidad intrinseca de una sustancia a
ser transformada en una estructura quimica mas simple por via microbiana. Cabe destacar que no
todos los microorganismos son capaces de degradar todos los tipos de compuestos. (4)

La velocidad de la biodegradacién de los compuestos depende de varios factores extrinsecos a la
molécula e intrinsecos a esta. Entre los extrinsecos encontramos la cantidad de microorganismos,
la cantidad de nutrientes, el pH del ambiente, temperatura, grado de aireacién y concentracion del
compuesto. (9)

En cuanto a los factores intrinsecos de la molécula, la biodegradacion es muy sensible a la
estructura de estas por lo que ciertas caracteristicas estructurales afectaran la velocidad, tales
como:

. Incremento del peso molecular.
. Incremento atomos de carbono en la molécula.
. Incremento de nlcleo aromaticos.

En el tema de los detergentes gracias a estudios se sabe que en estos compuestos la naturaleza
del grupo hidrofobo afecta drasticamente la biodegradacion mientras que el grupo hidréfilo no tiene
mucha relevancia. (1)

Algunas legislaciones en el mundo mencionan que un paquete de detergente puede poner la
palabra “biodegradable” si el tensoactivo pierde su propiedad e reducir la tensién superficial un
90% después de 28 dias de ser vertido al agua, pero las leyes no suelen mencionar nada respecto
al resto de los ingredientes que pueden llegar a ser hasta un 80% del detergente (8). Cuando se
aumenta la concentracién de tensoactivos, se incrementa significativamente el periodo de
adaptacion de la bacteria al medio y disminuye la velocidad de degradacion. (5)

Los detergentes son productos usados en la limpieza de superficies y objetos, estos estan
formados principalmente por un tensoactivo el cual afecta la tension superficial, lo que provoca una
disminucién en la fuerza de adhesién de las particulas a una superficie otros (2). Los detergentes
liquidos para lavado de ropa contienen: Ingredientes basicos de detergentes liquidos para lavado
de ropa, surfactante, Ablandadores de agua, Agentes alcalinizantes, Blanqueadores, Agentes
antirepositantes, Abrillantadores o6pticos, Conservador, Aditivos de proceso, Reguladores de
espuma, Inhibidores de la corrosion. Los detergentes causan contaminacion expresada de
diferentes maneras al ser vertidos en cuerpos de agua receptores. A continuacién se mencionan y
explican brevemente:

Formacion de espumas: principalmente causadas por la presencia de tensocativos. La espuma
dificulta la sedimentacion primaria debido a que engloba las particulas, también afecta la dilucién
del oxigeno en agua volviéndolo mas dificil. (6)

Inhibicion de la oxidacion: un contenido alto de detergentes puede inhibir por completo la
actividad bacteriana celuloliticas. (6)

Alteracién de la transferencia y la disolucidon del oxigeno: forman una capa protectora que
dificulta la renovacién del oxigeno disuelto. (6)

940



Accioén en la fauna: los detergentes hacen dificil la obtencion de oxigeno para la vida acuatica
ademas de provocar lesiones en las branquias de los peces. También elimina la capa de grasa de
las plumas de las aves lo que puede ocasionarles la muerte por frio. (2)

Eutrofizacion: los fosfatos actGan como fertilizantes de las algas, aumentando su poblacién lo que
conlleva a que se vaya agotando el oxigeno del agua para el uso de otros seres vivos acuaticos.
Cuando las algas se acumulan en el lago hacen que sea menos profundo, debido a la
descomposicion por via anaerobia de esta materia vegetal se produce metano, amoniaco y acido
sulfhidrico produciendo mal olor. (3)

En nuestro pais la comision nacional del agua (CONAGUA) analiza la calidad del agua a través de
una red nacional de monitoreo (RMN). La CONAGUA entre sus principales indicadores de la
calidad del agua se destacan la Demanda Bioquimica de Oxigeno en 5 dias (DBO5), Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) y la concentracion de Sélidos Suspendidos Totales (SST). EI DBO5
se usa para conocer la materia organica presente en el agua. EI DQO se utiliza en la deteccién de
sustancias no provenientes de descargas urbanas (CONAGUA 2012). La prueba de Sustancias
Activas al Azul de Metileno (SAAM) es otra prueba que nos permite analizar la calidad del agua al
ser capaz de identificar la presencia de tensoactivos anionicos tales como los ABS, LAS y esteres
de sulfonatos. (7)

3. PARTE EXPERIMENTAL.

Se eligid la muestra a conveniencia visitando 5 supermercados de la ZMG, eligiendo los que
estuvieran presentes en todos los supermercados y también aquellos en cuya etiqueta
mencionaran que son biodegradables, se seleccionaron un total de 15 detergentes liquidos de uso
domeéstico para lavado de ropa los cuales de numeraron del 1 al 15 para su andlisis. Se les realizé
tres técnicas distintas de analisis de aguas. Demanda Quimica de oxigeno (DQO), Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO) y Sustancias Activas al Azul de Metileno (SAAM), todas ellas segun
las normas técnicas mexicanas NMX-AA-028-SCFI-2001, NMX-AA-012-SCFI-2001, NMX-AA-030-
SCFI-2001, NMX-AA-030/1-SCFI-2012 y NMX-AA-039-SCFI-2001. Los resultados fueron vaciados
en una base de datos. Los calculos fueron realizados en el programa Excel 2010 y en lo estadistico
se us6 el programa Statgraphics Centurion 2011. Los resultados de biodgrabilidad se compararon
contra la norma NMX-R-019-SCFI-2011, para revisar si los detergentes entran en los limites
maximos permisibles de contaminantes a cuerpos receptores se compararon los resultados con la
norma NOM-067-ECOL-1994.Los datos se desarrollaron en un estudio experimental transversal.

Gréafico No 1. Cumplimiento de los limites maximos permisibles de la norma NOM-067-ECOL-1994
en la determinacién de DBO5.

De las 15 muestras analizadas solo 4 de ellas estuvieron dentro de los limites maximos permisibles
en la prueba de Demanda Biogquimica de Oxigeno, esto corresponde a un 27%, el 73% restante
supero estos limites. Esta prueba evalla la cantidad de materia organica que las bacterias son
capaces de digerir.

Cumplen g Frecuencia F;;)rcentaje
[PORCE (%)
NTAJE]

Cumplen

No cumplen | 11 73

Total 15 100
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Gréfico No 2. Cumplimiento de los limites méaximos permisibles de la norma NOM-067-ECOL-
1994 en la determinacion de DQO.

De las 15 muestras analizadas solo de ellas estuvo dentro de los limites méximos permisibles en la
prueba de Demanda Quimica de Oxigeno, que evalla la materia organica total del producto.

cumple

Frecuencia Porcentaje
(%)
Cumplen 0 0
No cumplen | 15 100
Total 15 100

Grafico No 3. Cumplimiento de los limites maximos permisibles de la norma NOM-067-ECOL-
1994 en la determinacion de SAAM.

De las 15 muestras analizadas toda estuvieron dentro de los limites maximos permisibles en la
prueba de Sustancias Activas al Azul de Metileno que evalla la presencia de tensoactivos
anionicos.

Frecuencia Porcentaje
(%)
Cumplen
No cumplen | O 0
Total 15 100
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Respuesta

Grafico No 4. Analisis de Varianza de los factores dilucion y detergente

Ni el factor dilucién ni el factor detergente tuvieron una diferencia estadisticamente significativa en
los promedios del coeficiente de biodegrabilidad (DBOs/ DQO) cuando son usados a dilucion
recomendada por el fabricante y a conveniencia.

Suma de cuadrados Grados de libertad | Cuadrado medio Valor P

Factores

A: Detergente 2.0196E7 14 1.44257E6 0.5505
B: Nivel 3.16061E6 1 3.16061E6 0.1618
Residual 1.17135E8 74 1.58291E6

Total (Corregido) | 1.40492ES8 89

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Grafico No 5. Analisis cluster de la biodegrabilidad

Se detectd un primer grupo en el cual el coeficiente de biodegrabilidad incluye a los méas altos en el
analisis, un segundo grupo con los coeficientes de biodegrabilidad mas bajos y un tercer grupo con
coeficientes de biodegrabilidad intermedios, notandose que el grupo de poca biodegrabilidad es el
mas grande. Aun asi, ningun detergente cumplié la norma de biodegrabilidad de la horma NMX-R-
019-SCFI-2011 que establece gue el coeficiente de biodegrabilidad debe de ser mayor o igual a
0.5.
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Las observaciones estan dispersas entre los 0.1 y los casi 0.5 valores de relacion DBOs/DQO.

Box-and-Whisker Plot

}7 :

0 0.1 0.2 0.3
DBO/DQO

Gréafico No 7.
biodegrabilidad.

04

0.5

Correlacion de Sustancias Activas al Azul de Metileno y coeficiende de

La relacién de las Sustancias Activas al Azul de Metileno y el coeficiente de biodegrabilidad, al
tener un coeficiente de correlacion menor a 0.1 nos indica que estos dos factores no tienen
relacién alguna y que el tensoactivo no afecta la biodegrabilidad del detergente.

Correlacion SAAM y DBO/DQO
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Coeficiente SYAVAYY
biodegradacion

0.451333486 329.2809314
0.079298563 301.3768552
0.325620476 1588.149455
0.002900616 1088.07966
0.151161666 1235.640504
0.312009879 914.0393332

0.172775904

501.8640726

0.168486267

1617.026098

0.176513951

447.8187636

0.038256754 551.7582611
0.076601235 156.3475824
0.050847518 285.8958721

0.141224614

231.6847775

0.246585352

509.6469609

0.013773054

2869.99509




4. CONCLUSIONES.

Ninguno de los detergentes analizados cumplié la normatividad mexicana de biodegrabilidad.
Dentro del estudio cuatro detergentes estuvieron dentro de los limites maximos permisibles de
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs), ninguno de ellos estuvo dentro del rango de Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) y todos los detergentes estuvieron dentro de los limites maximos para
Sustancias Activas al Azul de Metileno (SAAM). Se observo que la dilucién no afecta la Demanda
Bioguimica de Oxigeno (DBOs), la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y los Sustancias Activas
al Azul de Metileno (SAAM). En ambas situaciones los parametros guardan congruencia con el
aumento de la dilucion, ademas se comprobé que aunque se use un tensoactivo biodegradable
esto no asegura que el detergente en su totalidad lo sea.
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RESUMEN

En este trabajo se investigé la biosorcion de Fe (ll) por biomasa de cascara de pifia seca y
triturada, con tratamiento de reticulacion con CaCl,. En un primer estudio se evalué la capacidad
de biosorcion de la biomasa variando el tiempo de contacto, manteniendo el pH=5 y el tamafio de
la particula. La microscopia electrénica de barrido mostré la presencia del metal Fe (ll) atrapado en
la biomasa.

1. INTRODUCCION

El estado de Tabasco es uno de los estados con mayor produccion de pifia, siendo la Ananas
comosus L. Merril la que se siembra en la regién de la Chontalpa. En esta regiéon se procesan
anualmente 260 toneladas, generando hasta 156 toneladas de residuos (cascara, corona y pulpa)
cuyo destino final son los basureros causando una contaminacion ambiental. El desarrollo de
tecnologias sustentables permite dar soluciones a los problemas de los residuos agricolas. Otra
preocupacion a tratar son las descargas de sustancias al agua como lo son los metales pesados.
Estos estan considerados como uno de los grupos méas peligrosos debido a su baja
biodegradabilidad y su alta toxicidad a baja concentraciones. Entre los procesos mas comunes
utilizados para tratar efluentes con metales pesados son: carbdn activado, intercambio iénico,
extraccion con solventes y flotacién no convencional. Algunos de estos procesos implican altos
costos de operacién para su activacion y regeneracion. El interés de utilizar los materiales
naturales como adsorbentes es por que contienen en su composicion polimeros naturales que
permitan retener en su interior tanto moléculas organicas como inorganicas. En este caso, la
biosorcién ocurre cuando el cation Fe?* se une por interaccion electrostatica a los sitios aniénicos
presentes en la pectina. La pectina es un polimero de origen natural presente en gran cantidad en
las frutas y vegetales.

2. TEORIA

Las pectinas al ser tratadas con Ca (Il), este i6n se une a la cadena poligalacturénica. La remocion
de metales por pectina tratada se da basicamente por intercambio i6nico entre el i6n ca* y iones
metdlicos en solucion hasta lograr un equilibrio. Los grupos carboxilo presentes en las moléculas
de pectina son los que llevan a cabo el intercambio iénicos.

R,Ca®" + M* > R,M* + ca*
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Las cascaras de frutas, comunmente la de naranja ha sido ampliamente estudiada y utilizada para
la biosorcion de metales como Pb(ll), Cu(ll), Cr(VI). El objetivo que se plantea en este trabajo de
investigacién es evaluar la capacidad biosorbente de la cascara de pifia reticulada, para la
eliminacién de metales pesados en medio acuoso, en particular el Fe. Este metal es muy
abundante en la regién de la Chontalpa, el cual genera grandes problemas a la poblacién ya que
se encuentra en el agua de tipo domestico.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Las cascaras de pifia fueron cortadas en fracciones, se lavaron para eliminar compuestos
indeseables como azlcares y suciedad. Posteriormente se seco por 24 horas al sol y 12 en un
horno de laboratorio a 80°C, con el fin de eliminar toda la humedad. Las cascaras secas se
trituraron y se cribaron en un tamiz formado por una malla #40. El sélido obtenido fue tratada con
CacCl, 0.2 M ajustando a un pH 5, La mezcla se mantuvo en agitacion constante a 200 rpm por 24
horas. Después la mezcla se lavo varias veces para eliminar el exceso de calcio, se filtr6 y se secé
en un horno a 80°C por 24 horas. Se prepar6 una solucién acuosa de FeSO4 a una concentracién
de 100mg/L, a esta solucién se le agregé la biomasa y se ajusto el pH a 5 variando el tiempo de
contacto.

4. RESULTADOS

El resultado obtenido por microscopia electronica de barrido se muestra en los siguientes
espectros, donde se puede observar la biosorcion de los metales por la biomasa.

CASCARA DE PINA SIN TRATAMIENTO

u] 2 4 B g 10 12 14 16
ull Scale 5583 ct=z Cursor: 0.000 ket

CASCARA DE PINA TRATADA CON CaCl,

Spectrum 1

ull Scale 1834 cts Cursor: 0,000 ket
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CASCARA DE PINA TRATADA CON FeSO4

Spectrum

u] 2 4 B g 10 12 14 16
ull Scale 480 cts Cursor: 0.000 ket

5. CONCLUSIONES

La cascara de pifia es un buen candidato para usarse como adsorbente en la remocién de metales
pesados, ya que logré retener en su interior al Fe(ll).

El tratamiento de reticulacion con CacCl, favorecié la biosorcién del metal por intercambio i6nico.

El pH de 5 y el tiempo de contacto de 4 horas fueron los parametros adecuados para que ocurriera
el intercambio i6nico del Ca(ll) por el Fe(ll).
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RESUMEN

La Leucemia Linfoblastica Aguda es la causa mas comin de cancer en nifios y adolescentes. Un
factor en el desarrollo de un cancer es la alteracion en la expresion de genes involucrados en la
proliferacion y/o muerte celular. La desregulacion de la transcripcion o de la traduccion causa
anomalias en la expresion génica. El factor eucariéntico de iniciacién 3 (elF3) es un complejo
multiproteinico, del cual forma parte la subunidad f (elF3f), quien tiene una funcién en el inicio de
la traduccion. elF3f esta relacionado con el ciclo celular, mostrando un perfil de expresién bifasico
con maximos en las fases S 'y M.! Existen estudios sobre el nivel de expresién del gen elF3f en
muestras tisulares de diferentes neoplasias malignas que sugieren su incidencia en la
oncogénesis.2 Por lo tanto el objetivo general de este trabajo es identificar el patron de expresion
del gen elF3f en células B de pacientes diagnosticados de novo con Leucemia Linfoblastica Aguda,
mediante Citometria de Flujo. Los resultados muestran que las células B leucémicas presentan un
patron de expresion bifasico, y la cantidad relativa de elF3f es dependiente de la fase del ciclo
celular en la que se encuentre.

1.INTRODUCCION

En México, el Registro Nacional de Cancer en nifios y adolescentes reporta una poblacién de
3,569 pacientes menores de 20 afios durante el periodo del 2005 al 2010, y las leucemias
representan un 30% de los diagndsticos, siendo las leucemias linfoides las méas comunes. De estas
Gltimas, la leucemia linfoblastica aguda con afectacién del linaje B es la méas frecuente en nifios y
adolescentes. Aun se desconoce la etiologia del cancer, el cual se ha asociado con una gran
variedad de anormalidades genémicas con comportamientos clinicos heterogéneos, que pueden
deberse a la diversidad de factores ambientales, estilos de vida, habitos, alimentacion y genética;
lo cual explica las diferencias epidemiolégicas encontradas entre diferentes paises. Por lo mismo, y
a pesar del aumento en el conocimiento cientifico en torno al cancer, el disefio y uso de farmacos
especificos dirigidos a blancos terapéuticos concretos no ha sido suficiente para erradicar esta
patologia, ni para desplazar a los procedimientos clasicos en el manejo de la enfermedad. Esto se
debe a que aun no se conocen todos los productos génicos que pudieran estar interaccionando
durante el desarrollo del cancer, ni estan descritas en su totalidad todas las funciones moleculares
y celulares involucradas. Asi, la generacién de conocimiento en torno a la genética de un cancer en
particular es necesaria, para identificar marcadores de diagnéstico temprano o para desarrollar
nuevos blancos terapéuticos con mayor potencial.

2. TEORIA

La leucemia Linfiblastica Aguda (LLA) es una neoplasia que se caracteriza por la proliferacion y el
crecimiento descontrolado de células provenientes del linaje linfoide; en donde los blastos han
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perdido su capacidad de diferenciarse y se convierten en las células predominantes en médula
6sea, interfiriendo con la hematopoyesis.®

El desarrollo de la célula B en fases tempranas se lleva a cabo en médula 6sea y terminan su
maduracion en drganos secundarios. En la leucemia linfoblastica aguda la célula B cancerigena
evade los mecanismos de control y pierde la capacidad de autoregularse durante las fases
tempranas de su desarrollo. Por lo tanto las células dafiadas no son capaces de entrar en
apoptosis ni son capaces de detener su ciclo celular; como consecuencia los blastos se someten a
ciclos celulares continuos que conllevan a la proliferacion de linfocitos B que no culminan su
maduracién.”

El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos irreversibles que conducen al crecimiento de la
célula y la divisién de ésta en dos células hijas. En los organismos multicelulares, como el ser
humano, el control preciso del ciclo celular durante el desarrollo y el crecimiento es critico para
determinar el tamafio y la forma de cada tejido. La replicacion celular es controlada por una red
compleja de vias de sefializacion que integran sefiales extracelulares acerca de la identidad vy el
namero de las células vecinas, y sefiales intracelulares sobre el tamafio de la célula y el programa
de desarrollo.”

El ciclo celular somatico se define como el periodo entre dos divisiones mitéticas, y el tiempo
transcurrido desde el fin de una mitosis y el inicio de la siguiente es llamado Interfase. El periodo
de divisién, es llamado Fase M. La Interfase se subdivide en: Fase S (Sintesis): en esta etapa la
célula duplica su material genético. Fase G1 y G2 (G de “Gap” o intervalo): aqui la célula es
altamente activa en su biosintesis, lo cual le permite incrementar su tamafio aumentando el
namero de proteinas y organulos y proveer del material necesario para la siguiente fase.’

Los periodos de transicion entre cada fase son los instantes del ciclo celular eucarionte, altamente
regulado, donde existe un incremento en la sintesis de proteinas especificas que seran necesarias
para que avance a la fase siguiente. Los tres puntos de control principales se sitian en la interfase,
concretamente en las transiciones de G1 a S, S a G2 y de G2 a M. Un cuarto punto de control se
localiza en plena mitosis.’

La ejecucion precisa del ciclo celular requiere de la expresion, también precisa, de proteinas
claves. La traduccion es uno de los procesos relacionados con el flujo de la informacion;
permitiendo que la informacion almacenada en el DNA y a través de un intermediario de RNA, se
traduzca a proteinas, para poder producir los componentes necesarios para los distintos procesos
celulares, como el ciclo celular.*

La traduccion es un proceso usualmente dividido en tres fases: la INICIACION donde se ensambla
el ribosoma con el mRNA a ser traducido, la ELONGACION donde se forman los enlaces
peptidicos en el centro catalitico del ribosoma, y la TERMINACION donde se libera el péptido. La
fase de iniciacién de la traduccion es la mas controlada ya que marca la velocidad de la sintesis de
proteinas. Los principales componentes que controlan el inicio de la traduccién son los factores
eucaridticos de inicio de la traduccion (elF’s).°

El factor de iniciacibn de la traduccion eucaridtico 3 (elF3) tiene una funciéon central en el
ensamblaje de los complejos en la iniciacién de la sintesis de proteinas; es el factor de iniciacion
mas complejo, con una masa molecular aproximada de 800 kDa. En mamiferos consta de hasta 13
subunidades no idénticas que varian de tamafio, nombradas de elF3a hasta elF3m. Se ha
reportado que, en mamiferos, solo tres de las cinco subunidades conservadas en todos los
eucariotes (elF3a, b, c) y tres subunidades no conservadas (elF3e, f, h) son indispensables para
mantener un nivel adecuado de sintesis de proteinas, y que el resto de las subunidades so6lo
modulan la actividad del complejo elF3.°
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En humanos, el gen de elF3f se encuentra codificado en el cromosoma 11p15.4, contiene 8
exones y 7 intrones; y codifica a una proteina de 357 aminoacidos que tiene un peso molecular de
38.5 kDa, aunque en corrimiento electroforético tiene un peso de 47 kDa debido a la composicion
aminoacidica del amino terminal. Gutiérrez-Fernandez y colaboradores’ reportaron que en el
extremo amino terminal, los primeros 90 aminoacidos contienen un 60% de prolinas y alaninas que
le confiere un caracter hidrofébico, y lo llamaron dominio PA. elF3f contiene un dominio Mprlp,
Padlp N (MPN) por lo que se considera parte de la familia Mov34; este domino abarca del
aminoacido 91 hasta el 298. El domino MPN permite la interaccion proteina — proteina, y las
proteinas que contienen este dominio se han encontrado en diferentes complejos proteinicos
involucrados en procesos tan diversos como la iniciacién de la traduccion, la degradacion de
proteinas via proteasomal y regulacidon de la transcripcion. Por ultimo, en su extremo carboxilo
terminal presenta un motivo llamado TOS que interacciona con la cinasa mTOR, que modula la
sintesis de proteinas mediante la fosforilacion de la cinasa 1 de la proteina ribosomal S6 (S6K1).2

elF3f es una proteina de la cual aun no se definen todas sus funciones; se conoce que elF3f
muestra caracteristicas de unién proteina-proteina excepcionales, ya que también interactla
establemente con proteinas involucradas en procesos diferentes al inicio de la traduccion.® Por
ejemplo Csibi y colaboradores® reportan que elF3f sirve cono andamio entre mTORC1 y S6K1 en
la via de sintesis de proteinas. Si se incrementa la expresion de elF3f, se incrementa la actividad
de mMTORC1, lo que conlleva a la fosforilacién de S6K1 y 4E-BP1 (inhibidor del proceso de
activacion de los RNAm); como resultado se tiene el aumento en la sintesis de proteinas en un
modelo muscular que tiene como consecuencia la hipetrofia muscular. Por el lado contrario,
Lagirand-Cantanubeycolaboradores10 mencionan que MAFbx tiene como blanco elF3f, para
ubiquitinizar y degradarlo en el proteosoma. En un modelo muscular, la sobreexpresion de MAFbx
induce a atrofia por la degradacion de elF3f. Gutiérrez-Fernandez y colaboradores’ encontraron la
interaccion fisica directa con el receptor alB y estimula la actividad adrenérgica. Debido a todas la
interacciones que presenta eiF3f independientes al complejo de elF3 se le considera una proteina
ubicua.

Harvey y colaboradores™ proponen que elF3f podria participar en la progresiéon tumoral;
encontraron una elevacioén de la proteina elF3f en la linea celular MDA-MB-435 de carcinoma
mamario con metastasis macroscopica, en comparacion con otras en menor estadio de agresion.
Shiy colaboradores™ reportan una expresion disminuida de elF3f en distintas muestras tumorales
en comparacién con su correspondiente tejido sano; por ejemplo, en tumores de pancreas y vulva,
disminuido en el 100%, 90% en tumores mamarios, y 70% en tumores de ovario e intestino
delgado. Doldan y colaboradores™® proponen que la disminucién de elF3f en Céancer de Pancreas
y Melanoma, es debida a una pérdida alélica en el gen elF3f, evaluada a través de la pérdida de
microsatélites en el brazo corto del cromosoma 11. Cheng y colaboradores™ encontraron una
correlacién directa entre la disminucién en la expresién de elF3f y el avance en el estadio del
cancer géstrico; proponen que la disminucién en elF3f puede participar en la progresion y la
recurrencia de cancer gastrico.

En células hematicas, Miyamoto y colaboradores™ demostraron gue el complejo formado por elF3
y su asociacion con los ribosomas pudiera contribuir en la velocidad del inicio de la traduccion
durante la activacion de la los linfocitos T; con respecto a elF3f, reportan que no hay diferencias en
la expresion del mensajero de un linfocito T activado (proliferacién in vitro) y un linfocito T inactivo
(estado quiescente natural).33

Sin embargo, Higareda-Mendoza vy Pardo-Galvan' encontraron que en células A549
(adenocarcinoma pulmonar) el patron de expresion del gen elF3f estd abatido en estado
guiescente, comparado con células en proliferacion, y que la expresion del gen elF3f presenta dos
maximos durante la fases S temprana y la transicion G2/M del ciclo celular (un perfil de expresion
bifasico); encontraron que al alterar el perfil de expresion de elF3f, por sobreexpresién o por
silenciamiento del mismo, se induce a muerte celular programada, concluyendo que su expresion
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es controlada en tiempos especificos durante el ciclo celular. El perfil de expresion fue corroborado
en las lineas celulares HepG2 (carcinoma hepatocelular) y Ramos (linfoma de Burkitt).>*

Pregunta de investigacion:

¢Acaso el perfil de expresion de elF3f en células B leucémicas difiere de su correspondiente en
células no cancerosas?

3. PARTE EXPERIMENTAL

Con autorizacion por parte de los comités de investigacion y de bioética de la Facultad de Ciencias
Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” y del Hospital Infantil de Morelia “Eva Sdmano de Lopez
Mateos”, se incluyeron pacientes con diagnoéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda, de reciente
diagnostico y sin haber recibido tratamiento alguno, donde se incluyeron muestras obtenidas de
médula 6sea y sangre periférica (se obtuvieron en tubos con EDTA).

En las muestras de médula ésea se realizd la separacion de linfocitos y monocitos viables por
centrifugacion en gradiente de densidad de polisacarosa y diatrizoato de sodio (Lympholyte®-H de
Cedarlane, Canada). Se identificaron las fases del ciclo celular y su relacién con la expresion del
gen elF3f por citometria de flujo, donde las células seleccionadas se permeabilizaron con solucién
fijadora (Formaldehido/Glutaraldehido/ PBS) por 15 minutos a 4°C, se centrifugaron por 10 minutos
a 480g’s; cada pelleta celular se lavé y resuspendié en solucién PBS/EDTA. A las muestras de
células permeabilizadas se les afiadié suero fetal bovino para bloquear, el anticuerpo especifico
para elF3f y el anticuerpo secundario conjugado con un fluorocromo FITC. Las muestras de
lavaron con PBS/EDTA/SFB y se resuspendieron con una mezcla de yoduro de propidio y RNAsa,
se incuban a temperatura ambiente y en obscuridad durante 30 min. Las muestras se procesan en
un citémetro de flujo BD Acurri C6 (BD Biosciences, USA), pudiendo identificar el promedio relativo
de la concentracién de elF3f de las células que se encuentran en las fases G0/G1, S y G2/M del
ciclo celular.

En las muestras de sangre periférica se separaron las células B mediante seleccién negativa con
RosetteSep™ Human B Cell Enrichment Cocktail (Steamcells™ technologies). La células no
deseadas estan marcadas para su eliminacion mediante complejos tetraméricos de anticuerpos
que reconocen CD2, CD3, CD16, CD36, CD56, CD66b y glicoforina A en eritrocitos. La
identificacién de las fases del ciclo celular y su relacién con la expresiéon del gen elF3f se realizd
por citometria de flujo, y se utilizé el mismo procedimiento que el de médula 6sea.

4. RESULTADOS

Hasta el momento las células B aisladas mediante RosetteSep™ Human B Cell Enrichment
Cocktail (Steamcells™ technologies) con el cual se obtuvieron arriba del 95% de células B. El
método de citometria de flujo fue validado por el grupo de trabajo.16 Con el programa ModFit LT 4.0
(Verity Software House, USA) se determiné el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular
(G0/G1, S y M). Los datos fueron verificados con el propio “software” del equipo; la expresién de la
proteina elF3f, medida como la intensidad del fluorocromo FITC (FL1-A). Con el software se
pueden seleccionar poblaciones celulares que son especificas a una fase del ciclo celular y que se
agrupan de acuerdo a la concentracion de la proteina de interés (medida a través de la intensidad
de FITC), siempre que ésta presente una expresion diferencial con respecto a las distintas fases
del ciclo celular. La tabla de la figura 1 registra los promedios y medianas de la intensidad de FITC
de las poblaciones seleccionadas, las cuales representan células en las fases GO/G1, S y G2/M.
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Figura 1. Registro de la expresion relativa de la proteina elF3f de las poblaciones seleccionadas,
las cuales representan células del Paciente A en las fases GO/G1 (P9 en el gréfico), S (P10) y
G2/M (R4). La tabla muestra promedios de la intensidad de FITC (FL1-A) en relacion a las
poblaciones celulares de las fases del ciclo celular.

5. CONCLUSIONES

El perfil de expresion bifasico de elF3f se conserva en células B leucémicas, encontrandosé un
primer pico maximo de intensidad en la transicion de G1/S y un segundo en la transicién de G2/M.
lo que concuerda con lo encontrado en otras lineas celulares cancerosas (A549, HepG2 y Ramos).
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RESUMEN

Las cumarinas son compuestos quimicos organicos pertenecientes a la familia de las
benzopironas, las cuales han mostrado evidencias de muchas actividades biolégicas que estan
aprobadas para algunos usos médicos como productos farmacéuticos. La actividad registrada de
las cumarinas y de sus derivados es, entre otras, antitumoral, antiarritmicos, antiinflamatorios,
antisépticos, analgésicos (alivio del dolor) y contra la hipertension, la osteoporosis y el VIH.
También se usan en tratamientos contra el asma y han sido empleadas contra el linfedema. Las
cumarinas puras reaccionan fotoquimicamente a través del doble enlace C-C del anilllo del grupo
pirano, la razén es la cercania en el estado sélido de las estructuras de las cumarinas que
interacciona de forma intermolecular, al recibir la radiaciéon uv-vis dos cumarinas se dimerizan para
formar un ciclobutano con los respectivos grupos de la cumarina restantes en sus estructura. En
este estudio cristalografico se describen las diferentes interacciones intermoleculares del
fotodimero de la cumarina en cuestion en el arreglo cristalino, observandose que existen
interacciones intermoleculares C=0...Br entre los fotodimeros para formar cintas
supramoleculares, también se observan la presencia de las interacciones intermoleculares del
grupo carbonilo con los hidrégenos del sistema aromatico para dar interacciones del tipo C-
H...O=C.

1. INTRODUCCION

La cumarina es un compuesto quimico organico perteneciente a la familia de las benzopironas,
cuyo nombre seguln la IUPAC es 2H-cromen-2-ona. En su estado normal (estdndar) se caracteriza
por una estructura cristalina e incolora. A este esqueleto se le pueden adicionar diferentes residuos
formando la familia de las cumarinas. Las cumarinas se consideran un grupo de metabolitos
secundarios de las plantas. Etimolégicamente, «cumarina» deriva de la palabra francesa
coumarou, utilizada para referirse al haba de Tonka. Se encuentra de forma natural en gran
variedad de plantas, y en alta concentracion en el Haba de Tonka (Dipteryx odorata), grama de olor
(Anthoxanthum odoratum), asperula olorosa (Galium odoratum), gordolobo (Verbascum spp.),
hierba de bufalo (Hierochloe odorata), canela de Cassia (Cinnamomum aromaticum), trébol de olor
(Melilotus ssp.) y Panicum clandestinum.

Aunque la cumarina en si no tiene propiedades anticoagulantes, ésta se transforma por accion de
gran variedad de hongos en el anticoagulante natural dicumarol. Esto ocurre como resultado de la
produccion de la 4-hidroxicumarina, ademas (en presencia de formaldehido de origen natural) da
lugar al dicumarol, un producto de fermentacion y micotoxinas. Esta sustancia fue responsable de
la enfermedad hemorragica conocida histéricamente como “"enfermedad del trébol dulce" del
ganado que se alimenta de este forraje. A raiz del estudio de esta enfermedad se han podido
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sintetizar gran variedad de agentes anticoagulantes, similares al dicumarol, como por ejemplo la
warfarina.

La cumarina tiene valor clinico en si misma, como modificador de edemas. Se sabe que las
benzopironas cumarinicas como la 5,6 benzopirona, benzopirona 1,2, diosmina estimulan los
macréfagos para degradar el albumen extracelular, lo que permite una reabsorcién mas rapida de
los liquidos edematosos.

2. TEORIA

La fotoquimica es el estudio de las transformaciones quimicas provocadas o catalizadas por la
emision o absorcion de luz visible o radiacion ultravioleta. Una molécula en su estado fundamental
(no excitada) puede absorber un quantum de energia luminica, esto produce una transicion
electrénica y la molécula pasa a un estado de mayor energia o estado excitado. Una molécula
excitada es mas reactiva que una molécula en su estado fundamental.

El fenémeno fotoquimico precisa de fases principales:
1. Recepcion de la energia luminosa
2. Reaccidn quimica propiamente dicha.

Segln se opere con una sustancia Unica 0 con un sistema de varios cuerpos en presencia, se
realizara, bien una descomposicién de la sustancia en sus elementos (fotdlisis), bien una
combinacion de varios cuerpos en uno solo (fotosintesis).

La cristalografia de rayos X es una técnica experimental para el estudio y andlisis de materiales,
basada en el fenédmeno de difraccién de los rayos X por sélidos en estado cristalino.

Los rayos X son difractados por los electrones que rodean los atomos por ser su longitud de onda
del mismo orden de magnitud que el radio atomico. El haz de rayos X emergente tras esta
interaccién contiene informacion sobre la posicidn y tipo de &tomos encontrados en su camino. Los
cristales, gracias a su estructura periddica, dispersan eladsticamente los haces de rayos X en ciertas
direcciones y los amplifican por interferencia constructiva, originando un patrén de difraccién.n. 1
Existen varios tipos de detectores especiales para observar y medir la intensidad y posicién de los
rayos X difractados, y su andlisis posterior por medios matematicos permite obtener una
representacion a escala atdmica de los atomos y moléculas del material estudiado.

Max von Laue realizé los primeros experimentos de cristalografia de rayos X en 1912. Von Laue,
William Henry Bragg y William Lawrence Bragg desarrollaron inicialmente la teoria de difraccién de
cristales, tarea a la que pronto se sumaron otros cientificos. A lo largo del siglo XX tuvieron lugar
varios avances teéricos y técnicos, como la aparicion de los superordenadores y el uso de
sincrotrones para la producciéon de rayos X, que incrementaron la capacidad del método para
determinar las propiedades estructurales de todo tipo de moléculas: sales, materiales inorganicos
complejos, proteinas y hasta componentes celulares como los ribosomas. Es posible trabajar con
monocristales o con polvo microcristalino, consiguiéndose diferentes datos en ambos casos: para
las aplicaciones que requieren solo una caracterizacion precisa de los parametros de la red
cristalina, puede ser suficiente la difraccion de rayos X por polvo; para una dilucidacion precisa de
las posiciones atémicas es preferible trabajar con monocristales.

Dada la relacién existente entre la estructura tridimensional de las moléculas y sus propiedades
quimicas y fisicas, la cristalografia ha contribuido al avance en varias disciplinas cientificas como la
quimica, la biologia molecular, la geologia, la fisica aplicada y la ciencia de materiales. La amplia
disponibilidad de tubos de rayos X, complementada con el desarrollo de fuentes de rayos X de alta
intensidad ha aumentado significativamente su impacto en estos campos de investigacion asi
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como en areas con aplicaciones industriales, como el desarrollo de farmacos y la mineralogia
aplicada. La mayor limitacion de este método es la necesidad de trabajar con sistemas cristalinos,
por lo que no es aplicable a disoluciones, a sistemas bioldgicos in vivo, a sistemas amorfos o a
gases. En algunos casos, los rayos X pueden romper los enlaces quimicos que mantienen la
integridad estructural, lo que resulta en un modelo distorsionado de la molécula estudiada. Este
problema afecta especialmente a los materiales de interés biologico.

3. PARTE EXPERIMENTAL.

Los cristales de los compuestos de interés se analizaron en un Difractometro de difraccion de rayos
X- Apex Il con CCCD Area Dectector marca Bruker a temperatura ambiente empleando
primeramente el mejor cristal y montado en fibra de vidrio con resina epoxica a la cabeza del
goniémetro, estos cristales de alignearon de forma 6ptica empleando camaras fotograficas. Se
buscaron primeramente la celda unitaria empleando el programa APEX y luego ajustada la celda y
sistema cristalino se realiz6 la coleccion de datos correspondientes para cada cristales, la
Reduccion de datos se realiz6 por meio del programa SAINT, La solucién de la estructura se
realiz6 por métodos directos empleando SHELTXL y el refinamiento de la estructura se realiz6 por
SHELXTL. Las distancias C-H tanto de metilo, metino y aromatico se fijaron de acuerdo al sistema
rigido tomado com base la hibridacién de los &tomos de carbono. Tablas y dibujos se realizaron por
medio del programa PLATON y Mercury.

4. RESULTADOS

El compuesto de interés cristaliza en un sistema monoclinico P, cuyas constantes de celda son
a=10.9127(6)A,b=11.5343(7) A, c=11.5543(8) A, a=90°,=103.053(2) °, y=90°, con grupo espacial
P 2,/n con una molécula definida en la unidad asimétrica y dos moléculas en la celda unitaria. Ver
tabla 1.

La figura 1 muestra un diagrama ORTEP de la estructura molecular del fotodimero de interés, se
puede ver con claridad la formacién del anillo ciclobutano del proceso de dimerizaciéon. Todas las
distancias C-C aromético, C=0, C-O, C-Br estdn en concordancias con estructuras similares
reportadas, ver tabla 2

En un analisis de las interacciones intermoleculares de las moléculas del fotodimero en la red
cristalina, se observa una interaccién del Br5 con el O14 de uno de los carbonilos de los grupos
acilo C5-Br....014=C14 3.269A, 158.3° que mantienen unidos en un liston supramolecular a lo
largo del eje a. Esta interaccién se aprecia en la figura 2.

Existe una interaccién adicional entre el carbonilo C11=011 y un hidrogeno del anillo aromatico del
tipo C6-H6...011=C11 2.335 A, 167.4°.
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Compuesto
formula

M (g mol™)
Crystal system
Space group
a(A)

b (A)

c (A)

a(®)

B (°)

v (°)

Vv (A%

Z -
Pcalcd. (g Cm-s)
M (mm™)

F (0,0,0)
Crystal size (mm)
Temp. (K)

0 range (°)

Reflections collected

Tabla 1.

Independent reflections
Data/restraints/parameters

Goof
R (int)

Final R indices [I > 20(l)], R "WR ?

Largest diff. peak/hole (eA)

CisH13N;1 O,
252.0
Monoclinico
P 24/n
10.9127 (6)
11.5343 (10)
11.5543 (8)
90
115.320(2)
90
1416.77(7)
4

1.40

0.088

252.0

0.20 x 0.20 x 0.10
100 (2)
2.3-25.4
10315

2588
2588/0/175
1.139

0.030
0.067/0.156
1.135/-0.903

Figura 1-diagarma Ortep del fotodimero
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Figura 2. Formacion del cinton supramolecular del fotodimero

Angulos de enlace para el fotodimero

C(8) - 0(8) - C(17) 119.9(4) | O(8) - C(8) - C(3) 114.4(4)
C(11) - 0(12) - C(13) 115.9(4) | 0(8) - C(8) - C(7) 125.2(5)
C(14) - O(15) - C(16) 116.9(5) | C(3) - C(8) - C(7) 120.4(4)
c(2) - c(1) - c(11) 112.0(4) | O(11)- C(11) - 0(12) 127.0(4)
c(2) - c(1) - c(14) 119.1(4) | 0(11) - C(11) - C(1) 124.2(5)
C(2) - C(1) - C(2)a 90.7(3) | 0(12)-C(11) - C(1) 108.8(4)
C(11) - C(1) - C(14) 104.5(4) | 0(14)-C(14) -O(15) 125.0(5)
C(11) - C(1) - C(2)a 119.4(4) | 0(14) - C(14) - C(1) 125.6(5)
c(14) - (1) - C(2)a 111.8(4) | O(15)-C(14) - C(1) 109.4(4)
c(1) - c(2) - c(3) 123.5(4) | O(8) - C(8) - C(3) 114.4(4)
C(1) - C(2) - C(1)a 89.3(3)
C(3) - C(2) - C(1)a 121.3(4)
c(2) - C(3) - C(4) 120.2(4)
C(2) - C(3) - C(8) 121.8(4)
C(4) - C(3) - C(8) 118.0(4)
C(3) - C(4) - C(5) 121.3(5)
Br(5) - C(5) - C(4) 120.0(4)
Br(5) - C(5) - C(6) 118.4(4)
C(4) - C(5) - C(6) 121.6(5)
C(5) - C(6) - C(7) 117.5(6)
c(6) - C(7) - C(8) 121.3(6)

TABLA 2:
Distancias de
enlace para el
fotodimero

Br(5) - C(5) 1.906(6)
0(8) - C(8) 1.347(6)
0(8) - C(17) | 1.417(8)
0(11) - C(11) | 1.191(6)
0(12) - C(11) | 1.327(6)
0(12) - C(13) | 1.463(7)
0(14) - C(14) | 1.187(6)
0(15) - C(14) | 1.331(6)
0(15) - C(16) | 1.450(8)
c(1) - c(2) 1.568(6)
C(1) - c(11) | 1.540(7)
C(1) - C(14) | 1.541(7)
c(1) - c(2)a 1.559(6)
c(2) - c(3) 1.506(6)
c(3) - C(4) 1.375(6)
c(3) - C(8) 1.403(7)
C(4) - C(5) 1.366(8)
c(5) - C(6) 1.387(9)
c(6) - C(7) 1.389(8)
c(7) - c(8) 1.376(8)
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5. CONCLUSIONES

El fotodimero analizado presenta interacciones intermoleculares entre las moléculas a través de los
atomos de bromo con los oxigenos de los carbonilos, del tipo C=0...Br, que mantiene unido un
liston supramolecular que se prolonga a lo largo del eje a.

Existe ademas una interaccion adicional de los oxigenos de los carbonilos con uno de los
hidrégenos del anillo aromatico del tipo C-H...0O=C.

Estas dos interacciones en conjunto son las causantes de mantener el enrejado cristalino del
sdlido.

Los autores agradecen a la SIP-IPN por apoyo economico al proyecto 20150280.
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DETERMINACION DE METALES EN VINO DE MESA
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RESUMEN

El vino es conocido por sus diferentes efectos beneficios para la salud de quienes lo consumen, la
composicién de los vinos esta influenciada por multiples factores dependientes de influencias como
el area especifica de produccion, tipo de uva, suelo, clima, modo de cultivo, elaboracion, transporte
y almacenamiento. Los iones son los mejores descriptores para diferenciar entre vinos similares o
procedentes de diferentes puntos de una regién o del mundo. Por esta razén podemos intuir que
encontraremos presentes a ciertos metales: como hierro (Fe), zinc (Zn), magnesio (Mg),en este
estudio se han cuantificado las concentraciones de dichos iones , ademéas de las propiedades
fisicoquimicas de estos, para este trabajo se emplearon vinos procedentes de dos regiones de
México para asi realizar una comparacion con un vino de origen chileno,asi para evualar las
concentraciones de los iones ya mencionados y distintos elementos pueden estar presentes en los
vinos. Los niveles obtenidos se encuentran en los valores establecidos por la NOM-159-SCFI-2004
y NOM-142-SSA1-1995 vigentes en nuestro.

Palabras clave: vino, andlisis, espectroscopia, muestra, metales.

Wine is known for its different effects health benefits of those who consume the composition of wine
is influenced by multiple dependent factors influences such as specific production area, type of
grape, soil, climate, mode of cultivation, processing , transport and storage. lons are the best
descriptors to differentiate between similar or from different parts of a region or the world wines. For
this reason we can guess that find present certain metals such as iron (Fe), zinc (Zn), magnesium
(Mg) in this study were quantified the concentrations of these ions, in addition to the
physicochemical properties of these, for this work wines from two regions of Mexico were used to
also make a comparison with a wine of Chilean origin, so to evualar concentrations of ions
aforementioned and other elements may be present in the wines. The levels obtained are in the
values established by NOM-159-SCFI-2004 and NOM-142-SSA1-1995 force in our country.

KeyWords: Wine, analysis, spectroscopy, sample, metals

1. INTRODUCCION

El andlisis los vinos es de sumo interés para viticultores, bromatélogos, vinateros quienes deben
conocer la composicion de la vid y la medida en que se afectan por las alteraciones producidas por
factores externos, conviene conocer bien el tipo de uva, las condiciones del vifiedo, factores
climatoldgicos, grado de madurez de la uva, y los diversos procedimientos de elaboracién del vino
y cuantos factores hayan podido influir sobre la composicion de este.se debe conocer lo suficiente
para determinar, a partir de los resultados analiticos la calidad de un vino y descubrir falsificaciones
o adiciones a este de otras sustancias no permitidas por la ley, la dilucién del vino; es uno de los
productos mas cuidadosos en su elaboracién por parte de los vinateros y uno de los productos con
mayor demanda.
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Antecedentes

En1879 en Alemania se cred un estatuto de control de analisis de todos los productos nutritivos
contenidos en el vino, en 1892 se decretd la “ley de comercio del vino, trafico de bebida derivadas
del vino y de todo tipo de productos alcohdlicos”. En 1909 comenzd la primera “Ley vinicola”
propiamente dicha (RGBL. 1909). El cumplimiento de las mencionadas leyes condujo a la
unificacién de las técnicas analiticas, lo que exigid perfeccionar los métodos existentes a fin de
facilitar el descubrimiento de cualquier falsificacion de vino, posteriormente en1896 en Alemania se
promulga la “ley de analisis” quimicos del vino, 1920 se publicé por segunda vez este mismo
decreto en el boletin Oficial de la Republica Federal alemana,5 de mayo de 1960, numero 86 de la
gaceta oficial, aparece dicho decreto-ley en su forma mas reciente donde se adjuntan los
progresos de la quimica moderna, se refiere a los procedimientos autorizados para la elaboracion
de vinos y ordena los andlisis obligatorios de este, bebidas alcohdlicas y similares las cuales
contenga jugo de fruta (“Allgemeine Verwaltungsvorschrift”).

2. METODOLOGIA

Las pruebas de mosto se realizan antes de iniciar la fermentacién. Antes de que este comience a
fermentar, conviene agregar a cada una de las muestras de 0.5 -1 mL de formalina (solucién de
formaldehido al 40 %) a fin de evitar el comienzo de la fermentacién (no debe agregarse meta
bisulfito potasico). Si el mosto se halla en plena fermentacion; se analiza el vino nuevo después de
eliminar el anhidrido carbdnico mediante agitacion intensa. Es importante que cada muestra vaya
conveniente etiquetada, indicando el origen (marca), tipo de la uva, botella y cantidad de

3. MATERIALES Y METODOS

Variables Evaluadas

La materia prima utilizada fue vino tipo Cabernet Savignon, de la marca Domec perteneciente al
municipio de San Luis de la Paz, Guanajuato. Segundo perteneciente a la marca la Cetto
procedente de procedencia chilena, y el tercero perteneciente a la marca concha y toro los cuales
fueron evaluados por las siguientes variables

pH

La medicion se realiza con un potenciometro (ph-metro) calibrado a pH=7 y pH=4. Se toma una
alicuota de 20 mL de vino en un vaso de precipitados Yy se realiza la medicion por triplicado. La
media de los valores obtenidos sera el valor final de pH.

Determinacion de la densidad del mosto

La densidad del mosto indica la calidad del jugo de uva, normalmente se emplea para su
determinaciéon en una pesa mostos de vidrio (Ochsle)también se puede emplear un refractémetro
para dicha medicién, también empleando un picnémetro este nos permite determinar la densidad
del vino es decir su peso especifico para utilizarlo debemos pesarlo limpio, vacio, seco, se llena
con agua destilada una vez lleno debe cerrarse y colocarse a bafio maria, a 20 °C para que la
temperatura del picnémetro y el agua se equilibren pasados 20 minutos se retira del bafio maria y
se seca. El nivel del agua destilada formara un menisco en el cuello del picnémetro,
posteriormente lleno de agua debe pesarse tres veces; el valor promediando de los tres resultados
serd nuestro resultado final.

Medicién de la densidad del vino: Se pesa el picndmetro vacio y se anota el peso y posteriormente

se le coloca el vino hasta llenar evitando que se derrame, se vuelve a pesar el picndmetro lleno
tres veces; y se calcula la densidad mediante la siguiente formula.
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(Foérmula 1) La densidad, “d”, se calcula por la férmula:
d=(c-a)/(b-a)

Donde a= el peso del picnémetro vacio

b= el peso del picnometro lleno de agua hasta el enrase

c=el peso del picnémetro lleno de vino hasta el enrase.

Después de haber sido utilizado durante cierto tiempo debe volver a determinarse el peso del
picnometro, vacio y lleno de agua.

Determinacion del % alcohol

Se debe calibrar el refractémetro con agua destilada después con alcohol debido a la solucién que
en este caso el vino contiene una N cantidad de alcohol, se realizan disoluciones de etanol-agua
para realizar la curva de calibracion correspondiente al alcohol y se miden los grados Brix y los
indices de refraccion. Después de realizar la curva de calibracion se mide el indice de refraccion y
los grados Brix de cada una de las muestras los valores obtenidos se interpolan en la curva de
calibracion obtenida para saber el N% de alcohol contenido en cada muestra. Esta medicién se
realiza por triplicado. También se toma la temperatura.

Determinacion de la acidez titulable

La determinacién de la acidez se lleva a cabo tomando cierta cantidad del vino y afiadiendo una
solucién de hidroxido potasico o hidréxido de sodio suficiente para neutralizar la acides propia del
vino la cantidad volumétrica empleada nos permite calcular la acidez titulable todos los vinos
contiene diversas clases de 4cidos con distintos pesos moleculares, por lo que se ha convenido en
expresar la acidez total de los vinos de uva u de fruta en términos de acido tartarico, la acidez total
expresa en términos del &cido tartarico. La determinacion de cada uno de los diversos acidos
contenidos en los vinos, es un proceso sumamente complejo y lento, carente de interese en las
bodegas vivificadoras.

La determinacion de la acidez total de un vino se realiza tomando 25 mL de vino el cual se calienta
a 50 °C con agitacion constante a continuacién se va adiciona NaOH 0.33 N , hasta que vire es
decir cambie su color (punto de neutralizacion se manifiesta al oscurecer del vino y por el olor,
debemos eliminar el anhidrido carbénico calentandolo y con agitacion constante). La cantidad
consumida de NaOH expresada en mL es directamente proporcional con la cantidad de acides del
vino (g/L). También en otros casos se puede determinar las cantidades de &cido mélico, lactico,
citrico, acético y tartarico contenido.

Determinacion de los azucares

La determinacion de azucares se realiza por medio de un refractobmetro de la misma manera que
como se determina el % de alcohol y solo se calibra el refractbmetro con agua. La curva de
calibracion se realiza con disoluciones de agua-sacarosa midiendo los grados Brix y el indice de
refraccion. Después de realizar la curva de calibracién se mide el indice de refraccion y los grados
Brix de cada una de las muestras de vino los valores obtenidos se interpolan en la curva de
calibracion obtenida para saber los azucares contenidos en cada muestra. La determinacion se
realiza por triplicado. NOTA: En cada determinacion se debe anotar la temperatura.

Determinacion de acido tartarico
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El acido tartarico representa la acidez madura de un vino joven y, teniendo en cuenta que no sufre
la descomposicién de los acidos que tienen lugar en el vino, conviene determinar la cantidad de
acido tartarico contenida en un vino joven, cuya acidez total esta constituida fundamentalmente por
acido malico y en menor cantidad por acido tartarico. La determinacion del acido tartarico permite
deducir la cantidad exacta del mismo contenida en el vino y constituye un criterio para apreciar la
calidad del vino.

La determinacién cuantitativa del &cido tartarico se lleva a cabo agregando al vino cloruro
potasico, acido acético, acetato potasico: de esta manera se transforma el acido tartarico en
tartrato de potasio:

(Férmula 2) H, . C4H,O6 + KCl — KH. C4H4OG + HCI
Acido Cloruro Tartrato de Acido
tartarico potasico potasio clorhidrico

HCI + CH;COOK — KCI + CHz COOH
Acido Acetato Cloruro  Acido acético clorhidrico potasico potasico

El tartrato de potasio formado durante este proceso precipita al agregar alcohol; seguidamente
debe procederse a su filtracion y titulacion.

Se emplean 100 ml de vino en un vaso de precipitados que contiene ya 2 ml de acido acético
glacial, se agrega 1 ml de acetato potasico al 20% y 15 g de cloruro potasico. Se agita y se
agregan 21 ml de alcohol (96%), se apreciara la cristalizacion del tartrato potasico. A partir del
momento en que se inicia, posteriormente se debe refrigerar durante 15 horas posteriormente se
filtra para separar y eliminar los cristales de tartrato potasico. El precipitado se lava con una
solucién de 15 g de cloruro potasico disuelto con 100 ml de agua con 20 ml de alcohol de 96%
(vol.) se vierte sobre papel filtro, esta operacion se repite dos veces, a continuacion, se lavan el
precipitado y el filtro con la solucién de lavado en cantidades minimas, de modo que el total del
liquido utilizado para el lavado del vaso, los cristales y el filtro no exceda de 20 ml. El precipitado
recogido en el filtro se disuelve con agua des ionizada y se calienta hasta el punto de ebullicién se
recoge el liquido en el vaso. La disolucion obtenida de esta se titula con NaOH 0.25 N, usando
como indicador azul de bromotimol.

Célculos: Si se ha empleado para la titulaciéon sosa 0.25 N; en 1 litro de vino debera haber la
siguiente cantidad de &cido tartarico:

X=0.375 * (a + 0.6) g de &cido tartarico

Esta férmula introduce un factor de correccibn para compensar la cantidad de tartrato que
permanecio6 disuelto en el filtrado inicial y durante los lavados. Este factor esta representado por los
0.6 ml de sosa 0.25 N que se afiaden al titulo, determinado experimentalmente.

Determinacién de metales por absorcion atémica

Las determinaciones analiticas de los iones se realizaron mediante espectroscopia de absorcion
atomica de llama, con un espectrometro VARIAN Spectra AA. Las determinaciones se han
realizado por triplicado, reactivos son disoluciones de los estandares de 0.5, 1, 1.5, 2 ppm de Fe,
Zn, Mg, a partir de las soluciones patrén de 1000 ppm. Se calibra con cada uno de los estandares
y se revisa la lectura de la absorbancia de cada uno de estos para realizar las curvas de
calibracion.

Terminada la curva de calibracién se realiza la medicion de las muestras de vino.
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Se calcula la concentracion de cada una interpolando en la curva de calibracion para poder
determinar la concentracién de iones presentes.

Andlisis estadistico

Cada muestra se considera como un vector con los valores de Fe, Zn, Mg. A fin de evitar la
influencia de las magnitudes de las medidas se realizé un pretratamiento de los datos (auto-
escalado) al valor medio de cero y varianza de la unidad. Las técnicas de reconocimiento de
pautas aplicadas han sido: analisis de componentes principales, analisis discriminante lineal. Todo
el estudio estadistico se ha llevado a cabo con el paquete estadistico STATGRAPHICS Plus 4.0
(Tabla 1)

Elemento | Técnica | Llama Lampara | A Slit Dilucién | Intervalo de trabajo
(hm) | (nm) (ppm)

Fe EEA Aire/Acetileno | 5 2483 | 0.2 20/25 0.5-2.0

Zn EEA Aire/Acetileno | 5 2139 | 10 20/25 0.5-2.0

Mg EEA Aire/Acetileno | 4 285.2 | 05 1/25 0.5-2.0

Tabla 1: Calibracion de AA

Presencia de metales

Se realizaron tres pruebas para saber si estaban presentes los iones a evaluar en las muestras de
vino:

1.- Titulacién complejo métrica la cual nos dio como resultado (+) a la presencia de iones en las
muestras.

2.- UV-Vis para identificar picos de absorcién representativos para cada ion (figura 1) que
estuviere presente en las muestras. Se hizo un segundo barrido ahora con soluciones de cloruro
férrico (FeCl) para comprobar si el metal que se tenia presente era hierro (Figura 2)

3.- Espectro de infrarrojo para concluir que los picos que nos muestra el figura 3 en
aproximadamente 550 cm-1 correspondian a hierro se comprobé esto con infrarrojo realizado a la
solucién de FeCl.

Como se muestra en los espectros existe la presencia de iones de Fe correspondiente a
determinar, es decir, se pudo comprobar que el hierro esta presenta en el vino en mayor cantidad,
con estas pruebas solo se determinan si estan o no presentes los metales de forma cualitativa no
cuantitativa.
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Figura 3 Espectro UV-Vis de FeCl

Los iones evaluados fueron Fe, Zn, y Mg se determinaron por absorcion atomica de flama los
resultados obtenidos se presentan en las siguientes figuras para cada uno de los iones se realizo
una curva de calibraciones correspondientes. Los resultados para Fe 0.1 ppm (figurad), Zn (20-
27) (Figura 5), Mg (0.1 )(Figura 6) /, como extra en nuestras determinaciones no encontramos la
presencia de Pb. Las concentracion de Zn no varia con respecto a las reportadas en la
bibliografia de 1.5 ppm. En cuanto a Fe y Mg las normas oficiales no reportan valores maximos
permisibles.
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4. CONCLUSIONES

El pH se encuentra entre 2.9 y 4.2, que se considera normal, empleando la NOM 142-
SSAA1/SCFI-2014. Aplicable a bebidas alcohdlicas, especificaciones y métodos de prueba para la
determinacion y presencia de acidos como, tartarico, malico, lactico, citrico, acético, donde se
comprueba que los valores son normales y ademas la composicion también confirma la presencia
de iones metalicos que son Fe, Zn y Mg. en concentraciones aceptadas para bebidas alcohdlicas,
por lo tanto Los niveles obtenidos para otros iones son bajos(no son permisibles en el limite de
deteccion de la técnica empleada) bajos, no superando en ningln caso los limites maximos
permitidos por la legislacion vigente aplicable en nuestro pais (NOM-142-SSA1-1995 y NOM-159-
SCFI-2004) para cada uno de dichos agentes
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MICROORGANISMOS CULTIVABLES AISLADOS DEL AIRE, EN LA CIUDAD DE PUEBLA'Y
MODELADO MATEMATICO DEL TRANSPORTE AEROBIOLOGICO
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1 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

RESUMEN

La contaminacion del aire que respiramos tanto en areas urbanas como rurales tiene diferentes
clases de particulas y microorganismos que son causa de enfermedades respiratorias, alérgicas y
gastrointestinales, generando un problema de salud publica a nivel mundial. Como indicadores de
contaminacion atmosférica, se utilizan contaminantes criterios como el Material Particulado (PM),
pero los verdaderos responsables de las infecciones son los microorganismos asociados a él
(bioaerosoles). EI comportamiento aerodindmico que presentan estas particulas esta condicionado
a sus propiedades fisicas (forma, tamafio y densidad) y condiciones medioambientales (corrientes
de aire, humedad y temperatura). En este trabajo se aislaron microorganismos cultivables
presentes en el aire, en zonas de alta concentracion vehicular y densidad poblacional ubicadas en
diferentes zonas de la Ciudad de Puebla, por el método de sedimentaciéon en placa, obteniendo
como resultado una coleccién de 1020 cepas bacterianas (conservadas para posteriores estudios),
ademas de la identificacion de 18 géneros de hongos. Se selecciondé un modelo matematico que
permitiera determinar el desplazamiento aerobiolégico probable de los microorganismos, que en
las zonas urbanas se encuentra asociado a diversas fuentes antropogénicas como el flujo
vehicular, contaminacion del suelo, etc., que aunado a la velocidad y direccién del viento facilita la
introduccién de particulas a la atmosfera a diferentes alturas. Los resultados obtenidos han
permitido obtener una estimacion del grado de contaminacién del aire en la ciudad de Puebla,
siendo informacién clave para conocer tanto los factores de riesgo ambiental, los riesgos de
exposicién de la poblacion y los efectos en la salud humana. Esta informaciéon podria servir de
apoyo en el disefio de politicas preventivas y correctivas para estos factores.

1. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental en la Ciudad de Puebla, es un problema que se ha incrementado en
los dltimos afios, debido principalmente al incremento poblacional, el flujo vehicular y al
correspondiente aumento de su radio urbano. El desarrollo de la actividad productiva e industrial ha
impactado fuertemente en los cambios fisicos y biol6gicos del medio ambiente urbano; en
consecuencia, la contaminacion atmosférica en la Ciudad de Puebla se presenta como uno de los
problemas ambientales mas relevantes por sus efectos negativos en la calidad de vida de las
personas, afectando la salud y el bienestar general de la poblacién expuesta. Las investigaciones
relacionadas con la calidad de aire y su impacto en la salud de la poblacién y el cambio climéatico
han sido orientadas principalmente a la caracterizacion particulas abidticas, dando lugar a
establecer politicas de prevencion y control a través de acciones que garanticen el cumplimiento de
las Normas Oficiales Mexicanas, de manera coordinada entre gobierno y sociedad, de esta forma,
el Gobierno del Estado de Puebla, a través de la Secretaria de Sustentabilidad Ambiental y
Ordenamiento Territorial, en coordinacion con la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales del Gobierno Federal SEMARNAT, elaboraron el Programa de Gestion de la Calidad del
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Aire para el periodo 2012 — 2020 (proAire), el cual establece las lineas de accion que garantizan el
mejoramiento de la calidad del aire que respiramos. Sin embargo, el aire ademas de particulas
abidticas, contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos que se han adaptado a
estas condiciones ambientales, lo que ha favorecido su dispersion y supervivencia en la atmésfera,
por lo que la proliferaciéon de enfermedades causada por este tipo de microorganismos patdégenos
oportunistas dispersos por el aire y el fendbmeno de multirresistencia a diferentes antibiéticos,
antisépticos y desinfectantes constituye una amenaza sanitaria para los seres vivos.

2. TEORIA

Las evidencias del impacto del cambio climatico sobre la salud son cada dia mas consistentes
(Banco Mundial, 2010; Patz et al., 2000), las temperaturas extremas (calor y frio) estan asociadas
con aumentos de morbi-mortalidad general, en la mayoria de los casos por enfermedades
cardiovasculares y respiratorias (Martinez et al., 2004). Un estudio realizado en la ciudad de
Marsella revelé que el nimero de bacterias se incrementaba con la temperatura y la velocidad del
viento; la identificacion de las bacterias mostrd que la localizacion geogréfica tenia influencia
cualitativa y cuantitativa sobre la biota del aire, observandose un incremento global de los
microorganismos, sobre todo en el area urbana (Di Giorgio et al., 1996). La contaminacién del aire
en é&reas urbanas y metropolis, es causa de enfermedades respiratorias en la poblacion mas
vulnerable. Es comun que se usen como indicadores de contaminacion, contaminantes criterio
como: material particulado (PM10, PM2.5), pero los verdaderos responsables de las enfermedades
e infecciones son los microorganismos asociados a él, que son conocidos con el nombre de
bioaerosoles (Cox y Whathes, 1995). La contaminacién del aire ha sido también un campo de
estudio, por su relacion con el aumento de pacientes ambulatorios debido a enfermedades
respiratorias y a la mortalidad diaria (CEPIS/OPS, 2011). Histéricamente los residuos generados
por las actividades humanas se han descargado al ambiente con la idea errébnea de que tarde o
temprano se degradaran o desapareceran. El resultado es que actualmente las huellas de la
actividad humana son evidentes en practicamente cualquier lugar, incluso en aquellos que se
encuentran alejados de los sitios donde se generan esos residuos. Un buen ejemplo de problemas
ambientales que tienen implicaciones tanto locales como globales son los atmosféricos, de los
cuales, los mas importantes, por sus efectos sobre la salud de la poblaciéon y los ecosistemas
naturales, son la disminucion de la calidad del aire, el fendbmeno de cambio climatico global y la
reduccion del espesor de la capa de ozono estratosférico. La gestién de la calidad del aire requiere
informacion de diversos tipos, destacando la que se refiere a la identificacion de los principales
generadores de emisiones, del volumen y composicion de éstas, asi como de la concentracién de
los contaminantes en la atmdsfera (SEMARNAT (b), 2012). La supervivencia, reproduccion y
dispersion de los microorganismos en el aire, dependen en gran medida de la temperatura,
humedad relativa, velocidad del viento, luz, fuentes de alimento, etc. Actualmente la American
Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) menciona que no es posible establecer
criterios numéricos para la valoracion de contaminantes debido a que los datos epidemiol6gicos
gue existen son insuficientes para describir las relaciones exposicidén-respuesta (ACGIH, 2005); por
lo que la informacion recopilada en este trabajo sobre la calidad microbioldgica ambiental, las
caracteristicas del entorno y las posibles alteraciones a la salud, puede contribuir para establecer
guias que faciliten la evaluacion de la exposicién a dichos contaminantes. El presente estudio se
realizé en el periodo 2012-2013 en la zona urbana de la Ciudad de Puebla, obteniendo datos
experimentales acerca de la carga microbioldgica del aire en diferentes puntos de la ciudad, a
partir de estos resultados y por medio de un modelo matematico se ha podido establecer la
probable carga de contaminantes bioldgicos que se esta generando en los sitios muestreados para
las temporadas 2014-2016, considerando para ello la actividad antrépogénica y las condiciones
climatolégicas en las diferentes etapas de cada afio.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Se divide en tres etapas:

TOMA DE MUESTRA. Inicialmente se realizan dos tomas de muestra del aire (mafiana y tarde) en
diferentes zonas del area urbana de la Ciudad de Puebla, por el método de Sedimentacion en
placa, utilizando medios selectivos para hongos y bacterias, con un tiempo de exposicion de 15 a
20 min a una altura promedio de 1.75 m. En el momento de la toma de muestra se consideran
diferentes factores que podrian incrementar o disminuir la presencia de carga microbiana en el
ambiente como temperatura, humedad relativa, velocidad del viento, precipitacién pluvial y
observaciones del entorno como flujo vehicular, densidad poblacional y actividades
antropogénicas.

IDENTIFICACION FENOTIPICA. Después de incubar las muestras de 18-24 h, se observan las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los microorganismos cultivables (hongos vy
bacterias), se realiza el conteo de colonias por placa y se procede al aislamiento e identificacion
fenotipica de las cepas cultivables y se conservan en ultracongelacion.

MODELADO MATEMATICO. Para determinar la concentracion de microorganismos aislados en
Unidades Formadoras de Colonias por metro cubico (UFC/ms) se utilizé la ecuaciéon de Omeliansky
(Omeliansky, 1940)

N = 5a x 104 (bt)-1

Donde:

N = Unidades Formadoras de Colonias por metro cubico (CFU/ms).

a = Numero de colonias contadas por caja Petri

b = Area de la placa en cm2

t = Tiempo de exposiciéon en min

Para determinar el flujo de emisién de los microorganismos (Q), a dos metros de distancia en los
ejes x, Yy, z, considerando una fuente puntual continua de emision a una altura He de 1.75 m (area
respirable) se utilizé la siguiente ecuacion (Gallego et al., 2012):

N(xy.z2)=Q2nucysz|€exp|— y220y2]| [eXP|—(z—He)22022]|+exXP[—(z—He)22022] |

Donde:

N = Concentracién del contaminante en un punto dado (UFC/ms)

X, Y, z = Coordenadas en metros, siendo x la direccion del viento. El origen de las coordenadas.

Q = Flujo de emision (UFC/s)

ox, oy, oz = Desviaciones tipicas de la distribucion de microorganismos segun los tres ejes
(longitudinal (y), transversal (z) y vertical (x)) (m)

u = Velocidad del viento (m/s)
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4. RESULTADOS

Temporada 2012-2013, se determinaron algunos géneros de hongos y bacterias cultivables (Tabla
1), ademés de obtener datos experimentales de la concentracion promedio de hongos y bacterias
en UFC/ms (N) en cada zona muestreada, lo que permitié calcular el flujo promedio de emisién de
los microorganismos (Q), en cada punto de la zona urbana de la Ciudad de Puebla (Figura 1).

FLUJO PROMEDID DE EMISION DE HONGOS {2} EN UFC -1 DE LA ZOMA
UREANA DE LA CIUDAD DE PUEELA, PERIDDO 2012-2013 FLUJO PROMEDIC DE EMISION DE BACTERIAS (Q) EN UFC =1 DE LA

ZONA URBANA DE LA CIUDAD DE PUEBLA, PERIODO 2012-2013

Figura 1. Flujo Promedio de dispersion en Unidades Formadoras de Colonias por segundo (UFC/s)
(Q), de Hongos y Bacterias en las diferentes zonas muestreadas en la Ciudad de Puebla.
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Para las temporadas 2013-2014 y 2014-2015, se calculé la probable concentracion de hongos y
bacterias en UFC/ms (N) en cada zona del area urbana en la Ciudad de Puebla, a partir del valor
del flujo de emisién de los microorganismos (Q) obtenido en 2012-2013 y las variaciones
climatolégicas para estos afios, reportadas por la estacion meteoroldgica: 766850 (MMPB), 2016.

PROBABILIDAD DE CONCENTRACION DE BACTERIAS (N} EN
UFC m3, PARA EL PERIODO 2013-2014 ¥ 2014-2015

PROBABILIDAD DE CONCENTRACION DE HONGOS (N) EN
UFC m-3, PARA EL PERIODO 2013-2014 y 2014.2015
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Se realizaron diferentes tomas de muestra de dic/2012 a junio/2016 obteniendo como resultado
algunos géneros de hongos y bacterias cultivables (Tabla 2), ademés de obtener datos
experimentales de la concentracion promedio de hongos y bacterias en UFC/m3 (N) en cada zona
muestreada, lo que permitié estimar el un nuevo valor de la probabilidad del flujo de emision de los
microorganismos (Q) en funcion de las caracteristicas climatologicas y ambientales en cada punto
de la zona urbana de la Ciudad de Puebla (Figura 2)

Tabla 2. Géneros de bacterias v hongos cultivables aislados de
muestras de aireen la Ciudad de Puebla, periodo dic/201 5-
Junio/201 6.

BACTERIAS HONGOS
Staphyviccoccus :
Actinomicetfos =i yastet= Alfernaria sp
Bacilliis sp Staphviococcussp Aspeargilfus spo
Coryvrnebacterium Cephalfosporiumm
) =0

Enterococcius sp

hucor sp

nicrococcls s

Faecilomyces s

ycobacteriunm s

RAfzopus sp

FPseudomonas
asruginosa

Sopllaropsis S

Fseudomonas sp

Swvrnocephalastrims
=1

Staphyvlococcus
ALIreLs

Staphyvolococculs
epidermidis
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: FLUJO PROMEDIO DE EMISION DE HONGOS (Q) EN UFC s DE LA ZONA
FLUJO PROMEDIO DE EMISION DE BACTERIAS (Q) EN UFC s-1 DE LA ZONA J ]
URBANA DE LA CIUDAD DE PUEBLA, PERIODO DE dici2015 A jun/2016 URBANA DE LA CIUDAD DE PUEBLA, PERIODO DE cicl2015 A jun/2018N

Figura 2. Flujo Promedio de dispersion en Unidades Formadoras de Colonias por segundo (UFC/s)
(Q), de Hongos y Bacterias en las diferentes zonas muestreadas en la Ciudad de Puebla.

5. CONCLUSIONES

La supervivencia, reproduccioén y dispersion de los microorganismos en el aire, dependen en gran
medida de la temperatura, humedad relativa, velocidad del viento, luz, fuentes de alimento, etc. La
informacién recopilada en este trabajo sobre la calidad microbiolégica ambiental en diferentes
temporadas del afio, las caracteristicas del entorno, las posibles alteraciones a la salud y la
facilidad de monitoreo de la carga microbiolégica en los diferentes puntos de mayor flujo vehicular
y densidad poblacional en la Ciudad de Puebla, pueden contribuir para establecer guias que
faciliten la evaluacion de la exposicién a dichos contaminantes y establecer medidas de prevencion
que mejoren la calidad de vida de la poblacion. Los datos del muestreo realizado en el periodo
2012-2013 en la Ciudad de Puebla, han permitido predecir por medio de un modelo matemético la
probable carga de contaminantes microbiol6gicos que se estd generando en los sitios
muestreados, evitando el gasto que implicaria la toma directa de las muestras del aire en cada
sitio, el desplazamiento de personal especializado, material de laboratorio, etc. Sin embargo valdria
la pena un monitoreo experimental cada cierto periodo de tiempo que permitiera conocer el tipo de
microorganismos presentes y tener una base de datos para saber de manera oportuna y continua
la carga microbiol6gica ambiental y el flujo de dispersiéon de los microorganismos en funcion de los
diferentes pardmetros ya mencionados, lo cual servirian de apoyo para valorar los tiempos de
trabajo en la remodelacion de la zona urbana, la distribucion del trafico vehicular, la mejor
ubicacidn de los sitios de distribucion de alimentos, etc.; que en vinculacidon con especialistas en
cada area, se podrian disminuir en la medida de lo posible los riesgos para la salud humana.
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RESUMEN

Introduccioén: casi afio y medio después del manejo que han dado los gobiernos estatales y federal
a las empresas mineras Buenavista del Cobre, filial del Grupo México y Proyecto Magistral, que
han afectado a las comunidades de Sonora y Durango, el Movimiento el Campo es de Todos
(MCT) demandé al presidente Pefia iniciar una investigacion a fondo sobre los derrames de toxicos
producidos por estas mineras. El MCT, se integra por agrupaciones ambientalistas, campesinas, de
derechos humanos y sociales.

Teoria: el Grupo México (GM) aporté mil millones de pesos para formar el Fideicomiso Rio Sonora
para compensar los dafios generados por el derrame, y en caso de ser necesario, aportaria otros
mil millones. Muchas promesas de las autoridades y el GM tras el derrame, se han incumplido: 1.
Pago de compensaciones a todos los ganaderos y agricultores afectados. 2. Construccion de
plantas tratadoras de agua en los municipios afectados. 3. Construcciéon de la Clinica de
Especialidades para atender las secuelas de salud de todos los afectados en siete municipios:
Arizpe, Ures, Baviacora, San Felipe, Aconchi, Bacanuchi y Huépac.

Metodologia: para constatar la falta de un programa integral de remediacion del rio Sonora v,
basados en la NOM 127-SSA-1994 relativa a salud ambiental y condiciones de agua para uso y
consumo humano, nuestro equipo de investigacion realizd6 mediciones colorimétricas de aluminio y
cobre (este ultimo usando el método de neocuproina, NOM-AA-66-1981) en el agua de 8 pozos a
menos de 500 metros de los rios contaminados.

Conclusiones: 1). El Programa de Remediacion Ambiental aiin no ha sido aprobado por Semarnat.
2). Falta transparencia en la informacion sobre la calidad del agua. 3). Se ha dado prioridad a la
zona que circunda la minera, donde no hay poblacion. 4) Los resultados de cobre y aluminio siguen
superando los valores oficiales permitidos.

1. INTRODUCCION

Casi un afio y medio después del manejo que han dado los gobiernos estatales y federal, a las
empresas mineras Buenavista del Cobre, filial del Grupo México que encabeza German Larrea en
Cananea, y Proyecto Magistral, que han afectado a las comunidades de Sonora y Durango, es
escandalosa la opacidad de las instituciones tras el derrame de 40 mil metros cubicos de cobre
acidulado y siete metales pesados de la mina Buenavista del Cobre (subsidiaria del Grupo México)
a los rios Sonora (190 Km) y Bacanuchi (64 Km) el 6 de agosto de 2014. Se evidencia sin lugar a
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dudas, la fragilidad de cobertura institucional, juridica y normativa, por parte del Estado, la cual
debe acompaiiar a toda gestion, para atender las contingencias sociales y ambientales que afectan
al pais (Pérez, 2014).

2. TEORIA

Tras el derrame de los 40 mil litros el 6 de agosto de 2014, la Procuraduria Federal de Proteccién
al Ambiente (PROFEPA), ordené a la empresa Buenavista del Cobre aplicar un Plan de
Remediacion Total, el cual abarcaria 22 municipios. Los metales pesados téxicos conocidos,
incluyen al mercurio, el plomo, el cadmio y el arsénico; en raras ocasiones el selenio (no metal); a
veces se incluyen otros elementos toxicos mas ligeros como el berilio o el aluminio.

Tras el derrame, la Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (Cofepris), a
través de la seccion de Evidencia y Manejo de Riesgos, dio la orden de monitorear los pozos de
agua ubicados a menos de 500 metros del caudal de los rios contaminados, los cuales abastecen
de agua a 15 localidades, con un total de 24 mil habitantes. Mientras tanto, suspendi6 el
abastecimiento del liquido.

Asimismo, la Comisién Nacional de Agua realiz6 una visita al sitio del derrame y present6 un
Dictamen Técnico: “el derrame se ocasiond por la falla en el amarre de un tubo de polietileno
(tubificacion) en una de las piletas de lixiviados y por la falta de una valvula en la pileta de
demasias, imputable a la empresa” (La Redaccién, 2014). De esta manera, hemos constatado, que
el Estado no ha implementado una seria normatividad encaminada a prevenir y controlar el
desequilibrio ecoldgico por las empresas altamente contaminantes para que se responsabilicen
con el ambiente y cumplan la normatividad ambiental.

Quienes empezaron a notar las secuelas de los metales pesados en la poblacion, fue un grupo
interdisciplinario norteamericano, convocados en sus sitios de trabajo, por la seccién 65 del
Sindicato Minero de Cananea, Sonora, dado su compromiso con la lucha medioambiental en la
franja norte de México y sur de los Estados Unidos, asi como con la poblacién de migrantes que
atraviesa esa zona fronteriza.

Como parte de las medidas de remediacién impuestas por el gobierno federal, se cre6 la Unidad
de Vigilancia Epidemiolégica y Ambiental (Uveas), para atender a los pobladores que presentaron
los efectos de los metales pesados en su sistema; “sin embargo, la construccion de la clinica se ha
aplazado en varias ocasiones, [...] ante lo cual, el delegado de la Secretaria de Gobernacion,
Wenceslao Montoya, comentd que “las obras llevan un 30 por ciento de avance y se estancaron
por problemas econdmicos de la constructora” (Gémez, L., 2016).

De manera que, a casi dos afios del derrame de toxicos, ni el gobierno federal ni local han
realizado estudios de sangre de todos los habitantes afectados por los metales pesados; no han
sido atendidos todavia por especialistas toxicdlogos (que analizaran los efectos de los metales
pesados en el organismo de nifios y adultos), estomatoélogos (por los dafios ocasionados por beber
el agua contaminada); dermatélogos, ya que, de acuerdo al reporte presentado por los
especialistas norteamericanos:

"76 por ciento de los integrantes de una muestra de mil habitantes padece problemas en la piel
debido al derrame de toxicos de Grupo México en la mina Buenavista del Cobre [...], segun el
diagndstico de los 22 mil habitantes de la regién del rio Sonora avecindados en los municipios de
Bacanuchi, Tahuichopa, Baviacora, Ures, Topahue y El Molino. El estudio también determiné que
78 por ciento de los pacientes de la muestra sufre afectaciones en los ojos, dolores de cabeza,
malestares diversos y ansiedad” (Gémez, L., 2016).

Anteriormente (2015), organizaciones no gubernamentales habian realizado otro estudio a: “seis
personas que presentaron manchas en la piel, habitantes de la regién del rio Sonora, y confirmaron
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la presencia de metales pesados, como arsénico, en la sangre de menores. Los habitantes de esa
comunidad se mostraron consternados por los resultados, pero sefialaron que ya anticipaban esos
resultados, debido a que constantemente las personas han presentado manchas en la piel,
ademas de mareos. [...] El estudio que organizaciones no gubernamentales realizé6 a habitantes
del Molino de Camou, al oriente del municipio de Hermosillo, confirma lo publicado por la Jornada
hace dos meses, en el sentido de que los padres de los nifios de Ures y Baviacora que estaban
siendo llevados a tratamientos a Estados Unidos, aseguraban tener ya demostrado, con pruebas
de laboratorio, la presencia de metales pesados en la sangre de menores, con sustancias como
Arsénico, Fierro y Cobre” (Gutiérrez, 2015).

Para compensar los dafios producidos por el derrame, Grupo México aporté mil millones de pesos
para la conformacion del Fideicomiso Rio Sonora, y, segun dijeron las autoridades: “en caso de ser
necesario, aportaria otros mil millones de pesos mas. A pesar de ello, hasta la fecha no se ha
cumplido con muchas de las promesas hechas por autoridades y minera tras el derrame, como el
pago de las compensaciones a todos los agricultores y ganaderos afectados, la construccion de
plantas tratadoras de agua en los ocho municipios afectados o la construccion de la clinica de
especialidades, entre otras” (Gutiérrez, 2015).

3. PARTE EXPERIMENTAL

Para constatar la falta de un programa integral de remediacién del rio Sonora y, basados en la
NOM 127-SSA-1994 relativa a salud ambiental y condiciones de agua para uso y consumo
humano, nuestro equipo de investigacion realiz6 mediciones colorimétricas de aluminio y cobre_en
el agua de 8 pozos contaminados._ Para ello, la NOM-AA-66-1981, establece el método
colorimétrico de la neocuproina para la determinacién de cobre en agua, el cual se cuantifica
espectrofotométricamente. También el aluminio se cuantificé colorimétricamente.

Determinacién de cobre:

En soluciones neutras o ligeramente &cidas los iones cuprosos reaccionan con la neocuproina
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) para dar un complejo de cobre neocuproina, de color amarillo, el cual
se extrae con cloroformo y se cuantifica espectrofotométricamente a una longitud de onda de 457
nm.

Determinacién de aluminio:

Las soluciones de aluminio diluidas y amortiguadas a un pH 6, producen un complejo de color
rosado a rojo que presenta una absorcion maxima a 535 nm al agregarles el colorante cianina de
eriocromo R. La intensidad del color desarrollado esta influenciada por la concentracién de
aluminio, el tiempo de reaccién, la temperatura, el pH y las concentraciones de otros iones en la
muestra.

4. RESULTADOS

Al finalizar el afio 2015, ninguno de los pozos analizados, ha regresado en todos sus parametros a
la NOM 127-SSA1-1994:

1). El cobre, superé los valores estandar de 2.0 mg/L de metales pesados en aguas.
2). El Aluminio mostr6 datos de 68 mg/L, muy superior al nivel maximo permitido de 0.2 mg/L.

3). Se observaron diferencias significativas en los pozos analizados.

978



5. CONCLUSIONES

El Programa de Remediacion Ambiental alin no habia sido aprobado por Semarnat, lo cual
evidencia de opacidad entre las instituciones encargadas de contender con los desastres
nacionales.

Falta transparencia en la informacion sobre la calidad del agua: el monitoreo de la calidad del agua
reportado en el portal electronico del Fideicomiso Rio Sonora, no es realizado de manera
constante: las mediciones presentadas se llevaron a cabo diariamente en agosto de 2014, mes del
derrame de toxicos a los rios; en los siguientes meses, pasaron a ser reportes semanales, para
terminar con reportes mensuales al finalizar 2014.

Esta falta de transparencia se ha puesto de manifiesto en las secuelas aparecidas en la piel de la
poblacion de nifios y adultos de 22 municipios, tras la presencia de metales pesados que se han
ido acumulando en su sistema.

La supuesta Remediacién Ambiental ha dado prioridad a la zona que circunda la minera, donde no
hay poblacién.

Los resultados de cobre y aluminio siguen superando los valores oficiales permitidos. Ninguno de
los pozos analizados, ha regresado en todos sus pardmetros a la NOM 127-SSA1-1994, lo cual
nos ha hecho pensar que el accidente ambiental todavia no ha sido remediado.

Dada la poderosa influencia de Grupo México en los gobiernos estatal y federal, es ominosa su
proteccion por el gobierno federal, ya que éste le sigue dando su apoyo incondicional, dejando de
lado los derechos de los trabajadores.
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Aspergillus nidulans: AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y EVALUACION DE INDICE DE
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Universidad Estatal de Sonora

RESUMEN

La contaminacién por metales es uno de los principales problemas ambientales del mundo,
representando un riesgo significativo para los ecosistemas. La introduccién de tales contaminantes
al ambiente induce cambios morfolégicos y fisiolégicos en las comunidades microbianas nativas,
ejerciendo una seleccidon en la microbiota, esos microorganismos resistentes se convierten en
alternativas viables para bioremediar sitios contaminados. El objetivo del presente trabajo fue
aislar, identificar y evaluar la capacidad de un hongo filamentoso para tolerar la presencia de
metales téxicos. Para lograr el aislamiento del hongo se realiz6 un muestreo de suelo en una mina
ubicada en Sonora. Se mezclé 1 g de suelo en 100 ml de agua destilada y esterilizada, de ahi se
tomaron alicuotas de 100 pL, se inocularon en medio de cultivo PDA y se incubaron por 3 dias a
28°C. Una vez aisladas las cepas se realizaron los ensayos de tolerancia a los diferentes metales
de manera individual (Pb, Zn, Cr, Hg, Ag, Cu y Cd en concentraciones de 1 mM). Para el ensayo
de tolerancia a los metales se utilizé un inéculo de 1 x 10° esporas. El efecto de los metales sobre
el crecimiento del hongo se estimé por medicion del radio de la extensiéon de la colonia (cm),
comparando con el control (sin metal). La identificacion del hongo se realizd por amplificacion del
gen 18S RNA, encontrando que fue Aspergillus nidulans, el cual mostr6 tolerancia a todos los
metales evaluados. Estos resultados muestran que Aspergillus nidulans tiene potencial de uso en
biorremediacién de metales. Sin embargo aun se requieren mas estudios que permitan determinar
la capacidad de bioacumulacién a diferentes concentraciones de metales.

1. INTRODUCCION

Una amplia variedad de microorganismos, tales como bacterias, levaduras, algas, protozoos y
hongos que se encuentran en sitios contaminados han desarrollado las capacidades para
protegerse de la toxicidad de los metales pesados y lograr reproducirse sin problemas; esto gracias
a que emplean diversos mecanismos como la adsorcion, absorcién, metilacion, oxidacién y
reduccién mediante los cuales procesan a los contaminantes (Venil et al. 2011).

El agente toxico se transporta al interior de la célula y se acumula, una vez acumulados los
metales entran al ciclo metabdlico reduciéndose su grado de toxicidad. La acumulacién de metales
por microorganismos, incluyendo a los hongos se conoce desde hace décadas debido a su
potencial aplicacién en la proteccion del medio ambiente y recuperacion de metales preciosos
(Vimala y Das, 2009). Los hongos en el medio natural son ubicuos y desempefan el papel mas
importante como descomponedores de materia organica, asi como el ciclo de nutrientes. Algunos
metales tales como K, Na, Mg, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Co y Ni son esenciales para el crecimiento de
hongos, pero muchos tales como Rb, Cs, Al, Cd, Ag, Au, Hg y Pb no lo son. Sin embargo, estos
metales interactian con las células de los hongos para ser acumulados (Gadd 1993).
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Estos microorganismos son conocidos por tolerar y desintoxicar los metales por varios
mecanismos, por ejemplo el cambio de valencia, precipitacion intra y extracelular, ademas de la
captacion activa (Gadd 1993). La alta relacién volumen superficie y capacidad para transformar
metales estan entre las razones principales para ser considerados como alternativa potencial para
la biorremediacién de soluciones diluidas y residuos sélidos contaminados con metales pesados
(Joo et al., 2011).

Recientes estudios muestran que las cepas de hongos aisladas de sitios contaminados tienen una
excelente capacidad de eliminacion de cantidades significativas de metales (Malik, 2004). EI-Morsy
(2004) estudi6 32 especies flngicas aisladas a partir de agua contaminada en Egipto por su
resistencia a metales y encontré que la biomasa de Cunninghamela echinulata podria emplearse
como un bioadsorbente de iones metalicos en aguas residuales. De la misma manera, Zafar et al.
(2007) informaron que la biosorcién por dos hongos filamentosos, Aspergillus sp. y Rhizopus sp.,
aislados de suelos agricolas contaminados con metales Cd y Cr es prometedora.

En otros usos de Aspergillus niger, se empled como pretratamiento en la remocién de mercurio
inorganico (Hg>") y metilmercurio (CH® Hg") de soluciones acuosas, resultando una potencial
eliminacion de dichos contaminantes, asi como también con A. versicolor, obteniendo resultados
similares. Otras especies de Aspergillus, tales como A. fumigatus y A. flavus han mostrado alta
tolerancia por metales pesados como el Zn proveniente de aguas contaminadas por la industria del
textil (Pandey et al., 2013), asi como también al Pb, Zn, Cu, y Ni de los efluentes derivados de la
industria del papel (Thippeswamy et al., 2012).

La principal ventaja en el uso de los hongos para la biorremediacién de metales pesados es la gran
capacidad de absorcion a cambio de bajos costos de inversion (Melgar et al., 2007). Los métodos
convencionales son ineficaces cuando los efluentes contiene bajas concentraciones de metales y
también generan gran cantidad de lodos toxicos que requieren otras medidas para disponer de
manera segura de ellos. Por lo tanto los métodos biol6gicos tales como la bioacumulacién para la
eliminacién de metales pesados proporcionan una alternativa atractiva a los métodos fisico-
quimicos (Hussein et al., 2004).

2. PARTE EXPERIMENTAL

Muestras

Se tomaron muestras de suelo con actividad de mineria, las cuales se colocaron en recipientes
esterilizados y transportadas hasta el laboratorio para su posterior analisis.

Aislamiento de microorganismos

Se pesaron muestras de suelo (1g), el cual se resuspendié en 100 ml de agua esterilizada, la
mezcla se agité por 20 min a temperatura ambiente y después diluyé de 10 a 10,000 veces. Se
tomaron alicuotas de 100 ul de las diferentes diluciones y se sembraron en Agar Potato Dextrosa
(PDA) por triplicado. Después de 3 dias de incubacion a 25 °C, se seleccionaron colonias al azar.

Seleccién de microorganismos resistentes a los metales pesados

El micelio del hongo aislado se inoculara asépticamente en PDA suplementado individualmente
con 1 mM de metales pesados (Pb, Zn, Cu, Hg, Ag, Cu y Cd). Las muestras inoculadas se
incubaran durante 7 dias a 28 °C. El efecto de los metales sobre el crecimiento del hongo evaluado
se estimara por medicion del radio de la extension de la colonia (mm), comparando con el control
(medio sin metal). Para el ensayo de tolerancia a los metales se utiliz6 un in6culo de 1 x 10°
esporas.
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Identificacion morfolégica y genotipica

Después de 3 dias de incubacién a 25 °C, se seleccionaron de colonias al azar. La identificacion
de la especie de hongo se realize en base a las caracteristicas macroscdpicas de la colonia (color,
morfologia, forma y apariencia) y caracteristicas microscépicas (micelio, forma, diametro y textura
de la conidia). Ademas se llevé a cabo la identificacion por amplificacion del gen 18S RNA.

3. RESULTADOS

Se logré aislar un hongo al cual se le realizaron las pruebas de tolerancia a los metales (Fig. 1),
este parametro se conoce como indice de tolerancia.
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Cd Hg Pb Cu Ag Cr Zn

METALES (1mM)

INDICE DE TOLERANCIA
(72 HORAS)

F

g. 1. indice de tolerancia a metales de Aspergillus nidulans

La secuencia nucleotidica obtenida se analiz6 en el programa BLAST, encontrando que el hongo
aislado se trata de Aspergillus nidulas (Fig. 2).

uncultured fungus
Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans Emericella sp. FLN2b
Emericella sp. HZ-17 Emericella sp. FLN2c
Aspergillus nidulans Emericella sp. FLN12d
‘uncultured fungus
...ulosa var. lazulina g ¥ Aspergillus sp. 3C...
..llus quadrilineatus '\“’J.»fﬁ Emericella rugulosa
Bunknown

Emericella dentata

Aspergillus nidulans
Aspergillus nidulans

| 0.002 I

Fig. 2. Arbol taxondémico obtenido del andlisis de la secuencia nucleotidica por medio de BLAST.
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Un valor de indice de tolerancia igual a 1 implica que al hongo no le afecta la presencia del metal
(concentracion 1mM) en su crecimiento micelal. En ese sentido encontramos que dicho valor fue
de 0.95, 1.11, 0.97, 0.97, 0.91 y 0.96, respectivamente para Hg, Pb, Cu, Ag, Cry Zn, excepto para
el Cd, ya que en presencia de este no se observd crecimiento del hongo, resultando ser un metal
altamente téxico para A. nidulans.

Por otro lado, se monitoredé el comportamiento del crecimiento del hongo a través del tiempo
durante 5 dias en presencia de los metales (Fig. 3), encontrando que la presencia de 1 mM Hg, Pb,
Cu, Ag, Cr y Zn no tuvo efecto negativo en el desarrollo de A. nidulans.
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Fig. 3. Efecto en el tiempo por la presencia de los metales Hg, Pb, Zn, Ag, Cuy Cr (ImM) en el
crecimiento de A, nidulans.

Fig. 4. Aspegillus nidulans, asilado de suelo con actividad minera.
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4. CONCLUSIONES

El hongo aislado e identificado como Aspergillus nidulan, mostré ser tolerante a la presencia de
mercurio, plomo, cobre, plata, cromo y zinc, mientras que en presenica de cadmio no le fue posible
desarrollarse. Estos resultados muestran que Aspergillus nidulans tiene potencial de uso en
biorremediacion de una amplia variedad de metales. Sin embargo aln se requieren mas estudios
que permitan determinar la capacidad de bioacumulacion a diferentes concentraciones de dichos
contaminantes, ademas es necesario determinar las condiciones fisicoquimicas Optimas de
crecimiento del hongo.
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Julio Arturo Cortés-Jiménez’, Felipe Alberto Ruiz Noguezl, Ma. Del Pilar Villeda Callejasl, G.E.
Daleth Guedea-Fernandez®, Hector Barrera Escorcia’ y Osvaldo Cervantes Zamudio®

! Lab. de Zoologia FES Iztacala UNAM. > Lab. de Microscopia Optica y Fotografia Digital FES
Iztacala UNAM. Facultad de Estudios Superiores lIztacala. Av. De Los Barrios No. 1, Los Reyes
Iztacala, CP. 54090 Tlalnepantla, Estado de México.

RESUMEN:

Se realiz6 un listado de las especies de hemipteros heterépteros encontradas en 5 muestreos en la
zona noreste de la Sierra de Guadalupe, se obtuvo un total de 14 familias. La familia con mayor
namero de especies fue Pentatomidae con 9 especies, mientras que las familias Miridae, Nabidae,
Pyrrhocoridae y Thyreocoridae solo estuvieron representadas con una especie. Se encontré un
namero aceptable de familias, sin embargo las actividades humanas pueden afectar la riqueza de
las especies encontradas.

A list of families of Hemiptera Heteroptera was held in the northeast of the Sierra de Guadalupe. A
total of 14 families were obtained. The family with the highest number of species was Pentatomidae
with ten species, while families Cydnidae, Nabidae, Notonectidae, Pyrrhocoridae, Rhopalidae,
Tingidae and Thyreocoridae presented a single species. Is considered that human activities maybe
affecting the families richness.

PALABRAS CLAVE: Hemipteros, heterdpteros, pentatomidae, riqueza.

1. INTRODUCCION

Dentro de la clase Insecta se encuentra el orden Hemiptera, que incluye a los insectos conocidos
comunmente como chinches. En el suborden Heteroptera se incluyen especies fitéfagas,
depredadoras y hematéfagas. Se caracteriza por poseer una cabeza definida de tamafio variable
con ojos compuestos bien desarrollados y generalmente dos ocelos, antenas con cuatro o cinco
artejos, un par de alas denominadas hemiélitros, que corresponden al primer par y estan formadas
por una parte basal coriacea y una distal membranosa, mientras que el segundo par de alas es
membranoso. El aparato bucal es de tipo suctopicador, las mandibulas y maxilas son las que se
alargan y transforman en estiletes adaptados para punzar. Los apéndices son generalmente de
tipo ambulatorio pero en algunos organismos los apéndices anteriores o posteriores tienen ciertas
modificaciones para el salto o la natacién (Triplehorn y Johnson, 2005).

Se considera que los hemipteros son uno de los grupos de insectos que mas adaptaciones han
desarrollado, ya que es posible encontrarlos en una gran diversidad de ecosistemas tanto
acuaticos como terrestres, por lo que presentan habitos alimenticios muy variados. Todos los
miembros del orden tienen un tipo de metamorfosis incompleta (paurometabolos), que consiste en
un estado de huevo, varias series de estados ninfales o de crecimiento y un estado final de adulto
listo para la reproduccion (Slater y Baranowski, 1978).
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2. AREA DE ESTUDIO

La Sierra de Guadalupe, se localiza inmersa en la Zona Metropolitana de la ciudad de México, en
los limites entre el Distrito Federal y el Estado de México. Se ubica entre los 19°37' y 19°29' de
latitud norte y a los 99°12' y 99° 02' de longitud oeste.

Segun la clasificacion climatica de Koppen, modificada por Garcia (1968), el clima es templado
subhiimedo con lluvias en verano; la precipitacion media anual alcanza 627 mm, la temperatura
media anual es de 16.7°C. La fauna de la Sierra de Guadalupe, es reducida, debido a la
transformacion y pérdida de su habitat por la afectacion que ha sufrido la cubierta vegetal y al
cambio de uso de suelo forestal por agricola y urbano, asi como a la frecuencia de incendios,
sobrepastoreo y caceria furtiva (Cedillo et al., 2007).

Algunas de las especies de anfibios en la zona son: Hyla eximia "rana verde", Hyla arenicolor
"rana gris", Tomodactylus grandis "rana silvadora”, Spea hammondi “sapo excavador’ y la Rana
tlaloci "rana". Se encuentran las siguientes especies de reptiles: Barisia imbricata imbricata
"escorpién”, Phrynosoma orbiculare “camaleén”, Scelopuros torcuatus y S. grammicus "lagartija de
collar y de barda" respectivamente, Thamnophis scalaris "culebra", Salvadora bairdi "culebra
rayada", Pithuophis deppei deppei "cincuate", Crotalus triseriatus aquilus "vibora fina" Crotalus
molossus nigrescens, "cascabel de cola negra" y Sistrurus ravus "hocico de puerco" (Méndez et al.,
1992).

Los mamiferos se restringen a miembros chicos encontrandose las siguientes especies: Didelphis
virginiana "tlacuache”, Sylvilagus floridanus "conejo castellano”, Scirurus aureogaster "ardilla”,
Pappogeoinys tylorhiinus "tuza", Liomys irratus alleni "raton", Mephitis macroura "zorrillo" y Linx
rufus "gato montés" (Reyes y Halffter, 1976).

Actualmente, la vegetacion de la Sierra de Guadalupe esta caracterizada principalmente por una
comunidad arbérea basada en plantaciones, con eucalipto Eucalyptus sp; casuarina Casuarina
equisetifolia; cedro blanco Cupressus lindleyi; ciprés panteonero Cupressus sempervirens y
diversas especies de pinos, entre las que se encuentran el Pinus cembroides, P. montezumae, P.
patula y P. radiata (Bopp, 1955; Rzedowski y Rzedowski, 1979; Vela y Flores 2000).

El presente trabajo pretende realizar un primer listado con las familias de Hemipteros Heterdpteros
presentes en la zona noreste de la sierra de Guadalupe, ya que no existe un reporte de esta zona y
estos organismos desempefian diversas funciones dentro de los ecosistemas en los que habitan.

2. MATERIAL Y METODOS

Se realizaron 12 muestreos diurnos iniciando desde julio de 2014 hasta junio de 2015 en la zona
Noreste de la Sierra de Guadalupe, Ecatepec, Edo de México. Las colectas se llevaron a cabo
realizando un recorrido a lo largo de un transecto de aproximadamente 1km de longitud, se colecto
a los organismos por métodos directos con ayuda de pinzas entomoldgicas y red de golpeo, para
organismos que se encontraban posados sobre las ramas vegetacion arbdrea y/o arbustiva y que
son de habitos poco voladores se atraparon con la ayuda de red de rastreo o golpeo, mientras que
los organismos acuaticos se colectaron con ayuda de red acuatica o colador. Los organismos
capturados se colocaron en frascos previamente preparados con alcohol al 70% para su optima
conservacion, se traslad6 a los organismos al laboratorio de microscopia de la FES-Iztacala en
donde se realiz6 la determinacién taxonémica utilizando microscopia estereoscopica y con ayuda
de literatura especializada en determinacion de hemipteros heterdpteros (Slater y Baranowski,
1978).
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3. RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 14 familias de Heterdpteros en los 12 muestreos realizados (Alydidae
Coreidae, Cydnidae, Gerridae, Largidae, Lygaeidae, Miridae, Nabidae, Notonectidae,
Pentatomidae, Pyrrhocoridae, Rhopalidae, Thyreocoridae y Tingidae), de los cuales, la familia
Pentatomidae fue la que presenté un mayor nimero de especies diferentes con respecto a la
demés familias encontradas, mientras que las familias Cydnidae, Nabidae, Notonectidae,
Pyrrhocoridae, Rhopalidae Thyreocoridae y Tingidae solo presentaron una sola especie (Tabla 1).

Cuadro 1. Total de familias encontradas en los 12 muestreos.

Familia NUmero de especies
Alydidae
Coreidae
Cydnidae
Gerridae

Largidae
Lygaeidae
Miridae
Nabidae
Notonectidae

PP W N W W RN

=
o

Pentatomidae
Phyrrocoridae
Rhopalidae
Thyreocoridae
Tingidae

IR

4. DISCUSION

El conocimiento actual de las especies del suborden Heteroptera que habitan en nuestro pais y
mas en especifico en la Sierra de Guadalupe es muy escaso, aln faltan muchos esfuerzos para
poder abordar su estudio. Para el caso del presente estudio las 14 familias encontradas
representan el inicio del conocimiento de los hemipteros heterdpteros de la zona noreste de la
Sierra de Guadalupe. Del total de las 3,578 especies contempladas para el suborden Heteroptera
por Borror (2005) para Norteamérica, se encontraron en el area de estudio un total de 14 familias,
de las cuales la familia Pentatomidae presentd el mayor nimero de especies con respecto a las
otras familias, esto puede deberse a que esta familia es muy tipica y una de las mas numerosas de
heterépteros y es muy comun encontrarlas en lugares donde hay variabilidad de vegetacion.

Se encontraron organismos inmaduros de las familias Coreidae, Largidae, Lygaeidae y
Pentatomidae, pero debido a la falta de literatura especializada de determinacion de estadios
inmaduros, se dejara la determinacion de estos hasta el nivel de familia, se necesitaria conocer el
ciclo de vida completo para conocer de qué especies se trata.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo es destacable ya que permitié obtener los primeros registros de las familias de
heteropteros de la zona noreste de la Sierra de Guadalupe. Cabe mencionar que falto hacer
colectas nocturnas en las zonas de muestreo, aunque esto representa un riesgo, ya que este sitio
tiene fama de ser muy inseguro, con base a los resultados obtenidos se puede observar que la
zona de estudio tiene un namero aceptable de familias, géneros y especies, a pesar de que es una
zona perturbada debido al creciente nimero de asentamientos humanos que cada dia estan en
aumento comprimiendo poco a poco la sierra, esto ocasiona que muchas especies se vean
desplazadas debido a la reduccion y a la fragmentacion de su habitat. Aun hacen falta muchos
estudios enfocados hacia la hemipterofauna y la diversidad de los artropodos en general, se
desconoce mucho sobre sus habitos y de su funciéon dentro del ambiente en el que habitan,
muchos de ellos podrian resultar benéficos debido a mdltiples funciones que realizan en los
ecosistemas.
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RESUMEN

Los productos comerciales edulcorantes obtenidos a partir de la hoja de stevia se venden
cristalizados y han sido obtenidos a través de procesos de purificacién. Sin embargo, la hoja es
una buena fuente de compuestos fendlicos de alta capacidad antioxidante los cuales se desechan
en el proceso de purificacion. Un producto que presente una alta capacidad edulcorante con alto
contenido de compuestos fendlicos puede ser de mucho interés ya que tendria una doble funcién,
endulzar y presentar efectos antioxidantes antioxidantes relacionados con la buena salud, en
particular para aquellos con problemas metabdlicos.

1. INTRODUCCION

La stevia (Stevia rebaudiana) es una planta perene originaria de Paraguay perteneciente a la
familia Asteraceae (Goyal et al.,, 2010) (Figura 1). Esta plata fue usada ancestralmente por sus
aborigenes, como edulcorante y medicina (Shock, 1982).La principal caracteristica de la hoja de la
stevia es su elevado sabor endulzante que va de 250 a 300 veces superior al de la sacarosa
(Ghanta et al., 2007). El uso de la hoja de stevia esta dirigido a la extracciéon y purificacion de los
esteviosidos con el fin de obtener un edulcorante natural no calérico, ademas de que la hoja de la
planta posee otras propiedades ya que tiene compuestos antiinflamatorios (Chan et al., 2000),
antihiperglisemicas (Chen et al.,, 2006) antidiarreicos (Chantsudthipong Munprasat, 2009) y
antitumorales (Chen et al., 2006) ademas de antioxidantes esto debido a los compuestos fenélicos
y flavonoides que se encuentran presentes en las hojas (Tadhani et al., 2007; Shukla et al., 2009;
Muanda et al., 2011).

El nombre esteviosido, el principio edulcorante de esta especie, se debe a los investigadores
franceses Bridel y Lavielle quienes en 1931 cristalizaron el compuesto activo y determinaron que
era 300 veces mas dulce que el azlcar; asimismo, no se encontraron efectos toxicos en animales
(Bridel y Lavielle, 1931). Posteriormente se demostro que el esteviosido es el edulcorante natural
no nitrogenado mas dulce que se encuentra en la naturaleza y que esta compuesto de carbono,
hidrogeno y oxigeno. Su formula quimica es CzgHgoO15 (Soto y Del Val, 2002) y su estructura se
puede ver en la Figura 2.

En 1982 Tanaka aisl6 tres glicsidos dulces adicionales a los cuales denominé rebaudiosidos A, C
y dulcésido. Mas tarde comprobé la existencia de dos glicésidos mas que se encuentran a nivel de
trazas y los denomino rabaudiésidos D y E. En el Cuadro 1 se presentan los glicésidos de stevia
gue estan incluidos en el Cédex Alimentario como Aditivos 0898 (Codex Alimentario, 1995). Como
se puede ver, estan incluidos el esteviosido, rebaudiésido A y los componentes secundarios
rebaudiésido C y dulcdsido A.
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Figura 1. Origen de la stevia (Stevia rebaudiana)
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Figura 2. Formula desarrollada del esteviosido.

Tabla 1. Glicésidos presentes como aditivo alimentario 0989

Nombre Férmula empirica
Steviésido C3sHg0O18
Rabaudiésido A C44H7005,
Rabaudiésido C C44H70022
Dulcosido A C35Hg0017

El contenido y la proporcién de estos compuestos activos en la stevia varian segin la fase de
desarrollo, variedad, estado de crecimiento, fotoperiodo y otros (Romo, 2006). Estudios
complementarios determinaron que el rebaudiésido A tiene el poder edulcorante mas bajo y que su
sabor y es mas cercano al del aztcar. Los dulcésidos que existen en menor cantidad presentan un
ligero sabor amargo (Goto y Clemente, 1998) y se localizan en las nervaduras de la planta.
Interesantemente, estos compuestos poseen una capacidad vasodilatadora (Llanos, 2006).

2. TEORIA

Se optimizo el proceso de extraccion para generar un producto acuoso con alto poder edulcorante
y rico en compuestos fendlicos. La hoja fresca o seca (5g), entera o troceada se sometid a una
extraccion acuosa (100mL) a temperatura ambiente por 24h y a 90 °C por 90 y 120 min. A los
extractos se les determind el contenido de esteviosido, rebaudiosido A y C por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). También se determinaron los fenoles solubles (Singlenton et al.
1965), flavonoides (Dewanto et al. 2002), antocianinas (Abdel-Aal y Hud 1999) y taninos
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condensados (Desphande y Cheryn 1985). Ademds, los extractos fueron analizados para
determinar la capacidad antioxidante TEAC (Van den Berg et al.1999).

3. PARTE EXPERIMENTAL

Después de recolectar la hoja se congelo a — 70 C y se liofilizo. Esta muestra se utilizé como el
control seco y se sometié a una extraccion acuosa de acuerdo con el Cuadro 2. Otra parte de la
hoja recolectada fresca se sometid a una extraccién solido-liquido acuosa en una relacién 5:100
(p:v) bajo las condiciones presentadas en el Cuadro 2. Las muestras se congelaron a - 80°C hasta
su andlisis.

Cuadro 2. Extraccion de edulcorantes y compuestos fenodlicos de hoja de stevia.

Tiempo Temperatura
24 h Ambiente

90 min 90°C

120 min 90°C

Cada tratamiento se hizo con hoja entera (Figura 3) y hoja troceada. (Figura 4). Las extracciones a
90°C se llevaron a cabo en un bafio Maria con agitaciéon constante. Cada extraccion se realiz6 por
triplicado.

Figura 3. Hoja entera para macerado Figura 4. Hoja troceada para macerado.

4. RESULTADOS.

El contenido de fenoles totales en los extractos de hoja fresca fueron significativamente menores
comparados con los de hoja seca (Cuadro 3). Esto fue observado tanto en los extractos realizados
a temperatura ambiente como a 90 C por 90 y 120 min. Los datos sugieren que el secado permite
que el agua realice una extraccion mucho mas eficiente que cuando la hoja contenga 60% de
humedad. Por otra parte, entre los tratamientos con hoja seca se puede observar que por alguna
razén que no se puede explicar con los datos obtenidos en este trabajo, que la extraccién fue mas
eficiente con hoja entera en comparacion con la hoja troceada (Cuadro 3). Ademas, los datos
sugieren que el tiempo no afecta la extraccién pero si la temperatura. El mismo comportamiento se
observo en el contenido de flavonoides (Cuadro 4)
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Cuadro 3. Contenido de fenoles totales (mg EAG/100g) en las extracciones de hoja de stevia.

Tratamiento Hoja fresca Hoja seca
Temperatura ambiente 24h

Entera 8.2+1.8cB 147.0+184cA
Troceada 26.7+2.8aB 109.3+35dA
90°C, 90 min.

Entera 3000+24aB 233.1+11.3aA
Troceada 26.4+51abB 216.2+6.8b A
90°C, 120 min.

Entera 23.7+3.4bB 2439+21.1aA
Troceada 21.8+23bB 216.2+8.4b A

Promedios con letras mindsculas en la misma columna y mayusculas en el mismo renglon
similares, son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).
EAG = equivalentes de acido galico.

Cuadro 4. Contenido de flavonoides (mg EC/100g) en las extracciones de hoja de stevia.

Tratamiento Hoja fresca Hoja seca
Temperatura ambiente 24h

Entera 13.7+0.39cB 62.1+11.0ab A
Troceada 294+32aB 41.5+56CcA
90°C por 90 min.

Entera 27.8+10.0aB 56.9+7.7bA
Troceada 269+53abB 74.1+103aA
90°C por 90 min.

Entera 322+6.74aB 67.4+7.8aA
Troceada 22.0+344bB 48.3+58CcA

Promedios con letras minudsculas en la misma columna y mayusculas en el mismo renglon
similares, son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).
EC = equivalentes de catequina.

La capacidad antioxidante no presentd ninguna correlacién con el contenido de fenoles y
flavonoides. Ejemplo de lo anterior fue la mayor capacidad antioxidante de los extractos obtenidos
a temperatura ambiente en hoja fresca y seca (Cuadro 5) donde el contenido de fenoles y
flavonoides fue menor (Cuadro 3y 4).

El contenido del esteviosido en hoja fresca fue casi cinco veces mayor cuando la hoja troceada se
extrajo con temperatura por 90 min en comparacion con la extraccion a temperatura ambiente
(Cuadro 6). Por el contrario, la mayor concentracion de esteviosido obtenido fue con hoja seca
troceada extraida con temperatura por 120 min.
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Cuadro 5. Capacidad antioxidante (TEAC) (umol ET/g) de extractos de hoja de stevia.

Tratamiento Hoja fresca

Hoja seca

Temperatura ambiente 24h
Entera
Troceada

90°C por 90 min.

Entera 500+ 72cA
Troceada 357+46dB
90°C por 120 min.

Entera 223+28eB
Troceada 301 +43dB

790+48b B
1646 +131a A

1119+ 223 a A
906 +42b B

509+ 37cA
576 £36CcA

405 +£58d A
413+49dA

Promedios con letras mindsculas en la misma columna y mayusculas en el mismo renglon

similares, son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

ET = equivalentes de Trolox.

Cuadro 6. Contenido de esteviosido (mg/100 g) en extracciones acuosas de hoja fresca y seca de

stevia.

Tratamiento Hoja fresca

Hoja seca

Temperatura ambiente 24h

Entera 22.1+29d8B

Troceada 189+15dB
90°C por 90 min.

Entera 97.2+42b8B

Troceada 116.2 +10.0aB

90°C por 120 min.
Entera
Troceada

60.8+4.4cB
101.3+5.8aB

186.1 +10.3d A
162.1+9.3eA

390.8+0.3bA
316.4+22.3cA

305.0+6.8CcA
437.8+75aA

Promedios con letras similares mindsculas en la misma columna y mayudsculas en el mismo

renglén, son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

En el contenido de rebaudiosido A se puede observar que la mayor concentracién se obtuvo con
hoja seca extraida con temperatura por 90 0 120 min (Cuadro 7). En este caso, la variabilidad en el
contenido del esteviosido fue alta con desviaciones estandar de 23.0 a 88.4 mg/g que hace que no
haya diferencias estadisticas en los tratamientos con hoja seca extraidos con temperatura.
Mientras que en el contenido de rebaudiosido C, el comportamiento de los tratamientos fue muy
diferente. Por ejemplo, la hoja seca troceada extraida a temperatura ambiente y a 90 °C por 120
min presentaron la misma cantidad (P < 0.05) de este compuesto (Cuadro 8). Igualmente que con
el resto de los experimentos, cuando se utilizé hoja seca el rendimiento de estos compuestos fue

mayor en comparacion con la hoja fresca.
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Cuadro 7. Contenido de rebaudiosido A (mg/100 g) en extracciones acuosas de hoja de stevia.

Hoja fresca Hoja seca
Temperatura ambiente 24h
Entera 173.1+149dB 1126.5+24.7c A
Troceada 1474+78eB 11345+ 23.0cA
90°C, 90 min.
Entera 3282+4.1bB 1666.9 +88.4a A
Troceada 357.9+158a8B 1652.5+74.8aA
90°C por 120 min.
Entera 235.8+229cB 1430.7 +43.4b A
Troceada 308.9+29.3bB 1477.3+78.8b A

Promedios con letras similares mindsculas en la misma columna y mayudsculas en el mismo
renglén, son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

Cuadro 8. Contenido de rebaudiosido C (mg/100 g) en extracciones de hoja fresca y seca de
stevia.

Hoja fresca Hoja seca
Temperatura ambiente 24h
Entera 12949+83.7cB 6987.1+31.7cA
Troceada 858.7+15.3dB 8267.2+273.1aA
90°C por 90 min
Entera 24354 +121.2aB 7450.7 £ 323.9b A
Troceada 2310.1+108.8aB 7830.7 £299.2b A
90°C por 120 min
Entera 2082.5+50.8b B 9597.5+151.3a A
Troceada 2046.7+95.5b B 6259.9+126.5d A

Promedios con letras similares mindsculas en la misma columna y mayudsculas en el mismo
renglén, son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

5. CONCLUSIONES

El contenido de compuestos fendlicos fue hasta 12 veces mayor en hoja seca en comparaciéon con
hoja fresca.

El contenido de esteviosidos fue entre dos y cuatro veces mayor en hoja seca que en hoja fresca.
En general, el mejor método de extracciéon fue usando hoja a 90° por 90 y 120 min.

La capacidad antioxidante no fue consistente con el contenido de compuestos fendlicos, muy
probablemente por el contenido diferencial de fenoles simples. Seria interesante obtener el perfil
de estos Ultimos compuestos que permitieran realizar mayores inferencias.
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RESUMEN

Al estudiar los procesos de cambio estructural, productivo y de paisaje en la regién que abarca el
corredor industrial Tula-Tepeji en el estado de Hidalgo, notamos que el actual modelo de
acumulacion para regiones pobres con escasos recursos nhaturales en su forma oculta utiliza, el
aparato de Estado para la extraccion de éstos, en contratos en desventaja, bajos salarios, con su
consecuente deterioro ambiental. Asi mismo, la ausencia de una politica social incluyente genera
desde las clases subalternas mecanismos de resistencia cuya expresion son los conflictos socio-
ambientales. Los campesinos para documentar, alertar, informar y denunciar utilizan teléfonos
celulares y el uso de redes sociales como el Facebook, YouTube y Twitter en imagenes y videos,
los cuales son analizados por expertos cientificos de la UNAM, UAM, Ibero-Puebla, mediante
imagenes satelitales para determinar el tipo de contaminantes que se vierten en la atmosfera. En
este estudio se adopta una metodologia innovadora que hace uso de multiples disciplinas que
permitan comprender la complejidad ambiental y se realiza trabajo de campo etnogréfico con
participantes en movimientos ambientales. Los resultados identifican posibles dafios a la salud y a
los ecosistemas por parte de empresas contaminantes tales como Agroquimicos ATC, Ecoltec,
Cemex, Lafarge, Cruz Azul y Holcim-Apasco. Se concluye que los territorios campesinos aunque
escasos en recursos bidticos son imprescindibles en el resguardo genético, biolégico, cultural y
captacion de agua para beneficio de todos.

1. INTRODUCCION

La presente contribucién responde al tema de la sustentabilidad, al interior del corredor industrial
de la region Tula-Tepeji, se pone énfasis en su dimensién ambiental, revisa el impacto del modelo
de acumulacion utilizado desde hace ya varios afios para desarrollar regiones caracterizadas por
su pobreza. Sin embargo los resultados han sido desfavorables a las condiciones de vida, las
promesas de bienestar, trabajo, educacién y vida digna se evaporaron teniendo a cambio una
grave contaminacién que afecta la salud de los habitantes. Ante la falta de informacién por parte de
autoridades gubernamentales sobre el impacto de eventos cotidianos de emision de particulas
contaminantes y eventos catastréficos, los actores regionales, buscan los medios para saber qué
fue lo que paso6 y cémo afectara en un futuro. La tecnologia no se separa de los procesos sociales,
los actores la emplean, la adaptan, la adecuan acorde a sus necesidades, de este modo un
pequefio celular es utilizado como instrumento de denuncia, testimonio y memoria. Mas que
denunciar lo que se pretende es que las empresas y el gobierno establezcan mecanismos de
generar industrias limpias y con ello se busca contribuir a generar modelos que transiten hacia la
compatibilidad y el bienestar de la sociedad que reclama atencién a sus necesidades.

2. TEORIA

El sustento tedrico de la presente investigacion guarda una estrecha relaciéon entre los factores
ambientales en un espacio geografico determinado por la produccién industrial, el impacto de la
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politica econdémica entendida actualmente como economia verde como mecanismo de
acumulacion y la respuesta en defensa del territorio por quienes habitan dicha region utilizando las
nuevas tecnologias de la informacion como mecanismo de lucha. El area de estudio son las
poblaciones campesinas ubicadas dentro del corredor industrial Tula-Tepeji en el estado de
Hidalgo. Se adoptan tres ejes articulados entre si, por un lado, la prevalencia de un modelo de
acumulacion basado en el despojo, consistente en arrebatar los elementos constitutivos de la
cultura campesina como tierras, aguas, recursos pétreos, biodiversidad, el territorio mismo; el
segundo eje lo constituye la adopcion del discurso y practica de la economia verde como disfraz de
acumulacion por empresas altamente contaminantes en dicha region y el tercer eje lo constituye el
valor simbdlico al territorio por quienes ahi padecen los efectos de la contaminacién ambiental. En
la triada Desarrollo-medio ambiente-pobreza quienes salen perdiendo son los campesinos del
lugar, pues el trabajo mal pagado, la extraccion de recursos naturales, la degradacién ambiental de
gue son objeto, no promueve el crecimiento econémico ni el bienestar, sin embargo a pesar de
todo resisten, se adaptan a las nuevas situaciones. Ante esto nos preguntamos y tratamos de
responder:¢,Desde una posicién de subalternidad el sector campesino, como construye puentes y
alianzas para dar solucién a sus problematica vivida? ¢Como estan resistiendo?, ¢existe una
confrontacion abierta por la defensa de sus territorios y modos de vida tradicional?

OBJETIVO

Analizar las estrategias de resistencia que utilizan actualmente los estratos subalternos ante el
deterioro ambiental en sus territorios, pues ante la violencia, intimidacion, amenazas por parte de
los duefios del capital y sus socios, éstos se ven obligados a utilizar las nuevas tecnologias como
instrumentos que les permiten informar, denunciar, alertar, al tiempo que son utilizadas como
instrumento de investigacién por parte de grupos académicos de acompafamiento que permita dar
alternativas a dicha problematica.

3. METODOLOGIA

Se adoptd una metodologia innovadora que hace uso de mudltiples disciplinas tanto de las ciencias
sociales como ambientales (ecologia industrial) y en particular la toxicologia por los efectos
asociados a la salud de las personas y de los ecosistemas. Se retoma un enfoque ecosistémico,
bajo la perspectiva centrada en el actor principal del campo, se recopilan datos cualitativos, se
hace trabajo etnogréafico descriptivo con participantes en movimientos ambientales en la regién de
estudio. El andlisis de datos cualitativos e interpretativos de imagenes por parte de expertos, asi
como el estudio de caso en la generacién de conflictos socio-ambientales.

4. RESULTADOS

Con el propésito de entender los efectos de la globalizacién en las regiones rurales, entender el
cambio de paisajes, la trasformacion social que ocurre en la proletarizacién de antiguos espacios
campesinos, desde el afio 2000 hemos acompafiado procesos de movilidad campesina al interior
del corredor Tula-Tepeji. Esta regién es importante pues desde la perspectiva gubernamental
ocupa un lugar primordial como detonador del crecimiento econémico a nivel estatal, al tiempo que
reduce las tasas de marginacion y marginalidad. Sitio especializado en la manufactura de
productos diversos, la maquila, las textiles, la generacién de energia, la produccion de cemento y
otros productos pétreos. Dicho crecimiento econdémico, ha generado una profunda regional crisis
cuya expresion se manifiesta como crisis energética (entropia sobre el territorio), crisis de salud de
las personas y los ecosistemas, y su traduccién en conflictos socio-ambientales.

Obvio es que los campesinos cuentan con menor poder politico- econémico, para hacer frente a
estas crisis, de modo que recurren a estrategias no conformistas que niegan los discursos y las
practicas elaboradas desde arriba.
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En la bisqueda de alianzas para la defensa del territorio, ante la nula informacion por parte del
gobierno, sobre los efectos en la salud y los ecosistemas, los campesinos que han sido afectados
por industrias contaminantes han recurrido a instituciones de ensefianza superior, que les ayuden
a entender cuales son las consecuencias de la devastacion que dejan las empresas, dichas
instituciones de caracter publico tienen el deber ético de dar respuesta a problemas y necesidades
concretas.

Ubicamos cuatro grupos de afectados ambientales a nivel regional en el corredor industrial Tula —
Tepeji, los cuales se muestran en la tabla 1. Los cuales se estan agrupando en un movimiento
ambiental amplio, se rednen en asamblea informativa cada seis meses e invitan a docentes de la
UAM, la UNAM, Ibero-Puebla, UA-Querétaro y El Colegio Mexiquense.

Tabla 1.Empresas contaminantes y respuestas socio-ambientales en el corredor Industrial Tula-
Tepeji

Nombre de la | Empresa contaminante Forma de | Acciones

agrupacion contaminacion

Santiago de Anaya (otomi) | Cementera de Carlos Slim | Devastacion de cerros, | Protesta y
acaparamiento de | denuncias
agua

Afectados por la | Cementeras Cemex, | Emision de Dioxinas y | Bloqueos,

contaminacion en | Holcim -Apasco, Lafarge, | furanos en hornos | pintas,

Atotonilco de Tula vy | laRefineria de Tula. cementeros denuncias

Tlamaco

Afectados ambientales de | Ecoltec Tolueno en drenaje, | Bloqueos,

Apaxco (participan acopio de lodos | pintas,

pobladores del Refugio, téxicos, llantas, toner, | denuncias

Vito, Pixcuay) restos de pintura

“Caminando por la | Agroquimicos ATC Explosion en 2013 Bloqueos,

Justicia” afectados por pintas

ATC

A nivel regional el primer movimiento ambientalista en contra de la contaminacion lo tiene el grupo
de Atotonilco de Tula y Tlamaco, el cual data desde 1973, ellos se anotaron un triunfo al cerrar las
puertas de la cementera la Tolteca, hicieron que se colocaran filtros recolectores de polvo e
impulsan campafias de reforestacion a nivel local, sin embargo, fueron victimas de acoso
gubernamental, violencia, amenazas. Sus acciones eran fotografiadas y solo prevalecen en la
memoria de los participantes que aun viven. Muchas de las emisiones que son emitidas al
ambiente se pierden, no hay registros, en olores, colores en el aire, en agua. Polvo sobre
mezquites y magueyes a veces dan testimonio ambiental de otra época sin embargo, el uso actual
de las tecnologias para grabar, fotografias de tablets, iPhone, teléfonos méviles, puede revertir
este problema. Como lo testimonia el siguiente caso:

El 7 de abril de 2013 a las cuatro de la mafiana exploto la fabrica de agroquimicos ATC ubicada en
el Parque Industrial Atitalaquia (forma parte del corredor industrial Tula-Tepeji). De acuerdo a las
autoridades solamente se recurrio a desalojar a los habitantes ubicados a 10 km a la redonda de la
fabrica. No ocurri6 nada dijeron. No hubo muertos, solamente un bombero intoxicado. Esta
explosién fue captada por teléfonos celulares en fotografias y videos, los cuales fueron subidos a
las redes sociales como el Facebook, Instagram, Twiter (Fig. 1 y Fig. 2).
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Figura 1. Explosion ATC AGROQUIMICOS ATITALAQUIA HIDALGO, Imagen del video
https://www.youtube.com/watch?v=iCoi05ASGFo subido por Pedro Olvera Rodriguez 18 Abril 2013.

Figura 2. Explosion ATC AGROQUIMICOS. Imagen diario la Jornada. 8 de abril 2013, la
imagen fue enviada via celular entre vecinos de los pueblos cercanos al lugar del incendio.
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Dialogo con académicos ¢Qué nos dicen las imagenes?

Para los toxic6logos de la UNAM que apoyan la Asamblea Nacional de Afectados Ambientales es
importante analizar la nube toxica que se forma al momento de la explosion, los diversos colores
que emanan dan indicios del material y la composiciéon quimica de los productos que se estan
quemando: Blanco para material vegetal; gris para caucho y otros productos de hule, amarillo-
naranja para productos quimicos y negro para productos de petroleo, acrilicos. También es
importante observar la estratificacion de la nube de humo, la altura alcanzada en la estratosfera,
las reacciones quimicas que estan ocurriendo.

El material que se quemdé en ATC agroquimicos era utilizado para la elaboracién de metamidofos
el producto que se elabora es conocido como Tamarén, un plaguicida organofosforado que
contiene alto contenido de Cloro. Al momento del incendio las moléculas reaccionaron generando
un alto contenido de diéxidos de Nitrogeno. De acuerdo a informes satelitales de la NASA las
concentraciones de éste compuesto quimico para la region Tula fue de 6 x 10", mientras gue en
afios posteriores a nivel regional por ser una zona industrial los valores oscilan entre 4x10" el
mismo informe reporta que la nube toxica se expandié en un radio de 68km en direccion sur-
noreste y 50 km al poniente, abarcando el Valle de México, Tizayuca, Huichapan.

5. DISCUSION

Si bien las redes sociales se utilizan con fines de entretenimiento también pueden ser una
herramienta para la detonacion de movimientos sociales como se demostré con la Primavera
Arabe. Puede ser un instrumento valioso para la creacion de redes de apoyo en la bisqueda de
soluciones a la problematica ambiental que estamos viviendo. No sélo se trata de la proletarizacion
de regiones rurales con campesinos venidos a las fabricas sino de la subsuncién real del medio
ambiente y el territorio a la légica de acumulacién del capital. Los efectos medioambientales, sus
consecuencias muchas veces pasan desapercibidos, colocando a la poblacién campesina en una
situacién de riesgo, por la laxitud de las leyes y ordenamientos ambientales, en el proceso actual
procesos mas sucios, mas depredadores del ambiente, mas generadores de residuos peligrosos
seran impulsados por las recientes reformas, sin embargo desde lo profundo del territorio surgen
voces que niegan que el tnico modelo es el hegemonico aunque tenga el apellido de sustentable o
verde. Pues, desde hace ya varios afios, los campesinos primeros pobladores de estas tierras
decian aprendieron a vivir con la naturaleza en forma compatible, casi armoniosa.

6. CONCLUSIONES

Ante el desastre socio-ambiental que se vive en la regién Tula-Tepeji que ha provocado el modelo
actual de acumulacion se requiere la colaboracién entre quienes viven en los territorios y los
expertos de la academia, las externalidades (la entropia) de los procesos productivos en forma de
contaminacion afecta a todos y otras formas de vida no humanas. El despojo histérico de agua,
tierra, bosques, naturaleza no puede quedar sin memoria. El acto de grabar, subir fotos a las redes
sociales contribuyen al abono de la memoria colectiva y de gran utlidad para futuras
investigaciones aunque los hechos hayan ocurrido mucho tiempo atras, los efectos que generaron
son a futuro.
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RESUMEN

El agua es uno de los recursos naturales que se ha contaminado a lo largo del tiempo, por las
industrias las cuales generan cada vez mas residuos que contaminan a este vital liquido. Una de
las industrias que mas contamina es la industria textil ya que los residuos que esta genera (los
colorantes) son mas dificiles de biodegradar por los métodos convencionales empelados en la
actualidad, debido a que estos residuos son cada vez mas solubles en el medio de dispersion y
resistentes a la luz y cambios de temperatura. Es por esta razén que se buscan nuevas
alternativas que sean baratas y eficaces en la remocioén de colorantes, como el quitosano, el cual
es un hiopolimero que se extrae de los exoesqueletos de los crustaceos y que posee la facilidad de
remover colorantes en agua debido a que es un biopolimero catiénico y que tiene la facilidad de
enlazarse a sustancias que estan cargadas negativamente tales como colorantes, proteinas y
lipidos. Debido a la eficiencia que presenta el quitosano de remover metales pesados, colorante y
microorganismos de medios acuosos, se puede considerar como un material natural renovable (til
para el tratamiento de aguas contaminadas. A través de la combinacion del método en caliente se
obtiene el quitosano de manera eficiente reduciendo costos y uso de reactivos. Este material se
emplea para la formacién de perlas para la remocién de colorantes en aguas.

1. INTRODUCCION

En la actualidad existen muchos métodos fisico y quimicos encargados de remover colorantes de
aguas que estan contaminadas con ellos, sin embargo el empleo de estos métodos en ocasiones
resulta mas contraproducente ya que se emplean una gran cantidad reactivos quimicos para tratar
de eliminar la mayor cantidad de colorante, lo que puede resultar en un exceso de quimicos que
pueden reaccionar con algun otro compuesto que se haya formado en el agua y originar
subproductos toxicos y que no son biodegradables, ademas de que los colorantes son muy
solubles en el agua por lo que su remocién no es tan facil por metros fisicos, los cuales garantizan
solo eliminar una cierta cantidad de ellos. Por otro lado existen otros métodos que son muy buenos
en la remocién de colorantes de las aguas, pero el inconveniente con estos métodos es que son
muy costosos y en algunas zonas su empleo no es viable, debido a la economia. Los métodos
biolégicos son otra alternativa para el tratamiento de las aguas contaminadas con colorantes; en
este tipo de métodos se emplean microorganismo que reaccionan con los compuestos que
conforman a los colorantes y asi poder reducirlos a formas mas sencillas y faciles de degradar.
Estos métodos pueden aerdbicos o anaerbbicos. El quitosano es un polimero catiénico, debido
que los grupos aminos libres que se encuentran a lo largo de la cadena polimérica poseen pares
libres de electrones que en presencia de protones acidos pueden ser protonados adquiriendo una
carga formal positiva, lo que provoca que el quitosano se comporte como un policatién, dicha
caracteristica hace que este biopolimero catiénico pueda enlazarse a lipidos, proteinas, colorantes
(sustancias cargadas negativamente); al igual que esta propiedad hace que pueda actuar como
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floculante, adsorbente y adherente, puede atrapar metales pesados. Debido a que la molécula del
quitosano posee grupos con pares de electrones libres como los grupos hidroxilo y amino, su
facilidad de formar puentes de hidrégeno con moléculas que posean hidrégenos acidos es mucho
mayor, por lo que puede poseer una estructura rigida y una buena estabilidad térmica llegando a
descomponerse a 170 °C. ™. El quitosano tiene la propiedad de impedir que los agentes
patégenoscomo los virus, bacterias y hongos puedan crecer; asi como también pueden activar la
resistencia sistematica adquirida de las plantas que son mecanismos de defensa contra ataques de
agentes externos. El mecanismo de defensa de manera natural funciona de la siguiente manera:
un agente patogeno infecta a la planta provocandole un dafio el cual queda guardado en la
memoria de la planta y promueve a que esta active sus mecanismos de defensa contra ataques
subsecuentes del agente patdgeno, tanto en el punto de infeccion como en zonas distantes a este;
mientras que el mecanismo de defensa con ayuda de una molécula inductora funciona de la
siguiente manera: la molécula inductora como el quitosano, actdan dentro del organismo activando
los mecanismos de resistencia sistematica adquirida de la planta contra el patégeno, retardando o
impidiendo su entrada a ella @ se ha demostrado gue el quitosano con menor grado de
desacetilacion y mayor caracter catiénico presentan mayor actividad inhibitoria en el crecimiento de
hongos; mientras que para hacer que el quitosano sea un buen antibacteriano, el pH debe estar
por debajo de 6, debido a que a este valor es soluble y puede actuar mejor sobre la superficie
externa de la bacteria, la cual estd cargada negativamente causando aglutinacion . Este
biopolimero presenta un alto peso molecular y una estructura lineal no ramificada lo que le
proporciona viscosidad en medios ligeramente &cidos, esta propiedad puede aumentar al
incrementar su concentracion en una solucién pero disminuye cuando el grado de desacetilacion y
la temperatura aumentan en la solucién Bl gl quitosano con un baio peso molecular presenta baja
viscosidad, llegando a ser soluble en soluciones acuosas neutras ,

2. METODOLOGIA

Sobre un bafio de agua fria se coloca un vaso de precipitados, al cual se le colocé 50 gr de
desecho de jaiba (seca y triturada) y se le agregd de 5 en 5 mL de acido clorhidrico concentrado
hasta a completar 50 mL, la reaccién de dejo por un tiempo de 10 minutos a una temperatura de 5
«C, transcurrido este tiempo se agreg6 agua destilada en proporcién 1:3 agua /acido, esta solucion
se filtré al vacio como se muestra en la figura 1.

Fig. 1 Filtrado de la cascara desmineralizada

Las aguas madres que se obtuvieron del filtrado se le agrego una solucién de hidréxido de sodio o
de potasio al 70%, hasta que dej6é de formarse un precipitado blanco, la solucién se dej6 reposar
por un periodo de 24 horas y se filtr6 posteriormente se hizo reaccionar el precipitado blanco con
20 mL de &cido clorhidrico al 30 % por un tiempo de 120 min, a una temperatura 60°C y con
agitacion constante como se muestra en la figura 2. Transcurrido este tiempo la solucién se filtré y
se dejo secar obteniendo quitina.

Por otra parte la cascara desmineralizada se colocé en un vaso de precipitados con 30 mL de
perdxido de hidrogeno al 30 % dejandola reaccionar por un periodo de tiempo de 60 min a una
temperatura de 40 C y con agitacion constante para que la muestra se decolore como se muestra
en la figura 3, pasado este tiempo la solucion se filtro.
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Fig.3 Decoloracién de la quitina con temperatura

El siguiente paso fue desproteinizar la muestra con una solucion de hidroxido de potasio al 15%
agregando 5 gr de Hidrosulfito de sodio , la reaccion se dejo por un tiempo de 120 min, a una
temperatura de 75 C y agitacion vigorosa como se muestra en la figura 5, en este paso se obtiene
la quitina, la cual se puso a reaccionar agregando una solucion de hidroxido de potasio al 2%,
para llevar a cabo la purificacion de esta por un de tiempo de 120 min a una temperatura de 40 C
y agitacion como se muestra en la figura 6, pasado este tiempo la solucién se filtré y la quitina
obtenida se dejo secar a temperatura ambiente por un periodo de 24 horas.

Fig. 5 Desproteinizacion Fig. 6: Purificacion

La Quitina obtenida tanto de las aguas madres como de las cascaras se desacetilaron cuando se
hizo reaccionar en una solucion de hidroxido de potasio al 70% por de tiempo de 120 min, a una
temperatura de 120 Cy agitacion, luego se realiza una segunda desacetilacion con NaOH al 70%
por un periodo de tiempo de 120 min, a una temperatura de 120 °C y agitacién vigorosa como se
muestra en la figura 7, obteniendo finalmente Quitosano.

Fig. 7: Desacetilizacion de la quitina con hidroxido de potasio y sodio al 70% y obtencion de
quitosano
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Formacion de perlas.

El quitosano obtenido del método en caliente se disolvi6 en &cido acético al tres por ciento para
la formar perlas las cuales fueron empleadas en la remocién de colorantes en aguas de esta
manera poder comprobar la efectividad del quitosano obtenido.

La técnica que se siguié para la formacion de perla fue la de entrecruzamiento de quitosano con
glutaraldehido: Se disuelve el quitosano en acido acético diluido con agitacion vigorosa hasta
obtener una solucién viscosa y transparente, la cual se adiciona gota a gota sobre una solucion de
KOH al 2 N, formandose al instate las perlas y siendo agitadas por un orbital. Posteriormente las
perlas se filtran y se lavan con agua, y se depositan en una solucién de glutaraldehido al 2.5% con
agitacion como se puede observar en la figura 8a Por otro lado se realiza nuevamente la formacién
de perlas de quitosano sin gluteraldehido, siguiendo los pasos anteriores, obtenido las perlas como
se muestran en la figura 8b.

Figura 8a formacioén de perlas de quitosano con glutaraldehido y 8b sin glutaraldehido

Las soluciones obtenidas se probaron con 0.2 g de quitosano en perlas, aglutinadas con
glutaraldehido y sin gluteraldehido durante un tiempo de ocho dia, posteriormente se les midio la
absorbancia mediante espectroscopia UV-VIS en las aguas resultantes para medir la
concentracién de colorante retenido perlas de quitosano, como se muestra en la figura 9.

muestra

{ dia 1 ’ ‘ dia 5 ’ ‘ dia 8 ‘

_i.0.0ng

Fig. 9 Tratamiento con perlas de quitosano de aguas contaminadas con colorantes puesta
durante 8 dias
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En la figura 10 y 11 se puede observar la funciéon del quitosano como retenedor de colorante solo
que este es retenido con mayor eficiencia cuando este se encuentra con gluteraldehido

]

Fig. 10 Perlas de quitosano reticuladas con glutaraldehido

UK Y

Fig 11 perlas de quitosano sin glutaraldehido

Tabla 12: Calculo de la concentracion de colorante presente en las aguas tratadas con

quitosano.

Muestra 1:
0.01g
colorante/100
ml agua.
Muestra 2:
0.05g
colorante/100
ml agua.
Muestra 3: 0.1g
colorante/100
ml agua.
Muestra 4: 0.5g
colorante/100
ml agua.
Muestra 5: 1g
colorante/100
ml agua.

Perlas de Quitosano

0.044848 = 0,0124x + 0.038
x = (0.0124 — 0.038)/0.0448438
x = 0.55064 ppm

0.0643 = 0,0016x + 0.0224
x = (0.0224 — 0.0643)/0.0016
x =26.1875 ppm

0.063105 = 0.0029x + 0.0172
x = (0.0172 — 0.063105)/0.0029
x = 15.82931 ppm
0.81972 = 0.0005x + 2.0039
x = (2.0039 — 0.81972)/0.0005
x =2368.36 ppm
1.7256 = 0.0001x + 2.7544
x = (2.7544 — 1.7256)/0.0001
x = 10288 ppm
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Perlas de Quitosano
Entrecruzado con
glutaraldehido

0.022068 = 0,0124x + 0.038
x = (0.0124 — 0.038)/0.022068
x =1.2848 ppm

0.11571 = 0,0016x + 0.0224
x = (0.0224 — 0.11571)/0.0016
x = 58.31875 ppm

0.14433 = 0.0029x + 0.0172
x = (0.0172 — 0.14433)/0.0029
x =43.8379 ppm
0.3073 = 0.0005x + 2.0039
x = (2.0039 — 0.3073)/0.0005
x =3393.2 ppm
0.26852 = 0.0001x + 2.7544
x = (2.7544 — 0.26852)/0.0001
x = 24858.8 ppm



3. CONCLUSIONES

Se logré obtener quitosano por medio de la combinacion de dos métodos en frio y caliente. Sin
embargo se pudo comprobar que el método mas eficiente fue por el método en caliente debido a
que el quitosano que se obtuvo siguiendo el método en frio no paso la prueba de la solubilidad
siendo esta una de las pruebas mas importante en a caracterizacién del quitosano

La prueba de solubilidad en &cido acético al 3% y 6% fue eficiente para el quitosano obtenido por
el método en caliente debido a que en la literatura muestra que este es el rango en el que se
disuelve el quitosano, mientras que por el método en frio no hay buena solubilidad.

Una prueba final fue la aplicacion en forma de perla que se le dio al quitosano obtenido por el
método en caliente en la formacion de las perlas reticuladas con gluteraldehido ya que el
quitosano obtenido por el método en frio no paso las prueba de solubilidad no permitié la
formacién de las perlas.

Se demostro la eficiencia de retencién de colorante en aguas del quitosano obtenido por el método
en caliente por medio de la medicion de UV-Vis ya que por si solo demostrd ser un buen retenedor
de colorante
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RESUMEN

La longitud telomérica y el nimero de copias de ADN mitocondrial (ADNmit) pueden sufrir
alteraciones por exposicion a contaminantes ambientales en los seres vivos. En México existe una
probleméatica de impacto ambiental que ha incrementado en los Ultimos afios ocasionada por
diversos factores sobre el medio ambiente. El municipio de Salamanca, Guanajuato presenta altos
niveles de toxicos debido al asentamiento industrial, por lo que en este proyecto se determind la
asociacion de ambos biomarcadores en 98 nifios mexicanos entre los 6 a 12 afios que asisten a
cuatro escuelas ubicadas en la zona industrial. Se aisl6 el ADN de 98 nifios a partir de sangre
periférica, se determiné la longitud telomérica relativa y el nimero de copias de ADNmit por PCR
cuantitativa usando el gen de beta-globina como referencia. Se obtuvieron las medias de la
longitud telomérica relativa y el nUmero de copias de ADNmit obteniendo una correlacion de 0.72
(p<0.0001). Al analizar estos pardmetros por sexo, edad e indice de masa corporal no se
observaron diferencias estadisticamente significativas. Los resultados obtenidos pueden sugerir
una co-regulacion de ambos biomarcadores y un posible efecto del impacto ambiental sobre los
mismos. Sin embargo, es necesario analizar otros factores ambientales, nutricionales, sobre estilo
de vida y genéticos que pueda influir en ambos biomarcadores.

1. INTRODUCCION

Actualmente, el aumento de casos por exposicion a agentes téxicos en México ha provocado la
preocupacion de cientificos y de la poblacion, implicando la evaluacion de los dafios que provocan
en los distintos estados del pais y en la poblacién vulnerable a exposiciones debido a actividades
antropogénicas, a contaminantes naturales, al consumo de productos contaminados, al estilo de
vida y al ambiente laboral. El estado de Guanajuato no ha sido la excepcion, En la region de El
Bajio, se ha desarrollado la agricultura, ganaderia e importantes empresas hacionales y
extranjeras de distintos giros para la economia del pais (automotriz, industria quimica,
electrodomésticos, cuidado personal, agroindustria, etc.) han construido sus fabricas en esta zona
y constituye un importante corredor industrial que va desde Apaseo el Grande hasta Ledn, Celaya,
Salamanca e Irapuato los cuales, por sus actividades, han sido impactados ambientalmente.

En este contexto, uno de los municipios que ha sido afectado ambientalmente de forma constante
es Salamanca y su actividad econdémica dominante es la industrial y agricola. Salamanca posee un
historial ambiental deteriorado en las distintas fuentes primordiales: agua, suelo y aire, las cuales
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representan un riesgo en la salud de los habitantes principalmente en la poblacion infantil y en los
trabajadores que laboran en las zonas industriales.

2. TEORIA

Los telomeros son secuencias repetitivas de ADN situados en los extremos de los cromosomas
lineales los cuales se encargan de proteger a los genes del organismo de ser erosionados a través
de los ciclos sucesivos de replicacion del ADN (Campbell, 2007). Los telémeros son muy sensibles
a la presencia de radicales libres y existe una relacion causa-efecto entre dafio telomérico y estrés
oxidativo, observandose notables acortamientos teloméricos en los cromosomas de las células del
organismo. Por ello, el acortamiento telomérico es un biomarcador molecular de efecto temprano
que puede ser medido en poblaciones expuestas a distintos compuestos toxicos (Tyrka, et
al.,2015).

Por otra parte, la mitocondria es un organelo celular de generacién de energia que convierte la
ingesta de alimentos en adenosin trifosfato usando la cadena de transporte de electrones
produciendo especies reactivas de oxigeno que pueden conducir a un dafio al ADN mitocondrial y
un deterioro de la cadena respiratoria.

Debido a que Salamanca es un municipio con actividad petroquimica y energética, las emisiones
de contaminantes podrian estar impactando a los habitantes del municipio a niveles subclinicos
siendo la poblacion infantil uno de los sectores mas vulnerables. Uno de estos contaminantes es el
benceno, cuya exposicién prolongada provoca anemia, alteraciones en médula 6sea y huesos y
leucemia, entre otros (ATSDR, 2007). Un metabolito del benceno en orina es el acido trans, trans-
muconico el cual es un biomarcador de exposicion a benceno y que puede ser medido en
poblacién expuesta. Un marcador molecular actualmente correlacionado con la exposicién a
benceno es el numero de copias de ADN mitocondrial (Carugno, et al., 2012).

Por lo anterior, se propuso determinar el nUmero de copias de ADNmit y la longitud telomérica de
forma relativa, en sangre periférica de nifilos que asisten a escuelas cercanas o dentro de las zonas
con actividad industrial, asi como la correlacion entre ambos biomarcadores.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Se incluyeron 98 nifios (43 nifios y 55 nifias) de entre 6 y 12 afios que asistian a cuatro escuelas
primarias cercanas a la zona industrial de Salamanca, Gto. en donde se determiné el &cido t,t-
muconico en orina como biomarcador de exposicion a benceno mediante cromatografia de liquidos
de alta eficacia. Se aisl6 ADN a partir de sangre periférica de todos los nifios y se determiné la
longitud telomérica y el numero de copias de ADN mitocondrial, ambos de forma relativa mediante
PCR cuantitativa usando el gen de beta-globina como referencia (Cawthon, 2009). Se realizaron
analisis de correlacion entre el biomarcador de exposicion y los biomarcadores de efecto, asi como
entre éstos ultimos.

4. RESULTADOS

La concentracién promedio que se obtuvo del &cido trans, trans-mucdnico, fue de 177.41 ug/g de
creatinina (DE+127.65), estando por debajo del valor de referencia (NOM-047-SSA1-2011 (ACGIH,
2016) en los nifios de la zona industrial. No se encontraron diferencias significativas en el namero
de copias de ADN mitocondrial y la longitud telomérica entre los subgrupos clasificados por edad
(6-9 vs. 10-12 afios), por género, ni por el indice de masa corporal (normal vs. sobrepeso-
obesidad) (Tabla 1). Se encontré un coeficiente de correlacién de Pearson de 0.72 (P>0.001) para
log-normal de la longitud telomérica y log-normal para el nimero de copias de ADN mitocondrial.
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Tabla 1. Comparacion de medias de longitud telomérica y nUmero de copias de ADN mitocondrial
por edad, género e indice de masa corporal.

Variable Longitud Ndmero de
telomérica copias de ADN
(mediat SD) mitocondrial

(mediatSD)

Todos (n=98) 1.03+0.74 1.57+1.53

Edad

6-9 afios (n=32) 1.02+0.78 1.5+1.45

10-12 afios (n=55) | 1.04+0.72 1.62+1.57
0.84* 0.17*

Género

Hombre (n=43) 0.99+0.69 1.57+1.75

Mujer (n=55) 1.05+0.76 1.54+1.32
0.85* 0.84*

indice de masa

corporal

Peso normal | 1.1+0.74 1.56+1.53

(n=85)

Sobrepeso- 1.13+0.7 1.61+1.41

obesidad (n=13)
0.43* 0.52*

*Valor de P, Mann-Whitney U Test

5. CONCLUSIONES

Una correlaciéon entre la longitud telomérica y el ndmero de copias de ADN mitocondrial
considerable podria influir a que la poblacién de estudio esté en riesgo y a la prevencién de un
futuro con alto impacto ambiental. A pesar de que este estudio refleja un panorama especifico
hacia un contaminante, es importante estudiar una co-exposicién con algun otro téxico involucrado
en la region de estudio, analizar otros téxicos individuales y considerar que se tienen distintos
factores ambientales, nutricionales y genéticos que pueden alterar los procesos biolégicos de cada
individuo.
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RESUMEN

En el presente trabajo se desarroll6 una metodologia novedosa y se aplic6 a la sintesis de
compuestos heterociclicos nitrogenados de tipo tetrakis-tetrazoles 1,5-disustituidos; la estrategia
sintética se basa en el uso de la reaccién de multicomponentes (RMC) Ugi-azidal(a-b) mediante
un proceso “one pot”. Los productos Ugi-azida generados in situ actian como componente amino
en el proceso de post-condensacion via una reaccion Ugi-azida repetitiva.

Los heterociclos tetrazol tienen la capacidad de formar complejos de coordinacion con metales
pesados, en este contexto, se propone la sintesis de tetrakis-tetrazol-etanodiaminas, de gran
interés en quimica ambiental ya que pueden tener una potencial aplicacion en remediacion de
metales pesados presente en muestras de aguas contaminadas.

Inicialmente se llevd a cabo la sintesis de una familia de N1,N1,N2,N2-tetrakis((1H-tetrazol-5-
illmetil)Jdiaminas en una etapa de reaccién, a partir de la etilendiamina, paraformaldehido, un
isonitrilo y la trimetilsililazida para obtener moléculas con cuatro anillos de tetrazol, con posible
aplicaciébn como agentes quelantes para evaluar su habilidad de atrapar iones metalicos.

1. INTRODUCCION

La reaccién de multicomponentes (RMC) de Ugi constituye en la actualidad una herramienta muy
poderosa en la sintesis organica,2 ya que permite obtener compuestos heterociclicos y
poliheterociclicos nitrogenados con diferente naturaleza estructural. La combinacion de la RMC-I
con otros procesos quimicos permite incrementar el potencial sintético de esta reaccion y sintetizar
productos naturales y otros compuestos de cierta complejidad de interés en diversas areas de la
quimica (Figura 1).3(a-d)

A diferencia de las sintesis multietapas, que se llevan a cabo de manera divergente en varias
etapas de reaccién con una baja eficiencia y baja diversidad orientada a una molécula especifica;
las RMC son procesos convergentes, en las cuales tres o0 mas materiales de partida reaccionan
para formar un aducto, que contiene todos o la mayoria de los atomos de los reactivos de partida.4
Una de las grandes ventajas de las RMC es la posibilidad de generar diversidad estructural
cambiando la naturaleza de uno o mas materiales de partida, asi mismo permite generar librerias o
familias de compuestos estructuralmente diferentes.3

Contrario a las metodologias tradicionales multipasos usadas para generar moléculas de cierta
complejidad molecular, las RMC permiten preparar dichas moléculas en un solo paso de
reaccion.5(a-b)
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El término “metal pesado”, a pesar de ser ampliamente utilizado entre los profesionales y
cientificos, no tiene una base cientifica rigurosa o una definicién quimica. Aunque muchos de los
elementos que se enlistan en el término “metal pesado” tienen una gravedad especifica mayor que
cinco, existen diversas excepciones a esta regla.

Estrictamente, y desde el punto de vista quimico, los metales pesados estan constituidos por
elementos de transicion y post-transicién incluyendo algunos metaloides como el arsénico y
selenio. Estos elementos tienen una gravedad especifica significativamente superior a la del sodio,
calcio, y otros metales ligeros. Por otro lado, estos elementos se presentan en diferente estado de
oxidacién en agua, aire y suelo y presentan diversos grados de reactividad, carga ionica y
solubilidad en agua.

O NH
SH
0 E
HM HM ,é/
O HN HN
7 EP = Enzima
2 Peroxidasa
2
Biosensores amperométrico '
= | o] O NANOTECNOLOGIA
YN
o N\©/\C' ) — PRODUCTOS
L AGROQUIMICA C NATURALES Y —
\;ﬁ @ FARMACOS
N=N -,
Contra el virus del POLIMEROS
mosaico del tabaco
Antitumoral
( 3 L Yondelis ®

m=8
Ry = Bn, 4-OMe-Bn, 2-NO;-Bn, MeCO,CHz,
Rz = Cy, I-Bu, MeCO5(CH;)s, t-Bu0,C,2-NO5-Bn

Poliamidas

Figura 1. Aplicaciones del proceso RMC.

Una forma opcional de nhombrar a este grupo es como “elementos téxicos”, los cuales, de acuerdo
a la lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados

1012



Unidos (USEPA), incluyen a los siguientes elementos: arsénico, cromo, cobalto, niquel, cobre, zinc,
plata, cadmio, mercurio, titanio, selenio y plomo.6, 7

Las principales amenazas para la salud humana atribuida a metales pesados estan asociadas con
la exposicién al plomo, cadmio, mercurio y arsénico. Estos metales han sido ampliamente
estudiados y sus efectos sobre la salud humana son revisados periédicamente por los organismos
internacionales como la OMS.

Datos recientes indican que los efectos adversos para la salud de la exposicion a metales pesados
puede ocurrir a niveles de exposicion mas bajos de lo previsto, sobre todo en forma de dafio renal,
efectos 6seos, degeneracion del sistema nervioso central, dafios en vias respiratorias, cancer,
entre otros. Muchas personas en el mundo ya superan estos niveles de exposicion; por lo tanto, se
deben tomar medidas para reducir la exposicion a metales como el cadmio en la poblacién en
general a fin de minimizar el riesgo de efectos adversos para la salud. La poblacién general esta
expuesta al plomo presente en el aire y los alimentos en proporciones aproximadamente iguales.8

Una de las formas mas utilizadas de remediacion de metales pesados en diferentes entornos, se
realiza a través de la utilizacion de compuestos organicos que actian como ligantes y que son
capaces de “atrapar” los diferentes iones metalicos modificando, inhibiendo o incluso eliminando la
toxicidad de los metales. Un tipo de ligantes en desarrollo en los UGltimos afios son los del tipo
tetrazoles, los cuales cuentan con una potencial actividad “quelante” para diversos iones metalicos.

Algunas aplicaciones de los compuestos que contienen anillos de tetrazol han sido reportadas por
el grupo de investigacion de Touti y colaboradores en 2009 y 2010,9(a-b) quien se ha enfocado a
la sintesis de compuestos que actuan como quelatos tipo EDTA, los cuales denominaron N,N,N’N’-
tetrakis(tetrazolilmetil)-1,2-etanodiamina 12 (EDTT), usados en la quimica de coordinacion como
ligantes. Este grupo de investigacién utiliza diferentes metodologias multietapas para unir varios
ndcleos de tetrazol 1,5-disustituidos y obtener productos con 2, 3 y 4 anillos de este heterociclo
(10, 11 y 12 respectivamente) (Figura 3); la metodologia consistié6 en hacer reaccionar azida de
sodio con nitrilos. Otros ligantes que contienen el ndcleo de tetrazol han sido reportados para la
formacién de complejos de coordinacidon con metales como lantanido, denominados H3pytctcn 13 y
H2terpytz 14 (Figura 2) y metales como estroncio y bario.10

N—n

7 Bn,
N=N N\ =N
| NH N N W
S Rl N=N SN
NF i
N N N
\+ —\ Bn~— '\
NH, | A N N I J/
CI N Z\N-Bn
2N N HN—RN, NN
N N=N
;= N S NS
o 0 =
N=N = “Bn
10 68% 11 54% 12 82%
N—
v NH S/
N N
WP | A NN s
= N
:
!
N
NN
=N
13 Hzpytzten 14  Hyterpytz

Figura 2. Compuestos los que contienen mas de un anillo de tetrazol.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

La metodologia propuesta se basa en una RMC Ugi-azida repetitivall utilizando materiales de
partida accesibles, tales como la etilendiamina 15, el formaldehido 16 el isonitrilo 17 y la TMSN3 18
como fuente de azida para la preparacién de bis-tetrazoles 1,5-disustituidos 19, mediante un
proceso de post-condensacion in situ en el cual, el bis-tetrazol actian como una diamina
secundaria en un segundo proceso de RMC Ugi-azida para generar heterociclos nitrogenados del
tipo N1,N1,N2,N2-tetrakis((1H-tetrazol-5-i)metil)etano-1,2-diamina 20 conocidos como tetrakis-
tetrazoles, que contienen en su estructura cuatro anillos de tetrazol.

Sintesis de tetrakis-tetrazoles

En base a los reportes descritos en la literatura se llevé a cabo la sintesis de los compuestos que
contienen anillos de tetrazol 20(a-b): En un matraz redondo equipado con una barra de agitacion
magnética se disolvié etilendiamina 15 (1.0 equiv.), paraformaldehido 16 (4.0 equiv.), isonitrilo 17
(4.0 equiv.), azidotrimetilsilano 18 (4.0 equiv.) e hidroxido de sodio (0.05 mol %) en MeOH (1.0M).
La mezcla resultante se agité durante 1h a temperatura ambiente bajo atmdésfera inerte de N2.
Después de 1h en agitacion vigorosa, el disolvente fue evaporado bajo condiciones de presién
reducida; el avance de la reaccibn se monitore6 mediante cromatografia en capa fina.
Posteriormente el crudo de reaccién se precipitd, obteniendo los productos 20(a-b).

4. RESULTADOS

En este trabajo se describe la sintesis rapida de tetrakis-tetrazoles 1,5-disustituidos 20 (a-b) con
buenos rendimientos (75-83%) mediante una RMC Ugi-azida repetitiva libre de catalisis. Las
condiciones de reaccion fueron optimizadas empleando materiales de partida comercialmente
accesibles, tales como la etilendiamina 15, el paraformaldehido 16, isonitrilos 17 y la TMSN3 18 en
MeOH en condiciones de reaccién suaves (temperatura ambiente) (Figura 3). Estos rendimientos
no dependen de la naturaleza estructural y electrénica del componente isonitrilo de partida. Como
se puede observar, en el proceso de Multicomponentes se utilizaron aril y aquil-isonitrilos lo que
permitid modificar na naturaleza estructural y electrénica del sustituyente en atomo de nitrégeno
del anillo de tetrazol. Por lo tanto, la principal contribucién de nuestro trabajo es la simplicidad
operativa de esta metodologia de Multicomponentes para acceder a bibliotecas de nuevos tetrakis-
tetrazoles 1,5-disustituidos en condiciones suaves. En comparaciéon con otros reportes en los que
se requieren altas temperaturas, catalizadores, medios acidos fuertes o metodologias que
involucran varias etapas de reaccion.9,10,12,13,14 Los tetrakis-tetrazoles 1,5-disustituidos 20(a-b)
obtenidos en este trabajo podrian ser usados como precursores de agentes quelantes con
potencial aplicacion en remediacion de metales pesados.

R
AN
N/N

\
H N4
0o L N—N N
A~ RMC Ugi-azida // \
H,N NH, 4 )I\ R, R N N
15 H H N
16

N—n" Z\N/N RMC Ugi-azida

MeOH, T.A. /4 A\Y repetitiva | N—N

NC roveryw L NS G A R SO — " R, N
4 Rz/ NaOH 0.05 mol % N ~ N H N /N
17 4 TMSN; 4-7h N\
18 H 19 H
H Ry
RZ\N N N
R, = Cy, 2,6-(Me),Ph, 4-OMePh, r-Bu \N_ N/

Figura 3. Esquema general de sintesis de N1,N1,N2,N2-tetrakis((1H-tetrazol-5-il)metil)etano-1,2-
diaminas.
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En la figura 4 se observan los productos obtenidos mediante la metodologia propuesta, la cual
involucra una RMC Ugi-azida repetitiva con rendimientos buenos, en una etapa de reaccion; estos
productos fueron caracterizados mediante técnicas de Resonancia Magnética Nuclear 1H-RMN y

13C-RMN.
Q /N\
N=N N—N | N™ SN
/ \ \\N /N \N/
I N_ _H N N M
HTONT \S\ ~ \S\
N
N % H N7 N
N\\ - H N\ NQQ\H \N;N
_ = /
N—N N N

20a 83% 20b  75%

Z\Z

Figura 4. Sintesis de N1,N1,N2,N2-tetrakis((1H-tetrazol-5-il)metil)etano-1,2-diaminas 20(a-b).

Los tetrakis-tetrazoles 1,5-disustituidos presentan diferente patrén de sustitucién en el anillo de
tetrazol (componente isonitrilo). Lo que permitira evaluar el efecto del sustituyente en el proceso de
coordinacién con iones metélicos.

Perspectiva

Se llevara a cabo la sintesis de compuestos de coordinacion utilizando diferentes sales de metales
de transicion que se elegiran dependiendo de la naturaleza estructural y electrénica de los
productos sintetizados. La técnica para la formacion de los compuestos de coordinacion consiste
esencialmente en la mezcla de reaccion entre la disolucion de la sal del cation metélico con la
disolucién del ligante, en diferentes proporciones (metal:ligante), ya que dependiendo de las
caracteristicas coordinantes del ligante, dichas proporciones pueden variar a 2:1 (metal: ligante), o
incluso 3:1 para casos especiales, dependiendo de la naturaleza del ion metélico y de las
propiedades del ligante.

5. CONCLUSIONES

Los tetrakis-tetrazoles 1,5-disustitidos fueron preparados en una etapa de reaccién en buenos
rendimientos (75-84%) mediante una metodologia basada en la reaccion de multicomponentes
Ugi-azida bajo condiciones de reaccién suaves y libre de catélisis.

Los productos obtenidos se utilizardn como precursores para formar complejos de coordinacién
con el propésito de que permitan aplicar en remediacion de metales pesados en muestras de
aguas contaminadas.

La RMC Ugi-azida repetitiva es un método versatil y eficiente en la sintesis de politetrazoles, ya
que esta metodologia permite la sintesis de familias de compuestos con aplicaciéon en quimica de
coordinacion los cuales contienen varios anillos de tetrazol en su estructura,
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RESUMEN

Las bacterias patdgenas que invaden al ser humano han desarrollado mecanismos para adquirir
hierro a partir de metaloproteinas como la lactoferrina (Lf), ferritina (Ft), transferrina (Tf) y
hemoglobina (Hb), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es una bacteria Gram negativa,
encapsulada, anaerobia estricta, coloniza el surco gingival, la presencia de esta bacteria esta
relacionada con sangrado por destruccién cronica del periodonto y gingivitis. P. gingivalis requiere
de hierro para su metabolismo y es incapaz de sintetizar anillos de protoporfirina, los cuales podria
obtener a partir de fuentes como la Hb, abundante durante el sangrado. Nos propusimos identificar
mediante un analisis in silico proteinas de P. gingivalis que tengan afinidad por la Hb. Se realiz6
una busqueda de secuencias proteicas en el servidor NCBI, BLASTP contra el proteoma de P.
gingivalis. Se obtuvieron las secuencias y se alinearon en el programa ClustalW, se realiz6 un
modelaje de las secuencias encontradas con el servidor CPHModels y con el programa PyMol V
0.99 se realiz6 un modelaje tridimensional con la informacién obtenida. Tras este analisis
encontramos que P. gingivalis posee proteinas de membrana capaces de unir hemoproteinas
como la Hb y de esta manera satisfacer sus necesidades de hierro y protoporfirina.

1. INTRODUCCION.

El hierro es un elemento esencial para el ser humano, forma parte de la estructura de proteinas y
es necesario para el buen funcionamiento de enzimas donde es parte del centro catalitico’. Sin
embargo el hierro tiene la capacidad de generar radicales libres por lo que es necesario
almacenarlo en metaloproteinas como lactoferrina (Lf), ferritina (Ft), transferrina (Tf) y hemoglobina
(Hb); por lo tanto las bacterias patégenas han desarrollado mecanismos para adquirir hierro a partir
de estas metaloproteinas. Un ejemplo son las proteinas de membrana capaces de unir Hb, estas
proteinas presentan caracteristicas que le confieren esta capacidad de union, en concreto se trata
de motivos de aminoacidos que son conocidos como FRAP y NPNL?. Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis) es una bacteria gram negativa, inmévil, anaerobia estricta, posee factores de virulencia
gue le permiten colonizar el surco gingival a través de enzimas proteoliticas, fimbrias y vesiculas; la
presencia de esta bacteria esta relacionada con la destruccién cronica del periodonto, gingivitis,
pulpitis y abscesos periodontales y al igual que otras bacterias patégenas requiere de hierro para
su metabolismo, ademas, P. gingivalis es incapaz de sintetizar anillos de protoporfirina 1X los
cuales también podria obtener a partir de la Hb®. La presencia de P. gingivalis a nivel de cavidad
oral provoca sangrado, lo cual aprovecha la bacteria para satisfacer sus necesidades de hierro y
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protoporfirina 1X, sin embargo se desconoce qué proteinas de membrana posee P. gingivalis para
hacerse de estos elementos, por lo que nuestro objetivo es localizar en el proteoma de
Porphyromonas gingivalis proteinas con la capacidad de unir hemoglobina.

2. PARTE EXPERIMENTAL.

Para el analisis in silico se utilizé la proteina ChuA (Q7DB97) de E. coli ECEH 0157:H7 que tiene
la capacidad de unir Hb a través de los motivos FRAP y NPNL (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), la
secuencia de aminoacidos de la proteina ChuA fue lanzada contra el proteoma de P. gingivalis
utilizando el servidor: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins, las proteinas
encontradas fueron analizadas en busca de los motivos FRAP y NPNL en el servidor ClustalwW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), posteriormente se analizé un fragmento de las proteinas
que contenian los motivos FRAP y NPNL mediante el programa JalView 2.8. Finalmente se realizd
un modelaje de las secuencias encontradas con el servidor
http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels obteniéndose un archivo PDB el cual fue modelado
tridimensionalmente con el programa PyMol 0.99.

3. RESULTADOS.

La proteina ChuA de E. coli fue utilizada como molde para lanzarse contra el proteoma de P.
gingivalis, la informacién recibida de este servidor nos mostré un total de 4 proteinas, las cuales
son homologas y tienen similitud entre un 16 y 80% con la proteina molde (Figura 1).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments |1 ; Graphics | | O
‘| Description sl\::l::e ::;: S;:g vallsue Ident Accession
J TonB-dependent receptor [Porphyromonas gingivalis| 69.3 103 30% 2e-13 32% WP_005874678.1
[J TonB-dependent receptor [Porphyromonas gingivalis| 59.7 597 80% 2e-10 23% WP_005873547.1
O TonB-dependent receptor [Porphyromonas gingivalis| 589 589 66% 5e-10 23% WP_005874911.1
[J TonB-dependent receptor [Porphyromonas gingivalis] 489 489 16% 5e-07 30% WP_005873589.1

Figura 1. P. gingivalis posee 4 proteinas de membrana con secuencia homologa a la proteina
ChuA de E. coli.

Con el nimero de acceso obtenido se buscé mas informacion de la proteina en el servidor
http://www.uniprot.org/ (Tabla 1).

Se obtuvo la secuencia de los aminoécidos en formato FASTA para poder realizar la comparacion
de las secuencias en el servidor ClustalW, tras realizar el alineamiento se puede observar que las
proteinas analizadas tiene poca similitud entre si y que son pocos los aminoacidos conservados a
lo largo de la secuencia (Figura 2, asteriscos).

Con el alineamiento obtenido se seleccion6 la zona donde se encontraron los motivos FRAP y
NPNL con la finalidad de resaltarlos y demostrar que dichos motivos se encontraron en todas las
secuencias (Figura 3).

Por dltimo se realizé el modelo en el espacio de las proteinas, se puede observar que a pesar de lo
poco conservadas que son entre si, las secuencias son muy parecidas estructuralmente hablando,
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las proteinas modeladas tienen forma de proteina en barril, que es propia de proteinas de
membrana y los motivos FRAP y NPNL se encuentran en la parte apical de la proteina y de
manera expuesta (Figura 4).

Tabla 1. Se resumen las principales caracteristicas de la proteina ChuA de E. coli que sirvié de
molde, asi como de las proteinas obtenidas en el analisis in silico, pertenecientes a P. gingivalis.

I R R T
Q7DB97 chuA 72.42
FS5HHM2 PG _0707 848 94.45
F5HFX8 PG_2008 833 92.74
F5HE36 PG _0668 757 84.51
Q7MUG9 HmuR 646 73.11

Figura 2. Fragmento del alineamiento de las proteinas encontradas, se aprecia que a pesar de que
las proteinas son homologas tienen poca similitud y que los aminoacidos conservados son pocos

(asteriscos).

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

E-coli-ChuA
P-gingivalis-FSHFX8
P-gingivalis-FSHHM2
P-gingivalis-HmuR
P-gingivalis-FSHE36

E-coli-ChuA
P-gingivalis-FSHFX8
P-gingivalis-FSHHM2
P-gingivalis-HmuR
P-gingivalis-FSHE36

E-coli-ChuA
P-gingivalis-FSHFX8
P-gingivalis-FSHHM2
P-gingivalis-HmuR
P-gingivalis-FSHE36

E-coli-ChuA
P-gingivalis-FSHFX8
P-gingivalis-FSHHM2
P-gingivalis-HmuR
P-gingivalis-FSHE36

E-coli-ChuA
P-gingivalis-FSHFX8
P-gingivalis-FSHHM2
P-gingivalis-HmuR
P-gingivalis-FSHE36

-MSRPQFTSLR--LSLLALAVSA= === = === === == mmmmmmmmeemeemememeeee
MKQLNIISFIIAFL-FLGTSASA- - - - -QQSGGSVTGTVVDKSSKEPTAYVQVFVKGTTL
MIGKKIFFILLALIAFSGLNAATDTEFKYPTDANIIGHVKDSKTGEHLVGITIAIKGTTF
MKSVVTKQALIGLL -FFSISIYS= === =nnnmmmmmmmmmmmmemeeoeemeemeeeen
MRTKTIFFAIISFIALLSSSLSA------ QSKAVLTGSVSDAETGEPLAGARIEVKHTNI

------------- TLPT=ccocecccccomcccccacacaccacanassc=<FAFATETM
GTSTDANGNYSIKGIPSGNQTIVARLMGYSTCEEKVHIEKGGSRHVDLYLTEEILSLDGY
GTSTDATGHYYLRNLRPGEITLIMRGMGYKSQERVVRVEKDKTIEVNFEAEEDAINLDEV
---------- HAANPPAQPTDTIVSG---===================-----NIALEDI
VAGADAGGHF EIKNLPAGQHT I ICSLGGYGQKEEVVAIEAGQTKTISFALRLRTNNLEEV

TVTATGNARSSFEAPMMVSVIDTSAPENQTATSATDLLRHV---PGITLDGTGRTNG-QD
VVSANRNETFRRQAPSLVTVL - --SPELFLKTNSTNLSQGLKFQPGLRVEDNCQNCGFNQ
VISANRELTLRRLAPTLVNVL - - -NEKVFSQVNASNLAQGLSFQPGVRVENNCQNCGFNQ
VVTGSRTARLLKDVPVPTKVFKAKDIKATAPSSFIDVLQYIL--PGIEFTKHGSR---DQ
VVTGTGTRVR LVDAPVATEVLTAKDIASFSAPTSEAL LQGLS- - PSFDFGPNU 1G---SF

VNMRGYDHRGVLVLVDGVRQGTDTGHLNG-TFLDPALIKRVEIVRGPSALLYGSGALGGV
VRINGLEGAYSQILIDSHPIFSSLAGVYGLEQMPANMIERVEVIRGGGSALFGSNAVGGY
VRINGLDGRYAQILIDSRPIMSALAGVYGLEQIPANMIERVEVVRGGGSALYGSSAIAGY
LNAQGFDESSILFLVDGELISTGSTSGIDFERINPDDIERIEVLRGASSALYGSNAIGGV
MQLNGLSSKYI LI L IDGKRWGDVGGQADLSRISPDQI ERIE LVKGASSSLYGSDAIAGV

T s kgEx ok, s

ISYDTVD-AKDLLQEGQSS- - - -GFRVFGTGGTGDHS LGLGASAFGRTENLD- -GIVAWS
INVITKEPLRNSAEISHSTMTFDHAKGWG-SFQNTTQFNGSMLTEDRKAGVMVFGQHNY -
VNIITKEPSHNSFTFNESL----SFTGFS-KLDNNTNFNASIVSDDNRAGAMVFGQARY -
INIITRT-AKDPFRVSASA----RYDSRD-GQKYDVAAGVKRGIFTSQSGVQYRADKSY -
INVITKK-NTNRLSAYTSH----RISKYN-DRQTNTSLDINIGKFSSNTNYFFYHTDGW-
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E-coli-ChuA
P-gingivalis-F5HHM2
P-gingivalis-F5HFX8
P-gingivalis-F5HE36
P-gingivalis-HmuR

%

Figura 3. Fragmento del alineamiento de las secuencias de las proteinas de unién a Hb. Se
resaltan los motivos FRAP y NPNL.

P. gingivalis FSHHM2 P. gingivalis FSHE36
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P. gingivalis FSHFX8 P. gingivalis HmuR N

Figura 4. Modelo tridimensional de las proteinas de unién a Hb de E. coli y P. gingivalis. Se aprecia
la forma en barril beta de las proteinas y se resalta en color obscuro los residuos de aminoacidos
necesarios para la union a Hb, en los cuadros se sefiala el nombre de la bacteria y el nombre de la
proteina modelada, asi como los aminoacidos que se cree participan en la unién a Hb.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

A través de esta investigacion in silico encontramos que la bacteria P. gingivalis cuenta con por lo
menos con 4 proteinas que conservan los motivos FRAP y NPNL que son necesarios para poder
unir Hb, este dato nos lleva a preguntar porque esta bacteria tendria tantas proteinas con esta
capacidad, esto resulta relevante si pensamos que la proteina de la bacteria E. coli que se usé
como molde es Unica en esta bacteria, una posible respuesta se basa en el hecho de que P.
gingivalis requiere de hierro y lo podria obtener a partir de la Hb, otra posible respuesta es que esta
bacteria en especifico carece de la via necesaria para sintetizar la protoporfirina 1X de novo por lo
que la obtiene de su medio ambiente y una posible fuente es la Hb, lo cual nos lleva a pensar que
las carencias que padece esta bacteria la han llevado a adaptarse a su entorno y aprovecharlo al
maximo esto es, produciendo diferentes proteinas para la obtencién de hierro y protoporfirina IX a
partir de la Hb que, a su vez, proviene del sangrado que ocurre a nivel de encias del hospedero por
la accién proteolitica de P. gingivalis, por lo que pensamos que el sangrado es una consecuencia
directa de la presencia de esta bacteria y no un evento al azar e independiente.
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RESUMEN

El hueso es un tejido dinamico en constante formacién y reabsorcion que existe toda la vida, pero
so6lo hasta la tercera década el balance es positivo; a partir de los 50 afios existe predominio de la
reabsorcién y la masa O0sea empieza a disminuir. La osteoporosis representa la enfermedad
metabdlica 6sea més frecuente y constituye un problema de salud publica en el mundo. Los
tratamientos actuales, uso de prétesis y aplicacion de injertos, presentan dificultades que limitan su
uso. La bioingenieria de tejidos busca el desarrollo de materiales sintéticos bioactivos que permitan
la regeneracion 6sea guiada, lo cual implica que el material debera tener una funcién temporal, ser
reabsorbible y sustituirse progresivamente por tejido neoformado. Para lograr un estudio completo
se requiere de la caracterizacion fisicoquimica y de la evaluacion bioldégica de los distintos
biomateriales. El objetivo fue sintetizar andamios tridimensionales de acido polilactico-
policaprolactona-hidroxiapatita y validar el estimulo que éstos ejercen sobre la adhesion,
proliferacion y diferenciacién celular, asi como en la mineralizacion 6ésea de preosteoblastos de
raton (MC3T3E1L). Se encontré que la hidroxiapatita estimula la adhesion celular, impactando en el
resto de las propiedades celulares: proliferacion, diferenciacién y mineralizacién.

1. INTRODUCCION

El hueso, el componente central del sistema musculo-esquelético, es un tejido conectivo duro
calcificado, que tiene como funciones proteger érganos vitales, proveer soporte para la movilidad
del cuerpo, almacenar calcio y otros iones, al igual que células madres mesenquimales y
hematopoyéticas. Es un tejido dinAmico en constante formacion y reabsorcién, que permite el
mantenimiento del volumen 6seo, la reparacion del dafio tisular y la homeostasis del metabolismo
fosfocalcico. Este fendmeno equilibrado denominado proceso de remodelado permite la renovacion
de un 5-10% del hueso total al afio. Dicho remodelado existe toda la vida, pero sélo hasta la
tercera década el balance es positivo. Es en este momento cuando existe la maxima masa 6sea,
que se mantiene con pequefias variaciones hasta los 50 afios. A partir de aqui, existe un
predominio de la reabsorcién y la masa 6sea empieza a disminuirl. También participan en este
proceso factores mecanicos o traumaticos, procesos infecciosos, alteraciones hormonales,
genéticas, vasculares, nutricionales y neoplasias que pueden llegar a establecer una pérdida 6sea
que supera la capacidad de respuesta regenerativa del sistema®.

La osteoporosis es una enfermedad sistémica, metabolica y multifactorial, caracterizada por masa
Osea baja y deterioro microarquitectonico del hueso, con un consecuente aumento de la fragilidad
Osea y susceptibilidad a las fracturas. Representa la enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente y
constituye un problema de salud publica en el mundo. Su imgortancia clinica radica en las fracturas
y consecuencias médicas, sociales y econdmicas asociadas®. En Estados Unidos, Europa y Japon,
la osteoporosis afecta a mas de 75 millones de personas y esta directamente relacionada con 8.9
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millones de fracturas al afio a nivel mundial, de las cuales 4.5 millones ocurren en América Latina y
Europa. Una de cada tres mujerfs y uno de cada 5 hombres mayores de 50 afios experimentaran
fractura debido a la osteoporosis”.

Tradicionalmente los defectos dseos se han tratado implantando tejidos autélogos, alogénicos o
xenogénicos o implantando materiales sustitutos en otros casos. La primera terapia empleada y
gue se mantiene hasta hoy, consiste en la implantacion de prétesis hechas de materiales que sean
capaces de restablecer el funcionamiento mecénico de los huesos, como el titanio y cementos
0seos. Sin embargo presentan efectos secundarios que limitan su efectividad, como la falta de
osteointegracion, es decir, la minima interaccion entre los materiales implantados y el tejido
circundante; ademas las fuerzas de roce causadas durante el movimiento desgasta el tejido éseo
préximo al implante provocando dafios estructurales; el mismo material cede a la fatiga inducida
por el uso continuo hasta colapsar y fracturarse; otra complicacién comun son las infecciones
postoperatorias. En cualquiera de los casos seran necesarias intervenciones quirdrgicas
posteriores.

Debido a estas limitaciones surgid el uso de injertos autologos, al6logos y xenélogos. Los
autoingertos consisten en fragmentos de tejido 6seo, generalmente médula dsea, obtenidos de una
zona sana del paciente e implantados en el area afectada. Tienen la ventaja de no generar
respuestas inmunes y se integran bien con el tejido circundante. Sin embargo no cubren defectos
de gran tamafio y exponen la regién donadora a alta morbilidad. Los aloinjertos son obtenidos de
otro sujeto de la misma especie, generalmente cadaveres; si son compatibles tienen alta
posibilidad de integrarse al huésped, no obstante, persiste el peligro de transmision de
enfermedades. Los xenoinjertos, fragmentos obtenidos de sujetos de una especie diferente,
poseen un alto potencial de generar reacciones inmunes severas y de transmitir enfermedades”.

Aunqgue se ha realizado un gran progreso en el campo de la medicina regenerativa, las terapias
actuales siguen teniendo varias limitaciones; ademés no se ha desarrollado un sustituto éseo
adecuado. Por lo tanto, los dafios graves relacionados al hueso no se tratan adecuadamente. Es
en este contexto, que la Ingenieria de Tejidos ha venido ganando notoriedad.

La medicina regenerativa es un campo interdisciplinario cuyo objetivo final es el reemplazo, la
reparacion o la restauracién de un tejido u érgano dafiado. Este campo de investigacion, llamado
también ingenieria de tejidos, surge de la necesidad de reconstruir tejidos u érganos dafiados por
enfermedad, trauma o anomalias congénitas, tanto en nifios como en adultos®.

En general, un proceso de ingenieria de tejidos comienza con la fabricacién de un andamio el cual
es una matriz tridimensional porosa que tiene como funcién principal la de soportar la adhesion,
proliferacion y migracion celular, asi como su diferenciacién y maduracién en un fenotipo
osteoblastico. Al momento de disefiar un andamio tridimensional se debe considerar que éste
cumpla con ciertos criterios ideales, es decir, debe ser biocompatible o tener la capacidad de
integrarse al organismo hospedero sin generar efectos citotoxicos, genotéxicos o respuesta
inmune; debe tener la habilidad para degradarse mediante hidrélisis a tasas que sean cercanas a
las tasas de formacion de hueso nuevo y sus productos de degradacion no deben ser téxicos. La
resistencia y compatibilidad mecénica son importantes para resistir cargas mecanicas segun sea la
posicion del tejido 6seo que reemplaza. Deben ser osteoinductivos y osteoconductivos asi como
biofuncionales, con alta porosidad y con un tamafio de poro adecuado para facilitar la implantacion,
difusién celular a través de toda la nanoestructura y favorecer la vascularizacion, difusion de
nutrientes y evacuacion de desechos del metabolismo celular. Finalmente deben ser de facil y
reproducible procesado, modificable y esterilizable para obtener distintas configuraciones en
atencién al tipo y tamafio del defecto 6seo asi como de bajo costo.

Los biomateriales utilizados en andamios aplicados a la ingenieria de tejidos estdn hechos
principalmente de polimeros naturales o sintéticos, cerdmicas y sus compositos.
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El objetivo de estos biomateriales es imitar la composicion y estructura del hueso natural, mediante

la premisa, siguiendo el paradigma de la ingenieria tisular, de que los materiales sean

reabsorbibles y reemplazados durante y con la nueva regeneracion biolégica tisular del propio
7

cuerpo’.

Existen varias técnicas para la fabricacion de andamios entre las cuales se encuentra la técnica de
solvente colada con filtracion de particulas. Esta nos permite la obtencion de estructuras altamente
porosas; ademas su principal ventaja es que no necesita equipo especializado. La técnica consiste
en disolver el polimero y mezclarlo con un agente porégeno, entonces, la solucién es vaciada en
un molde 3-D. Los pordgenos pueden ser esferas de gelatina o parafina, cristales de sacarosa o
sal inorganica como el cloruro de sodio. Después de que el solvente se evapora, el agente
porogeno es diluido con agua para formar los poros del andamio®.

2. TEORIA

En un intento de incrementar tanto las propiedades mecéanicas como bioldgicas de los andamios,
para imitar el hueso natural, se han estudiado compositos de polimero y cerdmica, denominados
materiales biocompositos debido a que éstos tienen la fuerza necesaria que coincide con las
propiedades del hueso, que incluyen bajo médulo elastico y una alta resistencia’. En este contexto,
los biomateriales inorganicos, tales como ceramicas y vidrios, asi como los sistemas organicos,
como polimeros biodegradables, intentan imitar la composicién 6sea real al combinar la resistencia
de la fase polimérica con la fuerza compresiva de la fase inorganica, generando asi materiales con
buena resistencia mecanica, con perfiles de degradacion mejorados, osteoconductivos,
osteoinductivos y conformables®.

Los poliésteres alifaticos lineales son usados frecuentemente como polimeros para la fabricacion
de andamios debido a que son biodegradables y biocompatibles. Entre éstos, los mas utilizados
son el acido polilactico y la policaprolactona, cuya sintesis y propiedades han sido ampliamente
estudiadas.

La hidroxiapatita posee una gran bioactividad y osteoconductividad debido a su composicién
quimica similar a la fase mineral del hueso natural. Se ha comprobado que la nhanohidroxiapatita es
superior a la microhidroxiapatita convencional en la promocion de la adhesion de osteoblastos,
diferenciacion y proliferacién, osteointegracion y deposicion de minerales de calcio en su superficie
permitiendo la formacién de hueso nuevo en un periodo de tiempo corto. Por lo tanto, un hibrido de
nanohidroxiapatita y polimeros permitird preparar un andamio con adecuada fuerza mecanica y
excelente osteoconductividad, debido a que la hidroxiapatita puede mejorar las propiedades
mecanicas de los polimeros, su hidrofilicidad y su baja adhesion celular; asi mismo puede
neutralizar los productos &cidos de su degradacion.

En 2010, Rui Fang y colaboradores fabricaron nanofibras de PCL/PLA con y sin nano-HA en
concentraciones crecientes mediante la técnica de electrohilado. Observaron que los andamios con
HA tienen una excelente osteoconductividad debido a que presentaron una buena adhesion,
proliferacion y mineralizacién de preosteoblastoslo.

Gui-fang Wu y colaboradores fabricaron andamios de PLLA/PCL a concentraciones 70/30 con
nano-HA utilizando sucrosa como agente pordgeno. Se observd que la nano-HA efectivamente
mejoro la actividad biologica de los andamios compuestosll.

En otro estudio con estos componentes en los que se evalu6 la degradacion hidrolitica a largo
plazo se obtuvieron andamios con porosidades mayores al 85%, donde los productos de la
hidrélisis no modificaron el pH; ademas el compuesto con mayor concentracion de PCL y con
nano-HA mostré mejores propiedades mecanicas asi como menor degradacion®?.
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Finalmente, en 2016, andamios de PCL/PLA con y sin HA fueron creados mediante electrohilado
para evaluar su bioactividad, resultando ser excelente en aquellos andamios con contenido de HA
ya que promovieron la proliferacion y diferenciacion osteogénica de las células MC3T3-E1
(preosteoblastos) **,

3. PARTE EXPERIMENTAL

Se sintetizaron andamios de PLA/PCL con y sin nano-HA mediante la técnica de disolucion y
colada utilizando como agente pordgeno cloruro de sodio; el cual fue fusionado previamente
sometiéndolo a 95% de humedad para garantizar la interconexion de poros; para el modelo
acelular se utilizé fluido corporal simulado y para el modelo celular la linea celular MC3T3-E1 que
corresponden a preosteoblastos de ratén, los cuales se mantuvieron en condiciones de
proliferacion y diferenciacion.

Una vez sintetizados los andamios se calculé su porosidad mediante gravimetria con la formula’-
densidad del andamio/densidad del material. Para observar la interconexion, el tamafo vy
distribucion de poros se deshidrataron las muestras con soluciones crecientes de etanol y se
recubrieron con cobre para ser observadas mediante microscopia electrénica de barrido en el
Instituto de Investigaciones Metallrgicas de la UMSNH. La degradacion por hidrdlisis y su efecto
sobre el pH se determiné sumergiendo cada composito en solucién salina amortiguada por fosfatos
(PBS) durante 9 semanas. Se tomaron muestras de cada composito cada 7 dias para el calculo del
grado de degradacidon mediante la diferencia en el peso seco, los cambios en el pH se midieron
directamente en el PBS.

Para valorar la bioactividad de los compositos, éstos se sumergieron en SBF y se tomdé una
muestra de cada material los dia 1, 7, 14 y 21 para determinar la ganancia en peso seco y para
evaluar la formacion de HA por microscopia electronica de barrido (MEB) asi como para el andlisis
de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) en la superficies de muestras.

Para evaluar viabilidad, adhesién y proliferacion celular se colocé sobre cada material una
suspension celular de concentracidon conocida (suficiente para cubrir cada material) y se incub6
durante 5 h para permitir la adhesion celular. Como control se utiliz6 una placa de cultivo con una
superficie suficiente para tener una confluencia inicial entre el 30 y 50%. A las 5 h se determind por
microscopia el porcentaje de células adheridas en el cultivo control; cada biomaterial se coloco6 en
una placa nueva y se le agregé medio de cultivo nuevo. A cada muestra con biomaterial y a los
cultivos control, asi como a la suspension celular restante de cada composito, se les afiadié Azul
de alamar; se incubaron durante 5 h para posteriormente medir la reduccion del azul de alamar y
determinar el porcentaje de células adheridas a cada biomaterial, asi como la concentracion y
viabilidad celular relativa en el tiempo cero. Cada vez que se realizé el ensayo, el material se
coloc6 en una placa nueva con medio fresco. El ensayo se realizara a las 24, 48, 72 y 120 horas y
cada condicion se realizara por triplicado.

Para evaluar diferencias en la adhesion, morfologia y proliferacién celular por MEB y EDS (IIM-
UMSNH) se coloc6 cada material en una placa de cultivo y sobre cada uno se colocé una
suspension celular de concentracién conocida. A las 5 h de incubacion, el material se pas6 a una
placa de cultivo nueva con medio fresco; se regresé a la incubadora y se inicié a contabilizar el
tiempo. Se cambio el medio de cultivo cada tres dias. Se tomaran muestras los dias 1, 3, 5y 7 se
lavd el material con PBS, se fijaron con una solucion de formaldehido-glutaraldehido, y se
deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol.

Se montaron cultivos con los biomateriales sembrados para tomar muestras los dias 10, 14, 21y
28 para evaluar el grado de mineralizacién realizando una tincién in situ con rojo de alizarina S,
que permite contabilizar los depésitos de calcio por microscopia 6ptica y cuantificar el grado de
mineralizacion por espectrofotometria (415 nm). Finalmente, se tomaran muestras (solo del
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biomaterial) los dias 14, 21 y 28 para completar el andlisis por MEB y EDS en cuanto a la
morfologia celular y el crecimiento de HA.

Se utilizé la t de Student y ANOVA para el analisis comparativo y estadistico intra e intergrupo de
los resultados obtenidos.

4. RESULTADOS

Mediante la técnica disolucién y colada se pudieron obtener andamios a base de PLA/PCL con y
sin hidroxiapatita con porosidades entre 60-70%.

Mediante microscopia electronica de barrido se corrobor6 que los andamios cuentan con poros
definidos, interconectados y bien distribuidos por todo el andamio; las dimensiones de éstos se
encuentran entre los 80 y 350 um.

Se puede observar que todos los andamios pierden peso constantemente con el tiempo de
incubacion tras ser sumergidos en PBS durante 9 semanas. Las muestras que contiene
nanohidroxiapatita se disuelven mas rapidamente que aquellas que no la contienen. Ademas en el
pH no hubo variaciones significativas.

Las imagenes del microscopio electrénico de barrido de los andamios posterior a ser sumergidos
en SBF muestran la formacion de HA de manera gradual, siendo mas marcada la cristalinidad en
aquellos con nanohidrxiapatita que su contraparte. Esta formaciéon de HA se corrobor6é mediante
EDS, la cual mostré los picos caracteristicos de éste compuesto.

Los resultados del ensayo con azul de alamar muestran que la proliferaciéon de las células MC3T3-
El en los andamios es méas bajo que aquellas sembradas en la superficie de platos de poliestireno,
sin embargo hay mayor proliferaciéon en los andamios que cuentan con nanohidroxiapatita. Con
estos datos y los resultados del ensayo de azul de alamar, se puede concluir que los andamios con
y sin hidroxiapatita no son citotoxicos, ya que la viabilidad celular es mayor al 70% en cualquiera
de los casos, llegando al 90% en el grupo control.

Las imagenes de la tincion con Rojo de alizarina muestran que las células cultivadas en los
andamios con nanohidroxiapatita presentan la mayor intensidad que aquellas cultivadas en los
andamios sin nanohidroxiapatita, lo cual se comprobé mediante la cuantificacién de la deposicion
de calcio espectrofotométricamente.

5. CONCLUSIONES

Mediante la técnica disolucién y colada se obtuvieron andamios porosos capaces de promover la
adhesién, proliferacion y diferenciacion celular asi como la mineralizacién, siendo mas marcada en
aquellos andamios que contienen nanohidroxiapatita; con estos datos se concluye que andamios a
base de PLA/PCL/nano-HA son biocompatibles, osteoconductivos e osteoinductivos capaces de
ser utilizados en la ingenieria de tejidos 6seos.
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RESUMEN

Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno o méas grupos hidroxilo unidos a un anillo
aromético. De los cuales se encuentran el catecol, resorcinol y orcinol. La actividad antibacteriana
de estos tres compuestos esta determinada por la estructura que poseen, y el nimero de grupos
hidroxilo (OH) parecen estar relacionados directamente en la toxicidad frente a microorganismos,
de forma que un aumento en la hidroxilacion esta ligado a una mayor toxicidad. DI PRISCO (1989)
manifiesta que los compuestos fendlicos muestran una cantidad ligera de actividad bactericida®. En
este estudio se utilizé la bacteria Escherichia coli y Staphilococcus aureus. Para llevar a cabo la
concentraciéon minima inhibitoria, se empledé como control positivo el antibidtico Ciprofloxacino. En
los tubos que contenian el compuesto catecol y resorcinol se observé un crecimiento menor de
bacterias. De modo que se comprobé de manera preliminar que estos compuestos podrian tener
un efecto bacteriostatico en las concentraciones probadas en la bacteria Staphilococcus aureus
(Gram positiva). Sin embargo es necesario realizar mas pruebas a concentraciones mas elevadas
de catecol y resorcinol para corroborar el efecto bacteriostatico que pueden tener estos
compuestos. Los compuestos catecol y resorcinol representan una buena alternativa en la
eliminacién de bacterias del grupo Gram positivas.

1. INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son moléculas que tienen uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a un anillo
aromatico. Los compuestos fendlicos se encuentran presentes en frutas, hortalizas, raices

cereales por lo que se consideran importantes antioxidantes en la dieta junto con las vitaminas.
Los compuestos fendlicos juegan una serie de funciones metabdlicas en las plantas, en el
crecimiento y reproduccién, y en la proteccién contra patdgenos externos y el estrés, como la
radiacion UV vy los depredadoresl. Los fenoles simples son compuestos que tienen dos o tres
grupos hidroxilo en el anillo aromético (Figura 1). Entre las propiedades atribuidas a este tipo de
compuestos se pueden mencionar aquellas como antioxidantes, antibacterianos, antiparasitarios y

citotéxicos * entre otros.
OH OH OH OH
@’ !
OH OH
OH CHsy

Catecol Resorcinol Hidroquinona 4-metilresorcinol

Figura 1. Estructura quimica de polifenoles.
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El catecol, resorcinol y orcinol son estructuras fendlicas que se emplean para diversos estudios,
entre algunos se puede mencionar que como base para la formacién de compuestos mas
complejos por ejemplo en la sintesis de cocristales® , por ello es importante tener bien identificadas
las propiedades quimicas, fisicas y biolégicas de estos compuestos. El objetivo de este trabajo es
realizar un estudio preliminar de la actividad biologica de estos compuestos sobre las cepas de
Escherichia coli y Staphilococcus aureus

2. PARTE EXPERIMENTAL

Se peso 49.9 g de Sal de Manitol Rojo Fenol, éste agar fue utilizado para comprobar el crecimiento
de las bacterias Staphilococus aureus, se disuelven en 450 mL de agua destilada. El medio de sal de
manitol rojo fenol se divide en dos y se esteriliza. El medio de cultivo esterilizado se vierte en 20
cajas petri, las cuales se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de su uso. Para llevar a
cabo la concentracibn minima inhibitoria, se emple6 como control positivo el antibiético
Ciprofloxacino. Las bacterias a utilizarse fueron Escherichia coli (Gram- negativa) y Staphilococcus
aureus (Gram-positiva). Se prepar6 el medio de cultivo con el agar Miiller Hinton. A 45 tubos de
ensayo se le agregaron 9 mL de este medio de cultivo (Muller Hinton) cada uno.

Se peso6 0.0025 g, 0.0005 g y 0.0001 g de Ciprofloxacina, que fueron disueltos en 3 tubos de
ensayo con 9 mL del medio de cultivo Miller Hinton, los cuales se emplearon como controles
positivos.

Se prepara una solucién stock de catecol, resorcinol y orcinol empleando 100 pg de cada
compuesto por cada 100 mL de agua destilada. De la solucién stock se realizan la diluciones de
cada uno de los compuestos cuyas concentraciones fueron 0.25 pg, 0.50 ug y 1 pug en 100 mL de
agua destilada. Para las soluciones cuya concentracién fueron de 0.25 ug/100 mL se extrajo 0.25
mL y se vertid6 en los tubos de ensayo que contenian el medio de cultivo Miller Hinton
debidamente etiquetados con esa concentracion.

Para las soluciones cuya concentracion fue de 0.50 pg y 1 pg, se extrajo 0.50 mL y 1 mL
respectivamente, después se vertio en los tubos de ensayo con el medio de cultivo debidamente
etiquetados con esa concentracién. Inmediatamente de tener los tubos de ensayo con medio de
cultivo y los respectivos mL de las soluciones de los compuestos a probar, se adiciono 1 mL de las
bacterias Escherichia coli y Staphilococcus aureus para cada tubo se incuban por 24 h.

Concluidas las 24 h, se observé los tubos con las diferentes bacterias y se compararon con los
controles positivos. Para corroborar resultados obtenidos en los tubos de ensayo en las soluciones
donde se encontraba la bacteria Staphilococcus aureus, se planed sembrar esas soluciones (que
contenian el medio de cultivo Muller Hinton, los compuestos resorcinol, orcinol y catecol en sus
diferentes concentraciones y la bacteria Staphilococcus aureus) para verificar si los resultados eran
realmente favorables, tal como se mostraban en los tubos de ensayo, se elige el agar Sal de
Manitol Rojo de Fenol que es exclusivamente para verificar crecimiento de bacterias del tipo
Staphilococcus aureus y asi asegurar que se trate de esa bacteria y no de alguna otra por
contaminacion de muestra.

Se etiquetan las cajas petri con las respectivas concentraciones de los compuestos, cada caja
petri se le adicion6 100 pL de la solucion tomada de cada uno de los tubos de ensayo solo para
aguellas concentraciones donde se encontraba la bacteria Staphilococcus aureus, esto fue para
corroborar el efecto bacteriostatico que se observo en los tubos de ensayo con dichos compuestos.
Se esparcio esa solucion por todo el agar con ayuda del asa de vidrio que antes fue esterilizada
por medio de alcohol. Al finalizar la actividad de sembrado de Staphilococcus aureus en el medio
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3. RESULTADOS

En la tabla No.1 se presentan los resultados obtenidos al realizar las pruebas respectivas.

Tabla 1. Crecimiento de las bacterias segin la concentracion.

Nivel de crecimiento de bacterias
Staphilococcus aureus
Concentracion

CATECOL ORCINOL RESORCINOL

0.25 0.5 1.0 0.25 0.5 1.0 0.25 0.5 1.0
Hg/100mL ug/100mL pg/100mL ug/100mL ug/100mL ug/100mL ug/100mL ug/100mL ng/100mL
1 1 1 3 3 3 2 1 1

Nivel de crecimiento de bacterias
Escherichia coli

Concentracién

CATECOL ORCINOL RESORCINOL

0.25 0.5 1.0 0.25 0.5 1.0 0.25 0.5 1.0
Hg/100mL pg/100mL pg/100mL | pg/100mL pg/100mL pg/100mL pg/100mL pg/100mL pg/100mL
3 3 3 & & 3 3 3 3

"Significado de valores de crecimiento: 0= Ninguno, 1= Poco, 2= Regular, 3= Mucho.

Como se muestra en la tabla 1, en los tubos donde se inocul6 la bacteria Escherichia coli se observé
mayor crecimiento en todas las concentraciones utilizadas con los tres compuestos. Por lo que se
descart6 que tengan algun efecto bacteriostatico; para el caso de los tubos donde se inoculé el
Staphilococcus aureus con el compuesto orcinol se observé un mayor crecimiento de bacterias,
esto se debe probablemente a que dicho compuesto tiene en su estructura un metil y esto lo hace
mas débil a diferencia de los compuestos Catecol y Resorcinol. En los tubos que contenian el
compuesto catecol se observé una cantidad menor de bacterias al igual que con el compuesto
resorcinol, lo que proyecté un buen resultado. Para corroborar el crecimiento de las bacterias en
los compuestos Catecol y Resorcinol se utiliz6 un medio sélido que fue el agar sal manitol en el
cual se logré observar que tienen una propiedad bacteriostatica. Comparando los tubos que
contenian el compuesto resorcinol con los controles positivos y los tubos que contenian el catecol
se observé una cantidad menor de bacterias. Di prisco (1989) manifiesta que compuestos fendlicos
muestran una cantidad ligera de actividad bactericida. Resorcina o resorcinol: Es un derivado del
fenol, bactericida y fungicida pero en menor grado®. Los polifenoles que tienen grupos pirogalol
mostraron una fuerte actividad antibacteriana, y aquellos con anillos de catecol y resorcinol
mostraron una actividad inferior®. Los compuestos poli fenélicos afectan la inhibicién de los
enzimas microbianos, la privaciéon de sustratos, y los iones metdlicos requeridos para el
crecimiento microbiano o de accion directa sobre las membranas bacterianas. Asi, se ha sugerido
gue estos polifenoles perturban las bicapas lipidicas e interrumpen la funciéon de barrera. Ademas,
la actividad antibacteriana contra las bacterias mas altas aparece en Gram positivas en
comparacion con las bacterias Gram-negativas. La baja susceptibilidad de este Gltimo grupo de
microorganismos se puede explicar en cierta medida por la presencia de lipopolisacéaridos cargado
negativamente, aunque la difusién apretada de la membrana externa también podria contribuir a
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una mayor resistencia’. En bacterias Gram positivas (como Staphilococus, Streptococus, Bacillus y
Lactobacillus) la pared se encuentra inmediatamente accesible y constituye un blanco ideal®, esto
indicaria la diferencia de accion entre el catecol y resorcinol sobre el efecto bacteriostatico en el
género Staphilococcus aureus (Gram positivas)

4. CONCLUSION

Los compuestos catecol y resorcinol representan una buena alternativa en la eliminacién de
bacterias del grupo Gram positivas. Estos compuestos mostraron tener un efecto bacteriostatico en
las concentraciones moderadas probadas en la bacteria Staphilococcus aureus (Gram positiva).
Sin embargo es necesario realizar mas pruebas a concentraciones de catecol y resorcinol mas
elevadas para corroborar el efecto bacteriostatico que pueden tener.

Cuando la actividad antibacteriana de estos compuestos no puede ser evaluada por la cantidad de
grupos hidroxilo con los que cuenta su estructura, es necesario tener en cuenta otros factores tales
como el pH de la solucién y las propiedades de las bacterias.
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RESUMEN

En el presente trabajo se realizd la extraccion de componentes de plantas utilizando un sistema
Soxhlet para la extraccién de aceites con hexano y un sistema de reflujo con columna Vigreux para
extraccion de componentes con agua, se trabajé con la especie vegetal Ruta graveolens y con la
semilla de Persea americana. Ambas especies vegetales contienen propiedades insecticidas en
particular para eliminar piojos y liendres. Se elaboré con los extractos obtenidos un shampoo para
cabello mismo que fue sometido a pruebas de irritabilidad dérmica en conejos y posteriormente se
probd su eficacia en humanos encontrandose resultados favorables aunque no eliminaron en su
totalidad a las liendres. Es necesario realizar el ajuste del tiempo de reposo en la aplicacion y la
frecuencia requerida para lograr la eliminacion total.

1. INTRODUCCION

Dentro de los productos naturales se encuentran los productos de aseo personal, mismos que
debido a sus caracteristicas pueden proporcionar diversos beneficios a los consumidores, las
propiedades de las especies vegetales utilizadas en este trabajo Ruta graveolen y la semilla de
Persea americana son de actividad insecticida particularmente contra los piojos y las liendres que
son insectos pequefios que viven de succionar sangre a través del cuero cabelludo en las
personas, estos insectos pueden diseminarse por el contacto cercano con otras personas lo cual
es un problema cada vez mayor en las escuelas de varios niveles educativos, desde preescolar
hasta bachiller, estos insectos se diseminan principalmente en épocas calurosas y es dificil
erradicar el problema ya que pueden vivir hasta treinta dias y sus huevecillos o liendres hasta por
mas de dos semanas. Provocan picazoén intensa por lo que los nifios principalmente pueden
provocarse sangrado que puede infectarse posteriormente.

2. TEORIA

La especie vegetal Ruta graveolen, comunmente llamada ruda es una especie de la familia
Rutaceae, nativa del sur de Europa. Se suele cultivar como planta ornamental de jardin, en
especial por sus hojas azuladas y por su tolerancia a suelos secos y al calor, esta especie posee
propiedades insecticidas. La semilla de Persea americana es una especie arbérea originaria de
México y Centroamérica, perteneciente a la familia de las lauraceas, su semilla posee propiedades
insecticidas. La combinacion de ambas especies tradicionalmente se utiliza para la eliminacién de
piojos vy liendres en las comunidades rurales de la sierra nororiental del Estado de Puebla, es por
eso que en este trabajo se realiza la extraccion de sus componentes y la elaboraciéon de un
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shampoo para cabello, asi como la aplicacion de este shampoo en personas voluntarias para
demostrar su eficacia.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Para la extraccibn de los
componentes de la especie
vegetal Ruta graveolens se
utilizaron 50 gramos y se realizo
la extraccion en un sistema de
reflujo con columna Vigreux
utilizando 300 ml de agua como
disolvente, se mantuvo a reflujo
durante cuatro horas, el extracto
de la semilla de Persea
americana se realizd6 en un
sistema Soxleth utilizando 150 ml
de hexano como disolvente, se
utilizaron 50 gramos de la

semillas en trozos, la extraccion
se realiz6 durante cuatro horas.

Figura 1. Semillas trozeadas
de Persea americana
Con los extractos obtenidos se  Sometidas a Sistema Soxhlet

Figura 2. Semillas
trozeadas de Persea
americana y partes aéreas

elaboraron tres formulaciones de cgn hexano como . Ruta graveolens
shampoo a diferentes  disolvente. . )
concentraciones con los sometidas a reflujo.
siguientes componentes:

Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3

Texapon 10.0 % Texapon 10.0 % Texapon 10.0 %
Comperland 25% Comperland 25% Comperland 25%
Dehyton 25% Dehyton 25% Dehyton 25%
Metil parabeno 0.05% | Metil parabeno 0.05% | Metil parabeno 0.05%
Cloruro de sodio 0.2% Cloruro de sodio 0.2% Cloruro de sodio 0.2%
Acido citrico 0.04% | Acido citrico 0.04% | Acido citrico 0.04%
Extracto Extracto Extracto

Ruta graveolens 5.0 % | Ruta graveolens 5.0 % | Ruta graveolens 3.0%
Extracto semilla Extracto semilla Extracto semilla

Persea americana 5.0% Persea americana 3.0% Persea americana 5.0%
Agua 74.71 % | Agua 74.71 % | Agua 74.71 %
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Se siguié el mismo procedimiento en las tres formulaciones que consisti6 en mezclar todos los
ingredientes en el orden del listado anterior.

A las tres formulaciones se les realizaron pruebas de irritabilidad dérmica en conejos de acuerdo a
la metodologia de la farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos MGA 0515 la cual consiste en
aplicar 0.1ml de la muestra en los costados rasurados del conejo un costado con incisién y el otro
Unicamente rasurado, evaluando posteriormente a las 24 y 72 horas de exposicion, la presencia de
eritema y edema en la zona rasurada.

Las tres formulaciones fueron probadas en personas voluntarias, evaluandose los resultados
obtenidos de forma visual después de utilizar el shampoo por dos semanas de manera alternada
un dia si y un dia no.

4. RESULTADOS

Se obtuvieron los extractos por los métodos de Soxhlet y de Vigreux respectivamente, con la
combinacion de ambos extractos se pudo realizar el producto shampoo para cabello con tres
diferentes concentraciones de los extractos, las propiedades fisicas del shampoo no se vieron
afectadas por la incorporacién de los extractos, las pruebas de irritabilidad dérmica en conejos
arrojaron resultados satisfactorios dentro de los limites de tolerancia de la especificacion de la
Farmacopea de los Estos Unidos Mexicanos clasificandose como no irritante. Respecto a la
aplicacibn en personas voluntarias se observaron resultados satisfactorios en relacién a la
eliminacion de piojos, no asi en el caso de la eliminacion de huevecillos, esto puede deberse a que
presentan mayor resistencia y a que en ocasiones se incrustan tanto en el cuero cabelludo que no
se logra introducir el shampoo hasta ellos.

5. CONCLUSIONES

Se elabor6é un shampoo para cabello con propiedades insecticidas contra los piojos y liendres. Se
determind su grado de irritabilidad encontrdndose no irritante. Se probd en personas voluntarias
eliminando los piojos. Con las concentraciones de los extractos en la formulacion del shampoo no
se logro eliminar los huevecillos de los piojos.
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RESUMEN

Las setas comestibles silvestres son un recurso natural con un alto valor nutricional y econémico.
México ocupa el décimo primer lugar en cuanto a diversidad biologica-cultural, su diversidad
cultural y bioldgica se ve entremezclada en relaciones etnobiolégicas que han sido poco
estudiadas y valoradas. Para llevar a cabo este estudio, se realizé un marcaje de 20 puntos de
muestreo elegidos aleatoriamente dentro del area de estudio y se realizaron colectas semanales
en temporada de lluvias, se tomé material fotografico de los ejemplares colectados y se llevaron a
laboratorio para ser identificados utilizando claves dicotémicas, ademas se realizaron encuestas en
“Puerto de Santa Rosa, Gto.”, comunidad aledafia al area de estudio, para identificar el
aprovechamiento de setas silvestres por parte de la poblacién. Se identificaron 24 especies de
macromicetos comestibles pertenecientes a la division Basidiomycota, las especies mas
representativas por su frecuencia en la zona fueron, Lactariusindigo, Lactariusdeliciosus, Lepista
nuda, Clitocybegibba, Cantharelluscibarius y Collybiaperonata. El resultado de las encuestas para
determinar el aprovechamiento de setas comestibles silvestres por parte de la poblacion local,
arrojé que las especies mas conocidas y consumidas por los pobladores son Ramaria flava,
Lycoperdonperlatum y Amanita caearea. Lo que nos indica que, aunque si hay aprovechamiento
de estos organismos por parte de la poblacion, éste es minimo, debido a la falta de informacién y
conocimiento que tienen los pobladores acerca de las especies de macromicetos comestibles que
se encuentran en la zona y que pueden ser aprovechadas sustentablemente.

1. INTRODUCCION

Un componente importante de la diversidad biolégica de los ecosistemas forestales son los
macromicetos, que desempefian una importante funcién ecolégica por la forma de obtener sus
nutrimentos. Las setas comestibles silvestres son un recurso natural con un alto valor nutricional y
econdmico. Aunque los macromicetos constituyen uno de los grupos taxonémicos en extremo
diversos (Guzman, 1998). El conocimiento que se tiene sobre su riqueza y diversidad a nivel local,
es muy escaso. El aprovechamiento de los hongos silvestres comestibles, genera una derrama
econOmica (Boa, 2005). No obstante, el uso desconocido y no planificado de algunas de las
especies de estos organismos en algunas localidades puede implicar su sobreexplotacion (Diaz-
Barriga, 1996).

Es necesario realizar listados de las especies de macromicetos comestibles presentes en el estado
de Guanajuato; una de las zonas mas representativas para realizar este estudio es el area de la
Sierra de Santa Rosa, Gto., ya que las especies de macromicetos que se han estudiado se
distribuyen principalmente en bosque de encinos (Quercusspp.), tipo de vegetacion presente en
esta zona, ademas de su clima humedo, que permiten la presencia y diversidad de especies de
macromicetos, principalmente en temporada de lluvias.
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Hasta el momento se han identificado aproximadamente 260 géneros de macromicetos en el
territorio guanajuatense, la mayoria procedentes de la Sierra de Santa Rosa y de la Reserva de la
Biosfera Sierra Gorda (Marquez-Lucio et al., 2006). Los géneros mejor representados en las
recolectas documentadas son Boletus, Lactarius, Russula, Ramaria y Agaricus. Estos taxa agrupan
a un numero de especies comestibles de amplia distribucién en los bosques de coniferas y de
encinos, cuyo aprovechamiento para autoconsumo y comercializacion es una practica comudn entre
los productores forestales del centro, sur y en algunas localidades del norte de México. Es por ello
que el objetivo de este estudio es conocer la diversidad de estos organismos en la Sierra de Santa
Rosa, Gto., ademas de conocer el aprovechamiento actual que se le da a las especies silvestres
de importancia comestible por parte de la poblaciéon y asi contribuir a un aprovechamiento
moderado de este recurso natural y evitar poner en riesgo la presencia de estos organismos en la
zona.

2. TEORIA

El 70% de la biodiversidad se encuentra en 17 paises y México ocupa el cuarto puesto con 12% de
la biota. Esta riqueza bioldgica es explicable por su topografia y heterogeneidad fisiogréfica,
climatica y ecolégica; Los hongos estan considerados, actualmente, como el segundo grupo de
organismos mas diverso en la Tierra, después de los insectos, pues se calcula que hay alrededor
de 1.5 millones de especies de hongos, mientras que para los insectos se da una estimacién de 8
millones de especies (Hawksworth 2002).

En el estado de Guanajuato se han explorado esporadicamente estos organismos, de tal manera
que se conocen mas de 100 especies, entre las que se encuentran destructoras de la madera,
micorricicas, comestibles, parasitas de hongos, insectos y plantas, como es el caso de las royas
del género Puccinia y Uromyces. También se conoce una especie perteneciente a los mixomicetes,
que no son en sentido estricto hongos pero que tradicionalmente han sido estudiados por los
micélogos.

La Sierra de Santa Rosa, Gto., esta representado principalmente por bosque templado de
Quercus, esta vegetacion permite la variedad de especies arbéreas vitales para las relaciones
simbidticas micorrizicas con diferentes especies de hongos, mismos que desempefian varios roles
dentro del ecosistema (Raina, Chamola y Mukerji, 2004).Los hongos son un componente esencial
para la supervivencia de otros organismos, cruciales en los procesos ecolégicos globales, fuente
de nuevos compuestos bioactivos, agentes de control bioldégico y muchas de estas especies de
macro hongos son comestibles.

La identificacion morfolégica de estos organismos, se lleva a cabo por observacion y comparacion
de algunas de las estructuras que lo conforman, tales como son:

Sombrero: Es la parte superior del carpoforo y suele ser la mas carnosa de la seta. A menudo tiene
forma de paraguas mas o menos abierto, aunque puede presentar humerosas variaciones en su
forma.

Cuticula: Es la membrana exterior que a modo de piel recubre al sombrero y, a veces, el pie.
Presenta una amplia gama de colores y variadas texturas.

Himenio: Se encuentra en la parte inferior del sombrero, donde se localizan las esporas. Puede
estar formado por laminas como en Agaricus 0 Amanita, poros como en Boletus o Suillus, pliegues
como en Cantharellus o aguijones como en Hydnumo o Sarcodon.

Pie: Es la parte de la seta que sostiene el sombrero y bajo el cual se encuentra el micelio. Su color,
tamafio, forma y estructura son importantes para su identificacion.
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Anillo: Algunas setas, cuando son jovenes, disponen para proteger el himenio de una membrana
que une el pie con el sombrero. Cuando el sombrero se extiende al crecer la seta, esta membrana
se rompe, quedando parte de ella en el pie, al que rodea, y dando lugar al anillo. La existencia o
ausencia de anillo es importante al identificar los hongos.

Cortina: Esta constituida por finas fibrillas en forma de tela de arafia que unen el borde del
sombrero con el pie.

Volva: Su origen esta en el velo universal, que es una membrana que envuelve el carpéforo
cuando es joven, y se rompe cuando la seta crece. Parte de ésta queda adherida al pie en el
desarrollo de algunas setas, como en el género Amanita.

Como se menciond anteriormente, las setas son un recurso natural aprovechado y valorado en
gran parte por sus propiedades nutrimentales, entre las cuales destacan su contenido de:

Proteinas. El porcentaje de proteina en peso seco puede variar entre 10 y 30% aunque puede
llegar a ser hasta del 40%.

Carbohidratos. Tienen un contenido elevado de carbohidratos de entre el 10 al 50%. Dentro de los
carbohidratos que contienen dichos hongos, se encuentran hexosas, sacarosa, etc.

Lipidos. Contiene del 3 al 5% de lipidos en peso seco. Los fosfolipidos del 60 al 70 %.

Vitaminas. Los hongos suelen ser una fuente de tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2),
niacina, biotina y acido ascorbico (vitamina C).

Minerales. Los hongos absorben todos los minerales que contiene el substrato donde son
cultivados, por lo general contienen buena cantidad de fésforo y potasio, y calcio en menor
cantidad.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Area de estudio: La Sierra de Santa Rosa se
localiza al norte de la ciudad de Guanajuato entre
los 20° 45 y 21° 25 de latitud norte y entre los
100° 53 y 101°25 de longitud oeste. Esta
considerada dentro de la subprovincia de Sierras y
Llanuras del Norte de Guanajuato, en la region
fisiografica de la Mesa Central, que presenta
montafias fuertemente disectadas, barrancas y
cafiadas, con altitudes que oscilan entre 1,800 y
2,700 m. Su geologia est4 conformada por rocas
sedimentarias de materiales detriticos y rocas
igneas; Los suelos que ocupan una mayor
extension son los Castafiozem (> 60%), seguidos de Litosoles (25%) y Rendzina (8%). Su clima es
el de mayor humedad de los templados subhimedos, con alrededor de 800 mm de precipitacién
promedio anual. En cuanto a la vegetacion, se sefiala principalmente la presencia del bosque de
Quercus, mientras que para la vertiente oriental de la sierra se presenta el matorral crasicaule,
ademas de las comunidades vegetales de mezquital y bosque de Pinus-Quercus, cuya distribucién
se encuentra determinada por las diferentes condiciones ambientales.

I~
Fig. 1: Sierra de Santa Rosa enGto.

Colecta: Para llevar a cabo la colecta de los ejemplares, se realiz6 un marcaje de 20 puntos de
muestreo seleccionados al azar dentro del area de estudio, a los que se realizaron muestreos
semanales durante la temporada de lluvias. La colecta consistid, en la toma de material fotografico,
y los ejemplares colectados se colocaron en papel encerado y se depositaron en una caja de
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cartén para evitar que se dafiaran. A cada ejemplar colectado se le asigné una clave de
identificacién, y se realizaron anotaciones relevantes que posteriormente pudieran ser de utilidad
para su identificacién. Se realizd una ficha micolégica de cada ejemplar donde se anotaron: fecha
de colecta, nombre del colector, clave del ejemplar, lugar de colecta, caracteristicas morfol6gicas
del ejemplar (forma, tamafio y color del estipite y del pileo, tipo de laminillas, tipo de borde,
presencia u ausencia de anillo y volva, la imagen del ejemplar y una pequefia descripcion extra).

Identificacion: los ejemplares colectados fueron llevados a laboratorio para su identificacion, se
utilizaron manuales, claves dicotdmicas y algunas guias de hongos(Guzman (1977); Cetto (1979);
Cetto (1980a); Gerhardt et al. (2000); Ifiiguez et al. (2006); Veldzquez et al. (2006), entre otros.).El
grado de comestibilidad de las especies de macromicetos encontradas en la zona, se determiné en
base a la literatura y la frecuencia, por medio de la observacion de la cantidad de ejemplares
durante los muestreos.

Encuestas: Se realizé una encuesta en Puerto de Santa Rosa, comunidad aledafia al area de
estudio, para determinar el grado de aprovechamiento de las especies silvestres por parte de la
poblacién, y el conocimiento que tienen acerca de estos organismos.

4. RESULTADOS
Se obtuvo un total de 24 especies de macromicetos identificadas como comestibles (Tabla 1), de

las cuales las mas frecuentes en la zona fueron Lactarius indigo, Lactarius deliciosus, Lepista
nuda, Clitocybegibba, Cantharellus cibarius y Collybia peronata.

Tabla 1: Especies de macromicetos comestibles identificadas para la Sierra de Santa Rosa, Gto.

Lactarius indigo xRk * ok ok
Lactariusdeliciosus x ko * ok
Lactariusrugatus ** *
Lactarius spp. * ok * ok
Lactariuslignyotus x ok *
Russulaxerampelina * * *
Boletus appendiculatus x ko *
Lepistanuda > *ok
Agaricusarvensis x ko *
Ramariaflava x ko *
Clitocybegibba * * ok
Collybiaperonata * * ok
Boletus frostii ** *
Sparassiscrispa * * *
Amanita caesarea *xx fl
Lycoperdonperlatum x ko *
Amanita fulva * * *
Amanita vaginata *x *x
Marasmiusoreades * *okk
Tremellaaurantia *x *
Hydnumreandum *xx *
Hygrophorusrussula * *
Pleurotusostreatus i *
Cantharelluscibarius * ok * ok ok
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En cuanto al aprovechamiento de las setas silvestres por parte de la poblacién local, las encuestas
arrojaron que las especies mas consumidas por la poblaciéon local fueron Ramaria flava,
Lycoperdonperlatum y Amanita caesarea (Figura 2). Y estas especies son obtenidas por colecta
directa de los pobladores, generalmente personas adultas, y pocas veces los obtienen por medio
de vendedores.

Consumo por la poblacién local

2%

M Lactarius indigo

B Cantharellus cibarius
W Agaricus arvensis

B Ramaria flava

M Lycoperdon perlatum

® Amanita caesarea

Figura 2: Especies de macromicetos consumidas por la poblacién local.

5. CONCLUSIONES

La sierra de Santa Rosa, Gto., cuenta con una gran diversidad de macromicetos, misma que no se
conoce totalmente por falta de estudios sobre la biodiversidad del estado. El aprovechamiento de
este recurso natural por parte de la poblacion en realidad es minimo, pues de las 28 especies
registradas como comestibles en el presente estudio, solo son consumidas y conocidas
alrededorde 3 especies. Especies representativas por su importancia culinaria tales como
Agaricusarvensis o Lactariusindigo, no fueron mencionadas por los pobladores durante las
encuestas, lo que nos muestra la falta de conocimiento y divulgacion sobre estos organismos. Es
importante implementar estudios de diversidad biologica en el estado, ademas de contribuir al
conocimiento de los recursos renovables y fomentar su explotacion adecuada por medio de la
divulgacion.
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RESUMEN

Se realiz6 un muestreo quincenal durante los meses de agosto a noviembre del 2015 en la zona
noreste de la Sierra de Guadalupe. La diversidad encontrada fue baja, se registraron dos especies
de la subfamilia Libellulinae y dos representantes de la familia Coenagrionidae; la baja presencia
de las libélulas esta directamente relacionada con la perturbaciébn en el ambiente y la
contaminacion de sitios de ovoposicidn. Estos organismos cumplen funciones ecoldgicas como
controladores biolégicos durante todas sus etapas del ciclo de vida; en el estadio de nayade
algunas son indicadoras de la calidad del agua; finalmente socialmente son apreciadas por los
coleccionistas por su gran colorido y tienen gran aceptacion social.

Palabras clave: Odonata, perturbacién ecolégica

Abstract: Fortnightly sampling was conducted during the months of August to November 2015 in the
northeast of the Sierra de Guadalupe. The diversity found was low, were recorded two species of
the subfamily Libellulinae and two representatives of the family Coenagrionidae; the low presence
of dragonflies is directly related to the disturbance in the environment and pollution oviposition sites.
These organisms perform ecological functions as biological controls during all stages of the life
cycle; in the stage of larva some are indicators of water quality; finally they are socially appreciated
by collectors for their colorful and have great social acceptance.

Key words: Odonata, ecological disruption

1. INTRODUCCION

El orden Odonata se caracteriza por ser un grupo de insectos paleépteros con desarrollo
hemimetabolo, presentan una distribucién ecoldgica principalmente en regiones cdlidas; se estima
que el 75% de las especies estdn establecidas en regiones tropicales. Los adultos tienen ojos
compuestos grandes generalmente de coloracion llamativa, el térax soporta cuatro alas
membranosas de densa venacion, el abdomen es delgado y con una coloracion propia de la
especie; son encontrados cerca de los cuerpos de agua dulce como rios, lagunas y lagos que son
ocupados como sitios de apareamiento y de ovoposicion (Ramirez, 2010; Abbot, 2009).

Los estudios ecolégicos y evolutivos en los odonatos durante los Ultimos afios han sido extensos y
ha tenido un gran avance. Las nayades y los adultos son carnivoros, alimentdndose de varios
grupos de invertebrados de habitos acuaticos tanto como terrestres, pero también pueden
alimentarse de pequefias larvas de peces; debido a los habitos alimenticios presentados por este
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grupo se les ha ubicado dentro del grupo funcional de depredadores generalistas, con base en
estos datos han sido utilizados como agentes de control bioloégico contra especies dafiinas para el
ser humano como los mosquitos. Los odonatos son un grupo con una alta importancia ecolégica
debido a que son esenciales para la evaluacién de los ecosistemas de agua dulce; puesto que
algunas especies son utilizadas como indicadoras de la calidad del agua y del nicho ecolégico y se
utilizan para monitorear el cambio ambiental (Corbet, 1999; Gonzalez-Soriano y Novelo-Gutiérrez,
2014).

La Sierra de Guadalupe es una formacion orogréafica que cuenta con una extension considerable
de recursos naturales y areas cubiertas al norte de la Ciudad de México; una importancia ecolégica
considerable es que forma una barrera natural contra la contaminacion y degradacién al ambiente,
de ahi que también sea considerada como un “pulmén verde” (Cedillo et al., 2007).

Los trabajos de Escoto-Moreno y Novelo-Gutiérrez (2014), realizando un listado de las especies de
odonatos encontrados en el estado de Hidalgo, haciendo énfasis en la creacion de mapas con SIG
para encontrar sitios potenciales de nuevos registros de especies; Gomez (2008) estudio el
comportamiento de los ensamblajes de nayades en la Sierra de Coalcoméan, Michoacan
relacionandolos con los factores ambientales del medio y su utilidad como agentes de
conservacion y Medina (2014) realizo un listado de los odonatos presentes en la Sierra de
Guadalupe y el andlisis de la fenologia de los organismos presentes durante un afio de colecta. El
presente trabajo tiene como objetivo denotar la importancia de los odonatos dentro de la Sierra de
la Guadalupe asi como su contribucion al ecosistema.

2. MATERIALES Y METODOS
La Sierra de Guadalupe, se localiza al norte de la Ciudad de México, en los limites entre el Distrito

Federal y el Estado de México. Geograficamente se ubica entre los 19°37' y 19°29' de latitud norte
y alos 99°12'y 99° 02' de longitud oeste.

19°35'37.5"N 99°04'35.4"W

* Barranca "las venitas"

Parque ecoldgico *
Ehecatl

« Laguna "los
nueve ahogados"

19°35'38.9"N 93°0321-7"W

”~

Fig. 1. Puntos de muestreo. Sierra de Guadalupe, Ecatepec. Barranca las venitas, Laguna los
nueve ahogados y Parque ecolégico Ehecatl.
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Se realizaron muestreos quincenales durante los meses de agosto a noviembre de 2015, en tres
puntos de muestreo: Parque ecolégico “Ehécatl”, Barranca “Las venitas” y la “Laguna de los Nueve
Ahogados” (Fig. 1) dentro de la zona noreste de la Sierra de Guadalupe, municipio de Ecatepec de
Morelos. La colecta de los organismos se realiz6 mediante redes entomoldgicas aéreas cercano a
los cuerpos de agua, posteriormente se fijaron mediante inyecciéon en el abdomen con acetona
pura, posteriormente se colocaron en bolsas de papel glassine para realizar una inmersién por 24
horas en el mismo solvente, lo que permitié6 la conservacion en seco en las mismas bolsas
debidamente etiquetadas. Los organismos fueron trasladados al Laboratorio de Microscopia de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala, para su determinacion se utilizaron las claves
especializadas de Nedham et al.,, (1954); Usinger, (1956) con ayuda de un microscopio
estereoscapico.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los organismos recolectados correspondieron a cuatro especies que se incluyen en tres géneros,
dos familias y dos subérdenes (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen taxondmico de los organismos del orden Odonata colectados.

Orden Suborden Familia Género Especie
Odonata Anisoptera Libellulidae Libellula L. saturata Uhler, 1857
Sympetrum S. illotum (Hagen, 1861)
Zygoptera Coenagrionidae Enallagma E. civile Hagen, 1871
E. novohispaniae Calvert, 1907

La baja riqueza de organismos encontrados durante los muestreos se debe principalmente a que la
mancha urbana del municipio se ha acrecentado y comenzé a invadir partes de la Sierra de
Guadalupe, que conlleva a la introduccion de especies propiciando cambios en el habitat natural,
afectando tanto a la flora como a la fauna silvestre; el cambio en el uso de suelo, de forestal a
agricola ha mermado las poblaciones nativas. Estos resultados concuerdan con las nuevas
publicaciones sobre odonatos que se estdn enfocando en el efecto del impacto ambiental en las
poblaciones, la revision sobre este tema realizada por Villalobos-Jiménez et al. (2016), arroja que
los odonatos son buenos modelos para medir los niveles de perturbacion en el ecosistema
causados por el crecimiento de la mancha humana, debido a que son muy sensibles al estrés
ambiental como los contaminantes y cambios de temperatura, los adultos exhiben un
comportamiento alto de dispersién en los paisajes, finalmente son bien conocidos desde su bilogia,
ecologia y aspectos evolutivos. Esta perturbacion es negativa en la diversidad del orden en las
grandes urbes y porque se logra afectar en varias etapas del ciclo de vida. Otra de las razones por
la que es baja la riqueza de especies se debe a que el estudio realizado por Medina (2014),
durante sus colectas en campo la cantidad de organismos fue demasiado elevada para el sistema
que cuenta con una constante perturbacién por parte de la sociedad; es bien sabido que en una
olecta se trata de obtener la menor cantidad de organismos permitiendo la renovacion y que las
especies puedan alcanzar su capacidad de carga dentro del ecosistema, en este caso las
poblaciones de odonatos aldn no se han podido recuperar atribuyéndose principalmente a que la
presencia humana dentro de esta localidad es muy grande.
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Las especies mas frecuentes y abundantes durante las colectas fueron L. saturata y S. illotum,
estas comparten el nicho ecolégico y los sitios de ovoposicion, es de dominio comun que las
nayades se utilizan como indicadoras de la calidad del agua de acuerdo con Ramirez (2010), en un
anexo describe las caracteristicas ecolégicas de los nayades de distintos géneros, entre ellos
encontramos al género Libellula con un nicho en pantanos, charcas, quebradas con poco estiaje o
flujo y que pueden sobrevivir la contaminacion leve en su habitat.

Fig. 2. Fotografias de especies de la familia Libellulidae, mas abundantes en la Sierra de
Guadalupe. A: Sympetrum illotum y B: Libellula saturata.

4. CONCLUSIONES

La zona noreste de la Sierra de Guadalupe, principalmente en el municipio de Ecatepec; es un
ambiente altamente perturbado por las acciones humanas, esto conlleva a que las poblaciones
nativas de flora y fauna comiencen a desplazarse del sitio y futuramente las puede llevar a la
extincion local.

Los odonatos son organismos con una alta importancia ecoldgica, puesto que son grandes
depredadores generalistas que benefician en el control de organismos plagas desfavorables para
los humanos, son indicadores de buenas condiciones ambientales. Finalmente es importante
mantener sus poblaciones en el ambiente por el valor ecolégico y cultural que tienen en nuestro
pais.
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RESUMEN

En general, los procesos fisioldgicos de los seres vivos son muy complejos. Comprender cada una
de las variables que intervienen y su interaccion resulta dificil. Esto ha obligado a dividir los
procesos en partes y en consecuencia a reducirlos. Mecanismos como la accién enzima-sustrato,
la unién entre una hormona y el receptor en la membrana de la célula blanco, la union del
neurotransmisor y su receptor, la apertura y cierre de un canal e incluso la accion de algunas
bombas en la membrana, para sacar o meter iones en contra de la concentracion. Estos casos
pueden ser analizados, relativamente facil, cuando se les considera como un proceso de primer
orden. A este respecto, el mecanismo de primer orden propuesto por Michaelis-Menten para una
reaccion enzimatica resulta de mucha utilidad. EI complejo evoluciona con una constante cinética
de primer orden (k2), hacia la formacion de productos y enzima libre. Se ha encontrado que la
velocidad de una reaccién depende de la naturaleza de los reactivos, la concentracion, la
temperatura y los catalizadores. Si bien Michaelis-Menten especifica su propuesta a reacciones
quimicas que siguen la “Ley de velocidad”. La misma ley se aplica en todos los ejemplos
sefalados. En este trabajo se presenta el disefio y desarrollo de un simulador ejecutable para
ambiente Windows®, que destaca los procesos de primer orden. El software es de utilidad
didactica para introducir a los alumnos en el tema y que comprendan la posibilidad de estudiar los
mecanismos bioquimicos complejos por reduccién.

1. INTRODUCCION

Los simuladores computacionales son una herramienta de apoyo didactico para facilitar la
enseflanza-aprendizaje de innumerables temas; particularmente de aquellos que requieren
habilidades de pensamiento complejo y abstracto. Son muy (tiles cuando lo que se quiere estudiar
no se observa a simple vista. Construir la realidad a partir de modelos mateméaticos posibilita
realizar experimentos en la computadora modificando estructuras y variables que en la realidad
resultan dificiles o imposibles de realizar. Agregar una reacciéon quimica, enlentecerla, acelerarla.
Modificar una estructura, mutarla computacionalmente. Un mundo de posibilidades. Muchos de los
descubrimientos en este siglo vendran de la investigacion in silicon. En un pais con pocos recursos
financieros, como el nuestro, es el momento y la oportunidad de preparar una masa critica
multidisciplinaria. Fisicos, matematicos, médicos, bidlogos, ingenieros, disefiadores, computélogos,
artistas, todos uno.

En este caso se aborda el tema de la cinética enzimatica de primer orden. El modelo de cinética
enzimatica mas utilizado es el de Michaelis-Menten. Su uso en el andlisis cinético de las
reacciones enziméticas permite comprender el funcionamiento catalitico de las enzimas biolégicas
y su repercusién en los procesos fisioldgicos. Las matematicas que describen el modelo dieron un
vuelco de timén y desde entonces las reacciones quimicas se comprendieron mejor. Menten una
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investigadora canadiense. Su trabajo fue reconocido internacionalmente. Fue contratada como
profesor asistente en 1916. Sin embargo, fue contratada como profesor titular hasta que tuvo mas
de 70 afios, jque injusticial Tiempos de maltrato y desconocimiento a la mujer, de los hombres que
no permiten el éxito de la mujer. De aquellos que creen que en su area de trabajo solamente los
hombres entienden y son capaces. jNunca mas! Sea este trabajo un pequefio homenaje.

En los estudios de cinética enzimatica se mide la actividad enzimatica en términos de la cantidad
de producto formado por unidad de tiempo, a distintas concentraciones de sustrato. Si la actividad
es graficada en términos de la concentracion inicial del sustrato versus el producto generado en un
lapso de tiempo (velocidad de reaccion), la curva generada es una hipérbole rectangular. La
ecuacion que describe todos los puntos de la funcién esta dada por la velocidad [1].

La contribucién basica de Michaelis y Menten

El trabajo de Leonor Michaelis (1875-1949) y Maud Menten (1879-1960) fue de gran importancia,
ya que en 1913 publicaron su modelo, donde demostraron que la reaccion de catalisis de una
enzima es proporcional a la concentracion de enzima-sustrato, complejo predicho por la ecuacién
Michelis-Menten. Sus nombres han pasado a la historia de la Bioquimica, hasta el punto que se
puede decir que la Enzimologia comienza realmente con ellos [2].

Actividad enzimatica

Las enzimas son proteinas, cuya funcién es catalizar la transformacion quimica de sustratos a
productos especificos, mediante la estabilizacion de complejos transitorios. Las enzimas son
proteinas con capacidad de catalizar reacciones biolégicas al igual que los catalizadores
inorgénicos, aumentan la velocidad para alcanzar el equilibrio de la reaccion [3].

La actividad de una enzima se evalia en funcion de la velocidad de la reaccion. El estudio de la
velocidad de las reacciones quimicas se denominada cinética, y el estudio de la velocidad de las
reacciones catalizadas por enzimas se denomina cinética enzimética. Los factores fisicoquimicos
gue modifican la actividad de la enzima son: concentracion del sustrato, concentracion de la
enzima, pH, temperatura, fuerza ionica, inhibidores. La descripcién cinética de las enzimas facilita
la comprensién del funcionamiento enzimético [4, 5].

Modelo de Michaelis-Menten

Michaelis y Menten realizaron mediciones de la velocidad inicial en funcién de la variable de
concentracion de sacarosa y formaron sus datos en base de la suposicion de que la unién de
sacarosa estaba en equilibrio con la enzima y postulan que la velocidad de la reaccién era
proporcional a la concentracion del complejo enzima-sustrato. Al mostrar que la dependencia de la
concentracion de sacarosa sigui6 la relacion hiperbélica predicha, que proporcioné la evidencia
para apoyar la hipotesis de que la catalisis enzimatica se debi6 a formacion de un complejo
enzima-sustrato, de acuerdo con la ahora famosa ecuacién de Michaelis-Menten, y se dilucidé la
magnitud de la afinidad de la enzima por su sustrato [6].

Con el modelo propuesto se explican la mayoria de las reacciones catalizadas por enzimas. Donde
una enzima E se combina con S para formar un complejo enzima-sustrato (ES), el cual tiene dos
posibles destinos. Puede disociarse hasta E y S con una constante de velocidad k1, o bien puede
continuar hasta formar un producto P con una constante de velocidad k2:

k'l i
ELAFARELP

k4
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En la que E es la enzima, A es el sustrato, P es el producto, EA es un complejo enzima-sustrato,
k1; k-1 y k2 son las constantes de velocidad, con el supuesto de que la reaccién esta en un estado
estacionario, en el que la tasa de produccion de EA es equilibrada por la velocidad de su
conversion [7].

2. MATERIAL Y METODO

Disefio General del programa: Se realizé el algoritmo general para el funcionamiento del programa,
se establecioé el nUmero de pantallas de presentacion, de interfaz, los menuUs y los submenus de
cada una. Inicialmente se incluyeron los textos, imagenes, rétulos, botones fijos y de interactividad
con el usuario y enlace entre las interfaces.

Programacion del software: El programa se realiz6 con el lenguaje Visual Basic®, version 5.0 para
ambiente Windows®, desde XP a Windows 8, con una resolucidon de pantalla de 1,366 x 768
pixeles.

Desarrollo del modelo: Se utilizd la ecuacién propuesta por Michaelis-Menten en 1913, que
describe el consumo del sustrato por una enzima:

% = k1[E][S] — k_,[ES] — k_,[ES] = O "
_ Ky [EI[S]

ES] =% e @)
_ k_qtk;

fm = = @3)

Kn, refleja la afinidad de la enzima por el substrato. K, es numéricamente igual a la concentracion
de substrato. La velocidad de reaccibn es la mitad de la Vmax (K,=Vmax/2). Este
parametro, K, no varia con la concentracién de enzima.

3. RESULTADOS

Se desarrollé la primera versidbn de un programa interactivo para la simulaciéon de la cinética
enzimética. El simulador se ejecuta directamente desde Windows. Al ingresar, se visualiza primero
la pantalla de presentacién del programa (figura 1A), posteriormente al iniciar se muestra la interfaz
del menu principal que consta de dos médulos: uno informativo con subtemas y el otro incluye la
simulacién como se muestra en la Figura 1B.

El submenu contiene la descripcion basica de siete subtemas: regulacion de la actividad
enzimatica, cinética enzimatica, reacciones de primer orden, reacciones enzima-sustrato, modelo
cinético de Michaelis-Menten, ecuacion de Michaelis-Menten, determinacion de la velocidad
méaxima (Vmax) de una reaccion enzimatica y de la constante de Michaelis-Menten (figura 2).
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La cinélica enzimatica eshudia la
welocidad de las reacciones
calakzadas por enzimas. Eslos
estudies proporcionan informacion
directa acerca del mecanismo de la
reaccion cataliica y de la
especiidad del enzima.

El estadio de la cinélica de una
enzima permite explicar:
»Los defalles de su mecanismo
cataliico.
>Su papel en el metabolisme.
>Camo es controlada su achidad en
la célula.

2

£l

Fig. 2. Interfaces del submenu e informativa del programa. (A) pantalla de un submenu, con los
temas informativos. (B) ejemplo de la descripcion del tema. El usuario puede regresar al menu

principal en cualquier momento.

Ejemplos de simulacién de la cinética enzimética

El segundo médulo incluye el simulador computacional de la cinética de las reacciones quimicas,
que reproduce los efectos de los factores que afectan la velocidad de la reaccién: la concentracion,

la temperatura y los catalizadores (Figura 3).
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Fig. 3. Simulaciones de reacciéon enzimatica. (A) Interfaz de usuario. Se muestra un recuadro
donde se grafica el sustrato (linea superior), la enzima (segunda linea decreciente) y el producto
(linea creciente). Del lado derecho se encuentran cuatro casillas para ingresar concentraciones en
las dos primeras y velocidades de reaccién “hacia adelante” y “hacia atras”. (B) Ejemplo de
simulacion modificando cada una de las variables.

Los datos que se muestran por medio del simulador, demuestran que cuando: Una K, es pequefia
refleja una alta afinidad de la enzima por su substrato, porque a una baja concentracion del mismo,
la enzima ha desarrollado la mitad de la velocidad méxima. Un valor de K, mayor, refleja una baja
afinidad de la enzima por su substrato, porque a una concentracion elevada del mismo, la
enzima desarrolla la mitad de la velocidad méxima.

Relacién de la velocidad con la concentracion de enzima:la velocidad de la reaccion es
directamente proporcional a la concentracién de la enzima a cualquier concentracién de substrato.
Por ejemplo, si la concentracion de enzima es disminuida a la mitad, la velocidad inicial de la
reaccion (vo) es reducida también a la mitad de la original.

Orden de la reaccién: cuando [S] es mas pequefa que el K, la velocidad de la reaccién es
aproximadamente igual a la concentracion de substrato.

4. CONCLUSIONES

El software fue disefiado para alumnos de nivel de licenciatura interesados en entender los
mecanismos de cinética enzimatica de primer orden. Con el programa se pueden simular las
siguientes curvas del modelo M-M:

La relacion de la concentracion de sustrato en funcién del tiempo.

La relacion de la concentracion de enzima libre en funcién del tiempo.

La relacion de la concentracion del complejo enzima-sustrato en funcién del tiempo.

La relacion de la concentracién de producto en funcion del tiempo.

La velocidad de activacion para una reaccion simple catalizada enziméaticamente: el efecto de la
concentracién de sustrato sobre la velocidad de la reaccion.
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PELICULAS A PARTIR DE ALMIDON Y DEL COPOLIMERO INJERTO ALMIDON-g-PCL

Peralta Gonzalez Coyolicaltzin, Ramirez Hernandez Aurelio, Conde Acevedo C. Jorge, Moreno
Navarro Gpe. Leticia.

Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec.

RESUMEN:

Se llevdé a cabo la elaboracion de peliculas de almidon y del copolimero injerto almidon-g-PCL
sintetizado a diferentes temperaturas por medio del método casting. Se realizd su caracterizacién
por la técnica instrumental de espectroscopia de Infrarrojo (FTIR). El analisis del espectro de FTIR
mostro las sefiales principales de vibracion del almidén y de este en el copolimero. Estas sefales
se incrementan conforme aumenta la temperatura de sintesis del copolimero injerto. Esto significa
gue a temperaturas mayores el ordenamiento de las cadenas aumenta. Ademas, se determing el
porcentaje de humedad. La humedad es variable en todas las formulaciones de las peliculas y su
degradacion aumenta conforme pasando el tiempo.

1. INTRODUCCION:

En el mundo se ha incrementado la preocupacion por la generacion indiscriminada de desechos o
basura no tan facilmente degradable por la naturaleza, por ejemplo, la generada por los plasticos.
Los plasticos son macromoléculas o polimeros obtenidos principalmente a partir del petréleo, por
ejemplo, el polietileno (PE), el cual uno de sus principales usos es en la fabricacion de bolsas
plasticas utilizadas en los centros comerciales [1]. En los Gltimos 70 afios, estos materiales han
mejorado considerablemente la calidad de vida de los seres humanos y se han convertido en
materiales muy importantes para el crecimiento y desarrollo de los paises. Sin embargo, también
se ha incrementado la contaminacion ambiental generada por la disposicion final de estos
polimeros o plasticos al terminar su vida Gtil. Aunque pueden ser reciclados, la realidad indica que
muy poco se recicla.

A nivel mundial, el 10% de la basura sdlida es plastico, y es comdn verlo depositado
inapropiadamente (Figura 1), por ejemplo, en las calles de las ciudades, en zonas naturales, en
rios y en los mares, en este Ultimo sitio contiene alrededor del 0.2 al 0.3% de la basura plastica. [2-
3].

Figura 1. Sitios inapropiados para depositar la basura.
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La mayoria de estos materiales son estables en el medio ambiente y son dificil de degradar en
condiciones ambientales, por lo tanto, su acumulacion altera la calidad de vida del resto de los
seres vivos y pone en peligro la vida de algunas de estas especies, por ejemplo, los animales
marinos podrian comer plastico o quedar enredado en él 'y morir.

Por tal razén, hoy en dia, hay gran interés en la utilizacién de materiales biodegradables como una
alternativa ante el uso irracional de los plasticos convencionales como el PE,dentro de las materias
primas para elaborar plasticos biodegradables se encuentra el almidon.El almidéon es un
polisacarido de origen vegetal almacenado en forma de granulos de estructura compleja que se
encuentra principalmente en cereales (maiz, arroz, trigo, etc.), tubérculos (papa, camote, yuca,
etc.), en leguminosas (frijoles, chicharos, haba, etc.), y en frutas (mango, platano, etc.) pero
también se encuentran en los tallos, en las hojas e incluso en el polen.

2. PARTE EXPERIMENTAL

A partir de almidon y del copolimero injerto Almidon-g-PCL sintetizado a diferentes temperaturas.
Se Elaboraron las peliculas de almidén/almidon-g-PCL.

2.1 Preparacion de las peliculas de almidén y del copolimero injerto .

En el Esquema 1 se ilustra de manera general el procedimiento general que se utilizé para la
formacién de las peliculas de almidén de platano macho y del copolimero usando el método
casting.

Agua

Almidon

|-
U - L - —

Secado a 45°C
en horno
durante 24h

85°C 20 min agitacion Vaciado

Esquema 1. Elaboracion de las peliculas por el método casting

2.2 Determinacién de la humedad

Para la determinacion de la humedad de las peliculas se utilizé una termobalanza marca Shimidzu
modelo Moc-120H. Las peliculas se sometieron a calentamiento en la termobalanza usando un
software integradado a la misma, el cual consiste en medir la pérdida de peso de cada pelicula
cada 30 segundos a 110°C.
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3. RESULTADOS

3.1 Elaboracién de las peliculas de almidén y del copolimero

Se llevé a cabo la elaboracion de las peliculas por medio del método casting. Las cuales se
obtuvieron con éxito y en la Figura 2 se presentan algunas de las fotografias tomadas de estas. La
primera corresponde a la pelicula de almidén de platano macho (1), (2) y (3) corresponden a las
peliculas de almidén/Almidén-g-PCL/ y del copolimero Almidén-g-PCL, respectivamente.

@) ) ©))

Figura 2. Peliculas de almidén (1), del almidén/almidén-g-PCL (2) y del copolimero almidén-g-PCL.

Comparando las tres fotografias se puede observar que las tres presentan tonalidades diferentes.
La tendencia de transparencia sigue el siguiente orden Pel. 1> Pel. 2> Pel. 7. Esta tendencia se
debe probablemente a las diferencias de la cristalinidad y amorficidad que tiene cada pelicula.

3.2 Determinacion de la humedad de las peliculas. Se llevé a cabo la determinacion del
contenido de agua en las peliculas de almidén y del copolimero injerto. En la Figura 3 se presenta
el comportamiento de las peliculas de almidon-g-PCL frente a la humedad.

25 -
Pel. 1
Pel. 2

Pel. 3 Pel. 4
20 - PolL & -

Pel. 6

Pel. 7

humedad (%)
°
PR T

T T T T T T T
(4] 5 10 15 20
Tiempo (min)

Figura 3. Porcentaje de humedad de las peliculas de almidén-g-PCL.
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Una de las desventajas que presentan las peliculas elaboradas a partir de solo almidén es su
afinidad al agua y esto se observa en la Figura 3, siendo esta la de mayor contenido de humedad
comparadas con las demas. La tendencia en las gréficas indica que la humedad aumenta cuando
disminuye la temperatura de sintesis del copolimero Almidén-g-PCL. Esto es debido a que hay un
aumento en la interaccion de los grupos hidréxilos del almidén con los del copolimero y esto
disminuye su interaccion con los hidroxilos del agua. Esto significa que la cristalinidad de las
peliculas debe tener la misma tendencia, es decir, aumentar con la disminucién de la temperatura
de sintesis del copolimero porque habrd menos interacciones de los grupos hidroxilos entre el
almidén y la PCL. Por otra parte, las peliculas de solo PCL, tal como se esperaba, tienen escasa
humedad debido a sus caracteristicas quimicas y fisicas, es hidrofébica.

3.3 Los espectros de FTIR de las peliculas se presentan en la Figura 4. Las dos sefiales
principales de vibracion del almidéon se observan en todas las peliculas. La primera sefial
corresponde a la vibracion de alargamiento de los grupos hidroxilos (-OH) del almidon, la cual
aparece 3291cm-1. La segunda sefial del almidén aparece a 994cm-1, la cual corresponde a la
vibracion de flexion del grupo C-O-C presente en su estructura. La sefial a 928 cm-1 corresponde a
la sefal de vibracion del enlace a(1-6). La forma y la intensidad de estas sefiales son
caracteristicas del espectro de FTIR del almidén.?

150°C

140°C

130°C

10°%

Transmittance (%)

Starch

T J T U T U T U T L T U
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm)

Figura 4. Espectros de FTIR de las primeras 5 peliculas.

Por otra parte, La sefial de vibracion del grupo carbonilo (C=0) a 1721 cm™ de la PCL se observa
gue aumentando en intensidad cuando aumenta la temperatura de sintesis del copolimero como se
ve en la figura 4. Esto esta indicando un aumento en la concentracién de las sefiales de vibracion
del grupulo carbonilo de la PCL.

3.4 Biodegradacion de las Peliculas. La degradacion de las peliculas en la tierra frente al tiempo
se llevé de acuerdo a la norma ASTM D-1708, Figura 5.

1055



100 —

Porcentaje de degradacion (%)

Pel. 6 -

Tiempo (dias)

Figura 5. Biodegradacion de las Peliculas.

Homopeliculas de almidén y del copolimero almidon-g-PCL, Pel. 1 y Pel. 7, respectivamente, se
degradan completamente a los 22 dias aproximadamente. La Pel. 7 y la Pel. 6, son las peliculas
que més rapidamente se degradan, a los 12 dias aproximadamente. Este resultado comprueba la
hipétesis planteada en el proyecto de investigacién, la combinacién de almidén y PCL generan un
polimero altamente biodegradable. Sin embargo, la Pelicula utilizando copolimero sintetizado a
110°C (Pel. 2) presenta una degradacion intermedia entre el almidén y la PCL.

4. CONCLUSIONES

Se llevo a cabo con éxito la elaboracion de peliculas de almidén y del copolimero almidén-g-PCI
por medio del método casting. La caracterizacion por FTIR indica que las cadenas de PCL se
reorganizan en forma lineal conforme aumenta la temperatura de sintesis del copolimero. La
biodegradacioén de las peliculas se lleve a acabo a los 30 dias. Este resultado permite concluir que
las peliculas son altamente biodegradables en este tiempo.
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RESUMEN

En el aire de interiores como edificios, areas de hospitales, etc., la presencia de microorganismos
como las bacterias tiene una trascendencia inmediata, pues se distribuyen en espacios
relativamente confinados y su eliminacion depende de eficientes sistemas de ventilacion y
filtracion. Por lo tanto, seria de gran interés disponer de un material sélido con propiedades
bactericidas que pudieran conformar filtros u otros dispositivos para descontaminar el aire. Uno de
estos materiales podrian ser las arcillas aniénicas. En este trabajo se evaluaron las propiedades
antibacterianas de arcillas anidnicas compuestas de cinc y aluminio y extracto de eucalipto,
variando el pH de sintesis y las relaciones molares de estos metales. Las arcillas son sélidos
porosos con estructura laminar que presentan alta area superficial, facilitando el contacto con los
microorganismos. Estos sélidos fueron evaluados en presencia de cepas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa, aisladas del aire en la Ciudad de
Puebla. La actividad antibacteriana de la arcilla se compar6 con vancomicina (VA) para
Staphylococcus sp e imipenem (IMP) para Pseudomonas aeruginosa. Los ensayos se realizaron
por triplicado, por el método de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) en placa. Se observo que la
relacion molar Zn/Al, el pH y el extracto de eucalipto en la sintesis de hidrotalcita determind la
actividad bactericida, ya que a bajas concentraciones del material fueron capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano.

1. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental en la Ciudad de Puebla, es un problema que se ha incrementado en
los ultimos afos, debido principalmente al incremento poblacional, el flujo vehicular y al
correspondiente aumento de su radio urbano. El desarrollo de la actividad productiva e industrial ha
impactado fuertemente en los cambios fisicos y bioldgicos del medio ambiente urbano; en
consecuencia, la contaminaciéon atmosférica en la Ciudad de Puebla se presenta como uno de los
problemas ambientales mas relevantes por sus efectos negativos en la calidad de vida de las
personas, afectando la salud y el bienestar general de la poblacién expuesta. Las investigaciones
relacionadas con la calidad de aire y su impacto en la salud de la poblacion y el cambio climético
han sido orientadas principalmente a la caracterizaciébn particulas abidticas, dando lugar a
establecer politicas de prevencion y control a través de acciones que garanticen el cumplimiento de
las Normas Oficiales Mexicanas, de manera coordinada entre gobierno y sociedad, de esta forma,
el Gobierno del Estado de Puebla, a través de la Secretaria de Sustentabilidad Ambiental y
Ordenamiento Territorial, en coordinacion con la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales del Gobierno Federal SEMARNAT, elaboraron el Programa de Gestion de la Calidad del
Aire para el periodo 2012 — 2020 (proAire), el cual establece las lineas de accidon que garantizan el
mejoramiento de la calidad del aire que respiramos. Sin embargo, el aire ademas de particulas
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abioticas, contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos que se han adaptado a
estas condiciones ambientales, lo que ha favorecido su dispersion y supervivencia en la atmésfera,
por lo que la proliferaciéon de enfermedades causada por este tipo de microorganismos patégenos
oportunistas dispersos por el aire y el fendbmeno de multirresistencia a diferentes antibiéticos,
antisépticos y desinfectantes constituye una amenaza sanitaria para los seres vivos.

2. TEORIA

Las bacterias en el aire son componentes bioloégicos importantes de los aerosoles y guardan una
estrecha relacién con la salud humana ya que pueden ocasionar efectos adversos a través de
infecciones e intoxicaciones y en concentraciones mas altas pueden dar lugar a diversas
enfermedades (Liang et al., 2013). Entre las bacterias aisladas con mayor frecuencia en el aire se
encuentran Pseudomona sp y Staphylococcus sp (Liang et al.,, 2013; Aydogdu et al., 2010;
Fahlgren et al., 2010). Algunos estudios han demostrado que estas bacterias tiene la habilidad
genética para transferir y adquirir factores de resistencia a diferentes sustancias, pueden ser
dispersadas por el aire siendo fuente de infecciones epidémicas y por ende, una seria amenaza
para la Salud Publica Mundial (Liu et al., 2012; Picao et al., 2009). En los afios resientes, el uso
inapropiado de los antibidticos y los antisépticos ha incrementado la resistencia a estos farmacos
entre las bacterias, lo cual ha sido causa de enfermedades intratables e incrementos de mortalidad
en las clinicas a través del mundo, principalmente entre pacientes con su sistema inmunitario
comprometido (Malavaud, 2014; Mahzounieh et al., 2014; Falk-Brynhildsen et al., 2014; Duran et
al., 2014; Dey et al., 2012). La emergencia y propagaciéon de bacterias resistentes a los
antisépticos y a los antimicrobianos es un problema creciente en los paises desarrollados y
subdesarrollados, amenazando con convertirse en una crisis global. Uno de los enfoques
importantes para resolver este problema es la necesidad del descubrimiento de nuevas sustancias
de origen natural para el control microbiano (Dharmalingam et al., 2012). La atmdsfera no tiene una
microbiota autdctona pero es un medio para la dispersion de muchos tipos de microorganismos
incluyendo bacterias, virus y hongos, procedentes de otros ambientes y que pueden ser las causas
potenciales de enfermedades respiratorias (neumonia, tosferina, tuberculosis, legionelosis,
resfriado, gripe), sistémicas (meningitis sarampion, varicela, micosis) y alérgicas tanto en
ambientes cerrados como abiertos, por lo que el desarrollo de investigaciones que contribuyan al
conocimiento de la microbiota aerotransportada en ambos sitios, es fundamental para el
conocimiento de la calidad ambiental del entorno (Fang et al., 2007; Tringe et al., 2008; Tang,
2009).

3. PARTE EXPERIMENTAL

Para realizar los ensayos de actividad antibacteriana del extracto de eucalipto y las arcillas se
tomaron en cuenta las especificaciones del National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), actualmente Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Los ensayos se
realizaron por triplicado con cada una de las cepas bacterianas. Antes de llevar acabo cada uno de
los ensayos, se evalud la actividad antibacteriana de los disolventes utilizados para la suspension
del extracto de eucalipto y la sintesis de las arcillas por el Método de difusién en pozo (CLSI, 1015)
frente a las cepas a utilizar en el ensayo, observandose ausencia de actividad antibacteriana con
cada uno de los disolventes utilizados.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO DE EUCALIPTO

Antes de estructurar las arcillas anidnicas con el extracto de eucalipto, se evalud la actividad
antibacteriana de este extracto por el Método de Difusion en Pozo en medio Mueller Hinton Difco
TM. En cada placa con cuatro pozos, se sembré en forma masiva una solucion bacteriana
(Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus sp) a una concentracion de 1.5x106 UFC/mL (tubo
0,5 en la escala de turbidez de Macfarland), posteriormente se adiciono a cada pozo los extractos
de eucalipto. Se emple6 como control negativo Soluciéon Salina Isoténica (SSI) y como control
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positivo discos inpregnados con imipenen (10 ug) para Pseudomonas aeruginosa y vancomicina
(30 pg) para Staphylococcus sp. Se incub6 a 37 °C de 18-24 horas (CLSI, 1015).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS ARCILLAS

La actividad antibacteriana de las arcillas se evalué por el Método de Dilucion en Agar:
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) (NCCLS, 2003), en donde se incorporaron las arcillas
anidnicas a diferentes concentraciones en el medio con agar Mueller-Hinton Difco TM; las
concentraciones de las arcillas probadas fueron 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8% y 1% en
cada placa, donde se sembré 2 ul de solucion bacteriana (Pseudomonas sp y Staphylococcus sp)
a una concentracion de 1.5x10s UFC/mL (tubo 0,5 en la escala de turbidez de Macfarland). Se
empled como control positivo Soluciéon Salina Isotdnica (SSI) y como control negativo placas con
agar Mueller-Hinton Difco TM sin arcilla (Cosa et al., 2006; CLSI, 2015). Después de 18-24 horas
de incubacion a 37 °C, se examiné

visualmente el crecimiento en las placas. El punto final (CMI) se considera la menor concentracion
de compuesto (en este caso de arcilla) frente a la cual el microorganismo ensayado no presenta
desarrollo visible (NCCLS, 2003). Las cepas que presentaron un leve crecimiento en el medio se
reportaron como crecimiento intermedio (1).

CEPAS BACTRERIANAS

Cepas bacterianas utilizadas en el ensayo fueron proporcionadas por el Depto. de Microbiologia de
la Facultad de Ciencias Quimicas BUAP: Staphylococcus aureus ATCC 25923; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina, donada por el
Hospital Angeles de Puebla (cepa 80299) y Escherichia coli

4. RESULTADOS Y DISCUSION

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS ARCILLAS
Hidrotalcitas/extracto de eucalipto

Antes de realizar el ensayo de CMI para la arcilla con extracto de eucalipto, se corrobor6 lo
reportado por varios autores donde mencionan la actividad antibacteriana del extracto de
Eucalyptus globulus en presencia de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas (Bachir
y Benali, 2012; Damjanovi¢-Vratnica et al., 2011; kumar y Laxmidhar, 2011; Song et al., 2009).
Obteniendo como resultado halos de inhibicion de aproximadamente 10 mm tanto en
Staphylococcus sp como Pseudomona aeruginosa (Figura 1). Una vez confirmados los resultados
se procedi6 a la sintesis de la arcilla anidnica con el extracto de eucalipto a diferentes
concentraciones y pH.

Los resultados de la CMI para las hidrotalcitas/extracto de eucalipto para las cepas de estafilococo,
no muestraron variaciones muy marcadas, lo que indica que con concentraciones aproximadas del
1.4% (p/v) del extracto se inhibe por completo el desarrollo de estos microorganismos. Para el caso
de Pseudomonas aeruginosa, s6lo se obtuvieron efectos intermedios (I), es decir se observa
crecimiento de algunas colonias a partir de 1.4% de la concentracion de la hidrotalcita/extracto de
eucalipto (Figura 2); por lo que se realizé un nuevo ensayo aumentando la concentracion de la
hidrotalcita /extracto de eucalipto 1.6, 1.8 y 2.0% (p/v) en cada placa. El efecto de inhibicion total,
sensible (S), en el crecimiento de las cepas de Pseudomonas aeruginosa evaluadas se observo, a
partir de la concentracion 1.6% (p/v) de la arcilla. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Damjanovi¢-Vratnica y col.,, en 2011, donde menciona que concentraciones bajas del extracto
tienen un menor efecto bactericida del extracto de Eucalipto frente a estas. Chao y col., en 2000
proponen que esto podria deberse a la habilidad que tienen las cepas de Pseudomonas sp para
metabolizar un amplio rango de compuestos organicos, lo que explicaria su amplio nivel de
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resistencia (Chao et al., 2000). Aunque la actividad antimicrobiana de muchos aceites esenciales
obtenidos de plantas han sido estudiados (Rios y Recio, 2005). Los mecanismos de accion no han
sido reportados con detalle. Se cree que los compuestos con actividad antimicrobiana son los
terpenos y fenoles presentes en la naturaleza, siendo probablemente su mecanismo de accién muy
similares a los demas compuestos fendlicos (Shunying et al., 2005). Debido a que los extractos de
eucalipto contienen mezclas complejas de diferentes compuestos y se sabe muy poco sobre los
efectos antibacterianos entre los constituyentes individuales; por lo que algunos investigadores
sugieren que la actividad antibacteriana puede estar relacionada con efectos aditivos, sinérgicos o
antagonicos entre las diferentes sustancias (Delaquis et al., 2002). Es importante mencionar que
los dos solventes que se usaron para la obtencion del extracto de eucalipto, no presentaron
diferencia alguna entre los extractos en las pruebas realizadas.

Staphylococcus sp

Figura 1. Placas que muestran la actividad antibacteriana del extracto de Eucalyptus globulus en
cepas de Staphylococcus sp y Pseudomonas aeruginosa. Control negativo Solucién Salina
Isoténica (SSI) y control positivo discos con vancomicina (30 ug) e imipenen (10 ug). Se incubd a
37 °C de 18-24 horas.

Figura 2. Placas con hidrotalcita/extracto de eucalipto, que muestran los resultados de la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) en cepas de Staphylococcus sp y Pseudomonas
aeruginosa. Control negativo: placa sin hidrotalcita/extracto eucalipto y control positivo: solucion
salina isoténica (SSI). Se incubé a 37 °C de 18-24 horas.
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Hidrotalcitas/Zn/Al

Los resultados obtenidos en el ensayo de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de estas
arcillas, sélo algunas cepas de estafilococo mostraron inhibicién visible entre 0.6% y 1% (p/v) en
presencia de las arcillas A. HT-Zn-Al 4:1 pH=7.5 y B. HT-Zn-Al 3:1 pH=7.4, que basicamente se
mantienen con las mismas caracteristicas de concentracion y pH. Algunos autores han demostrado
gue mientras el pH es un factor importante en la especiacién de iones metalicos, la actividad
antibacteriana no es atribuida exclusivamente al pH. Los estudios realizados indican que la
actividad antibacteriana en las arcillas aniénicas se relaciona con la concentracion y la especiacion
de iones metalicos intercambiables (Otto et al., 2014; Otto y Haydel, 2013). En los resultados se
observan las CMI sensibles (S) e intermedios (I) en las cepas de estafilococo, donde las CMI
intermedias se presentaron en concentraciones de 0.4% y 0.6% (p/v), donde el efecto de inhibicion
fue mayor que para Pseudomona aeruginosa, con CMI intermedia en B. HT-Zn-Al 3:1 pH=7.4 y D.
HT-Zn-Al 3:1 pH=10. Las CMI con efecto intermedio (I) podria implicar que, las arcillas llevan a
cabo un efecto bacteriostatico sobre el desarrollo de las bacterias, ya que las cepas pudieron ser
recuperas en medios sin arcilla (Figura 2). En el caso de las cepas de Pseudomonas aeruginosa la
mayoria CMI fueron negativas, esto debido probablemente a la diversidad de sistemas genéticos
de resistencia a metales pesados que portan estas bacterias, que les permiten sobrevivir en
ambientes con elevadas concentraciones de estos elementos (Nies, 2003; McEldowney, 2000;
Hassan et al., 1999).

B—

Control Negativo

Rcesistente (R)

Figura 3. Placas con arcillas aniénicas zinc/aluminio (zn/al), que muestran los resultados de la
concentracién minima inhibitoria (CMI) sensible (S), intermedio (1) y resistente (R).

5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo, dan una idea de las posibilidades que brindan las arcillas
para poder ser utilizadas como matrices hospederas de moléculas con actividad antimicrobiana. Ya
que los procesos de liberacién controlada de extractos o metales pesados en concentraciones
especificas con actividad microbicida o microbiostatica incrementan la posibilidad de ser utilizadas
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en diferentes areas donde es de vital importancia el control del crecimiento y desarrollo de los
microorganismos. Estos compuestos se mantienen estables incluso después de 6 meses de
almacenamiento, lo que indica el eficiente método de sintesis, no son téxicos por lo que podrian
emplearse para la eliminacién de bacterias por medio de diferentes aplicaciones, como filtros de
aire para hospitales o lugares concurridos, al igual que para jabones quirlrgicos, usos industriales
0 domésticos, etc.
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PARTICIPACION SOCIAL, ELEMENTO CLAVE PARA LA RESTAURACION ECOLOGICA EN
SITIOS SUMAMENTE DEGRADADOS EN ATOTONILCO DE TULA.

Pedro Angeles Juarez®, Minerva Gonzalez Ibarra® y Aida del Rosario Malpica Sanchez*

! Universidad Auténoma Metropolitana Xochimilco.

RESUMEN

En Atotonilco de Tula en el Estado de Hidalgo, la formacion geolégica guarda estrecha relacion con
el paisaje y el uso de los recursos naturales, histéricamente ha sido sitio de produccion de cal para
el centro de México desde tiempos mexicas. En el México antiguo los cerros eran depésitos de
agua, lugares donde nacia la vida, cosmovisiébn que ha desaparecido del mapa. Actualmente la
piedra caliza es utilizada por empresas productoras de cemento y cal, tanto de capital extranjero
como nacional, lo cual ha devastado el conjunto de cerros y lomerios que le caracterizaban.
También hubo malas practicas campesinas como sobre pastoreo, abandono de cuidado de
cuerpos de agua, abuso de lefia como combustible, deforestacién, saqueo de tierra negra para
macetas lo cual a la larga ocasion6 erosion, asolvamiento de presas y jagileyes, pérdida de
especies nativas como el madrofio, la palma sotol, el maguey, el huizache y el mezquite. Para
conocer y establecer mecanismos de recuperacién de sitios sumamente degradados, se realizaron
transectos de conocimiento tradicional en el uso y manejo en conjunto con campesinos. Se
identificaron sitios erosionados, mediante métodos etnograficos, se recupera la narrativa de los
cuerpos de agua entristecidos, como el Manantial “El Palomito”, “Presa las Trancas”, Barranca
Nhamde. Se conjuntan conocimientos académicos con saberes tradicionales en un didlogo que
permita recuperar tanto especies nativas como especies remediadoras de suelo y captacion de
humedad como principio eje en la re-habilitacion de sitios degradados, aunque ain no contamos
con conclusiones pues esta en marcha este proceso unimos personas con personas para planear
estrategias de rehabilitacion y capacitacion.

1. INTRODUCCION

En la presente contribuciéon se hace una recapitulaciéon al proceso de articulacién comunitaria en
torno a trabajos de restauracién ecolégica en una comunidad campesina que ha sufrido la
degradacion de sus recursos mas valiosos: la tierra y el agua. El propdsito general es generar una
estrategia colaborativa entre diversos sectores tanto de la academia como del sector rural en un
esfuerzo que enlace instituciones, comunidad e investigadores. Se busca el manejo in situ de
especies que estan a punto de desaparecer en el mapa comunitario. La principal herramienta de
investigacion lo constituye el transecto o recorrido con miembros de la comunidad, personas que
han vivido, trabajado y caminado estos lugares, ellos proporcionan informacion valiosa sobre las
transformaciones sufridas en el paisaje, los recursos naturales presentes y ausentes en el territorio
y la problematica ambiental evidente al tiempo que se plantean posibles soluciones para restaurar
estos espacios de vida.

2. FUNDAMENTOS TEORICOS - METODOLOGICOS

Antiguamente la region central del altiplano que ocupa actualmente el municipio de Atotonilco de
Tula, ubicada al norte del Valle de México se le denomino La Teotlapan o tierra de los dioses, era
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una superficie amplia que contaba con suficientes recursos hidricos, bosques vy tierras para ser
considerada el granero de los mexicas, mucho antes ya habia sido utilizada por los antiguos
habitantes de la antigua Tollan como proveedora de cal, pieles de conejo, frijol, maiz y productos
del maguey y la lechuguilla. (Ramirez Calva, 2010). Alfonso Reyes refiere al Andhuac como la
regibn mas transparente del aire. Sin embargo, esta imagen contrasta con la realidad actual.
Siendo una de las regiones mayormente contaminadas del mundo.

La participacion social que interesa aqui resaltar es la que brinda a la poblacion local la
oportunidad de influir en las decisiones en el manejo de sus recursos. Los que encierra el territorio.
Con este proposito se rescatan aspectos histéricos de ocupacion del territorio, se investiga la
condicion historica que permita entender los cambios sufridos a través del tiempo. Se interpretan
los cambios estructurales del paisaje. Con objeto de rescatar especies vegetales se establecen
metas y objetivos para la restauracion, donde se invita a participar a los diferentes estratos
poblacionales.

OBJETIVO:

Establecer mecanismos de participacion social para la restauracién de sitios sumamente
degradados, que permitan el rescate, conservacion, preservacion de la biodiversidad en zonas de
muy escasa resiliencia ecoldgica.

3. RESULTADOS

Realizacion de transectos para identificar especies en riesgo.

Realizacion de transectos para identificar sitios sumamente degradados (erosionados y con
formacién de carcavas)

Se realiza un acuerdo de colaboracion entre instituciones de ensefianza superior como la FES-
Iztacala para la recuperacién del madrofio y la Universidad Tecnolégica Tula-Tepeji para
restauraciéon de suelos mediante el uso de bioremediadores de vermicomposteo con lodos
industriales.

Se recupera la narrativa local sobre las especies animales, vegetales y hongos que ya no son
vistos por los campesinos del lugar.

Preguntando a las abuelitas sobre las plantas y animales silvestres (biodiversidad) que antes habia
y ahora ya no hay, nos responden: El coyote, El gato montés, Conejo, Ratones, Tuzas, Las moras,
Quesitos, Refresquitos, Jicama silvestre, Gagrenos, Guayaba, Depes, Jaltomate. Alicante, lincer,
lagartija cola larga, correcaminos, dominico, calandria, pajaro carpintero, filomenos, palomas.
Alincante, lincer, lagartija cola larga, correcaminos, dominico, péjaro carpintero, palomas.

Realizamos un recorrido caminando y preguntando sobre los usos y manejo del cerro de la Presa
Las Trancas y El Palomito con el objetivo de conocer la utilizacion, problemas, estrategias a
implementar para su conservacion. Este es un Instrumento consiste en: Reunir personas que
conozcan el lugar, las plantas, los animales, el suelo, el agua, clima, los cultivos. Trazar ruta,
utilizar mapa base, Ubicar puntos de muestreo, Identificar caracteristicas y problemas asociados,
Realizar matriz de problemas (soluciones)-Analisis de la experiencia. Las condiciones de
degradacion ambiental se muestran en la siguientes imagenes (figura 1 y figura 2)

En un segundo recorrido ubicamos dos especies factibles de recuperar el arbusto madrofio y la
palma (figura 2) Asi como poblaciones de huizache y tepozan como nodriza del arbusto. La FES-
Iztacala brinda asistencia técnica. Actualmente se desarrolla un proyecto de utilizacion de lodos
téxicos desactivados provenientes de la Refineria de Tula con el propoésito de utilizarlos como
bioremediadores para suelos sumamente degradados.
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Figura 1. Se observan los cerros devastados por las cementeras, relictos de
matorral y suelos desnudos.

Figura 2. Especies representativas de la zona de estudio Madrofio y Palma
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Figura 3. Formacion de céarcavas en el manantial el Palomito, se requieren obras de
conservacion de suelo y agua, reforestacion y recuperacion de especies nativas.

4. DISCUSION

Conejos es una comunidad que pertenece al municipio de Atotonilco de Tula, su poblacion ha
crecido en los Udltimos 15 afios, para el afio 2000 se contabilizaban 3 mil habitantes, pero con el
dinamismo econdmico regional ha sido una de las comunidades en aceptar vecinos. Sus tierras de
temporal son de muy baja productividad menores a media tonelada de maiz y cebada. Al estar
rodeada de empresas cementeras la comunidad se transformd agricola a obrera y al paso de los
afios de obrera a conductores de tréiler, dejando de lado las actividades campesinas, el cuidado de
la tierra, la proteccion a los recursos hidricos.

En los afios ochenta cuando se aceleraron los procesos productivos y México caia en una
profunda crisis econdmica, las industrias cementeras reforzaron sus esfuerzos de productividad
detonando en sus canteras a cielo abierto fuertes explosiones cuyas piedras caian sobre los
techos de las casas cercanas. Al campesinado de Conejos le caia una lluvia de piedras. El modelo
actual de crecimiento basado en cero apoyos al campesino, proletarizacion de la mano de obra
rural, una politica social que recoge los destrozos de la politica econémica ha dejado esta
comunidad en una verdadera zona de desastre.

Se requiere la participacidon activa de agentes de gobierno, académicos, organizaciones de la
sociedad civil, campesinos locales junto con sus familias, para poder hacer juntos proyectos de
restauracion ecoldgica y del conjunto social.
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5. CONCLUSIONES

No hay conclusiones definitivas, ya que son procesos que estan en marcha, actualmente detenidos
por el proceso electoral que busca votos a costa de lo que sea. Los diversos partidos politicos
actan como frenos a la solucion de problemas y necesidades sentidas por las comunidades.

Se requiere la participacion activa de agentes de gobierno, académicos, organizaciones de la
sociedad civil, campesinos locales junto con sus familias, para poder hacer juntos proyectos de
restauracion ecoldgica y del conjunto social.
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RESUMEN

Por sus amplias aplicaciones dentro de la vida préactica, los minerales han sido objeto de estudio e
interés desde tiempos milenarios. Gracias al desarrollo de los métodos de extracciéon y
caracterizacion, hoy es posible conocer de manera cabal las propiedades (fisicas y quimicas) de un
mineral y, por ende, darles un uso practico de acuerdo a las necesidades sociales.

1. INTRODUCCION

Un mineral es una especie quimica de origen natural el cual cuenta con una composicién y
estructura cristalina bien definida. Para ser considerado un mineral este debe tener tres
caracteristicas esenciales: formar una unidad material solida y cristalina, ser de origen natural y
pertenecer a la parte sélida de la Tierra, aunque provenga del espacio exterior. En la actualidad se
conocen alrededor de 3800 especies de minerales, éstos han sido extraidos de la corteza terrestre
para aprovechar sus propiedades o alguno de sus componentes quimicos y son clasificados en
metalicos, no metalicos y energéticos. Estos materiales no so6lo son imprescindibles para las
sociedades modernas e industrializarlas, sino que su uso ha acompafiado el desarrollo tecnoldgico
de la humanidad desde los albores de la civilizacién. México es uno de los paises mas importantes
a escala mundial en cuanto a riqueza mineral, tanto por su cantidad y calidad de especies
minerales a lo largo de su territorio En este trabajo se presenta una coleccién de minerales
extraidos en suelo mexicano los cuales han sido clasificados segun sus propiedades fisicas y
quimicas, se describen brevemente sus estructuras cristalinas al igual que el método de
caracterizacioén conocido como difraccion de rayos X.

2. TEORIA

Una estructura cristalina es la disposicién periédica y ordenada en el espacio tridimensional de los
constituyentes de la materia (iones, atomos, moléculas o conjuntos de ellos). Proporciona
informacién sobre las posiciones de los atomos que conforman la estructura, los tipos de enlace,
las simetrias presentes y a partir de éstas se pueden justificar las propiedades quimicas y fisicas
de los sdélidos cristalinos. Uno de los conceptos fundamentales en la descripcién de un solido
cristalino es el de red de Bravais, el cual especifica como las unidades basicas que lo componen
se repiten periédicamente a lo largo del cristal.

Por otro parte, la difraccion es un fendmeno caracteristico de las ondas, que consiste en la
dispersion de éstas cuando interaccionan con un objeto ordenado. Debido a que los rayos X tienen
longitudes de onda similares a las distancias interatdmicas en los materiales cristalinos, se utiliza la
difraccion de rayos X como método para explorar la naturaleza de la estructura molecular de
cualquier compuesto, como por ejemplo, un mineral, un farmaco, un virus, etc.
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Redes de Bravais
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Figura 1. Las catorce redes de Bravais asociadas a los sdlidos cristalinos existentes en la
naturaleza. Mediante teoria de grupos se ha demostrado que existen catorce modelos distintos de

redes tridimensionales.

Figura 2. En la parte superior se presenta una muestra de Halita [NaCl] y su estructura cristalina
[Cubica Centrada en las Caras]. En la parte inferior se presenta una muestra de Calcantita
[Cu(S04)-5H,0] y su estructura cristalina [Triclinico].

: \
| 1&‘\

| |

|

!

|
I

LU

Vil

A
M i "
A S0

T Theta (dsg)

Figura 3. La técnica de difraccion de rayos X se basa en la relacion establecida por Bragg entre el
angulo de incidencia de la radiacién (©), su longitud de onda (A) y la distancia entre planos
cristalinos del material (d). A la derecha se muestra un perfil de difraccién de rayos X. A partir de
una base de datos se puede conocer los elementos quimicos que componen la muestra, al igual
que los planos cristalogréficos.
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Un mineral es una especie quimica de origen natural, con una estructura cristalina determinada y
una composicién quimica definida, aunque no fija, pero que varia dentro de limites definidos. Se
presenta bajo formas geométricas mas o menos rectangulares, en estado sélido (a excepcion del
mercurio). Para ser considerado mineral, un material requiere tres cualidades:

Formar una unidad de material sélida y cristalina, ser de origen natural y pertenecer a la parte
sélida de la Tierra, aunque provenga del espacio exterior.

Hoy en dia se conocen alrededor de 3800 especies minerales validas segun la definicidon anterior.
Tal cantidad requiere una clasificacion, la actual se refiere a su composicién quimica y al anién o el
grupo aniénico dominante en los mismos, por lo que se clasifican en clases.

La mayor importancia de los minerales se encuentra en los usos que éstos puedan tener, de ahi
gue su estudio permite no sélo conocerlos (fisica y quimicamente) sino lograr su aplicacion a partir
de principios bien establecidos. Se pueden clasificar en tres grupos segun sus aplicaciones

* Minerales industriales

Tienen el mayor nimero de aplicaciones: yeso, cemento, cal, ladrillos, es decir para la
construccion y obra publica, la industria siderirgica, neumaticos, farmacéutica, jabones, papel,
plastico, abonos y fertilizantes, etc.

* Minerales metalicos

Joyeria: oro, plata, cobre, etc. También generan productos tales como el acero, la electrénica y la
moneda.

¢ Minerales vitales

Constituyen nuestro cuerpo y son necesarios para nuestra vida diaria: calcio, fésforo, potasio,
sodio, cloro, azufre, magnesio, manganeso, hierro, yodo, fllor, zinc, cobalto y selenio.

Todos estos minerales como se menciono en la introduccidn se encuentran en la parte sélida de la
Tierra de tal manera que no es comun encontrarlos de manera aislada sino en concentraciones
estadisticamente andmalas (depdsitos o yacimientos) presentes en la corteza terrestre o litdsfera.
La importancia de los yacimientos repercute en el poder econémico de cada nacion y por ende su
explotacion es una de las actividades mas redituables a nivel industrial.

Figura 4. Por lo general hay zonas geograficas en donde existe mayor concentracion de ciertos
minerales respecto a otras, lo cual hace de un pais determinado el principal productor de materia
prima en términos de dicho yacimiento.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Como parte de nuestra metodologia se colectaron una serie de minerales extraidos en distintas
zonas de suelo mexicano, como son Querétaro, Hidalgo, Puebla, Guerrero. A partir de esto, se
clasificaron segun sus constituyentes quimicos (carbonatos, elementos, fosfatos, éxidos, silicatos,
sulfuros y sulfatos), su estructura cristalina, dureza, la zona de geogréfica de mayor concentracion
y sus aplicaciones,

El color forma parte de sus caracteristicas determinantes, en algunos de ellos como determinan
variedades diferentes; por ejemplo el cuarzo, el cristal de roca, la amatista, el cuarzo ahumado etc.

Se les realizo pruebas de solubilidad ante agua y acidos, algunos elementos se disuelven en
acidos, en acido clorhidrico diluido en agua y a temperatura ambiente, la calcita se disuelve con
efervescencia, lo que permite diferenciarla de otros minerales de aspecto parecido, como por
ejemplo la dolomita.

4. RESULTADOS

Este trabajo se realiz6 interdisciplinariamente entre las materias de Fisica y Quimica, como una
estrategia didactica entre ambas disciplinas cuya finalidad es integrar los conocimientos y
potencializar los aprendizajes como la cristalografia y nomenclatura de compuestos inorganicos,
manejo de 4cidos y bases, finalmente se logré integrar una coleccién de 30 minerales la mayoria
del estado de Querétaro otros més de Hidalgo, Guerrero y Puebla. De todos los minerales
colectados, destaca la gran variedad de cuarzos que atraen la atencién de los estudiantes por sus
formas y colores, otra pieza importante en la coleccién es el elemento plata ya que la pieza mide
de 4 cm de largo por 2 cm de ancho misma que causa admiracion entre los mismos ya que el pais
namero uno en produccion de plata es México, seguido de los Estados Unidos, Canada, China,
Pert y Chile, pero son pocos los que tienen la oportunidad deleitar su estructura cristalina en forma
mineral. En la tabla 1 se aprecian algunas de las propiedades fisicas, quimicas y usos de la
coleccién que los estudiantes han trabajado como parte del proyecto “Club de Ciencias”.

Tabla 1 Caracteristicas Fisicas y Quimicas de la coleccion de minerales.

Sistema

Mineral Dureza ST Descripcion Color Formula
cristalino
Carbonatos
Optica, fabricacion
. de cemento,
Calcita Romboedro (80 Mlngr_al Blanco construccion,
3 formas) luminiscente il CaCOs lurai ial
escalenoedro Piedra Fina Amarillo metalurgia, materia
decorativo, objetos
de arte.
Elementos
Ag  100%
. Blanco . .
Dendritas, plata se | €ON Monedas, joyeria,
} escamas, ’ pequefias farmacia, quimica,
Plata 253 filiforme, masas Elemento vuelve mate cantidades fotografia, industria
y negra con o
compactas el tiempo de Hg, Au, | eléctrica.
P Bi, Sb, Cu.
Fosfatos
. Lubricantes
Mineral Blanco artificiales, industria
Apatito 5 Hexagonal luminiscente .”’ Cas(PO4); P ’
Piedra Fina amarilla quimica, a veces
piedra fina
Oxidos
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Cojinetes de

rodamientos, fieles
Agata Mineral Sfensilios bimiﬁi
(variedad de | 6-7 Trigonal luminiscente Gris - azul SiO, iedras q finas’
calcedonia) Piedra Fina b
frecuentemente
decoradas de forma
artificial.
Amatista Mineral Violeta claro Joyeria y objetos de
(variedad 6-7 Trigonal luminiscente SiO; Y yob)
. - u oscuro arte
Cuarzo) Piedra Fina
Ceramicas,
L . industria del vidrio,
Prismaticos, Mineral o s
Cuarzo v - Nitido . construccion,
7 bipiramidales luminiscente SiO; :
transparente ) ) ; transparente metalurgia,
pseudocubicos. Piedra Fina )
electrotecnia,
Optica.
Cuarzo Rosa Prisméticos, Mineral Su color es . .

) L - o . Piedra Fina y
(variedad de | 7 bipiramidadles luminiscente rosa claro o | SiO, ornamental
cuarzo) pseudocubicos. Piedra Fina rosa vivo
Ojo de tigre Mineral . )
(variedad 7-8 Trigonopata luminiscente Zgr:r?llo SiO, gleec%rrztiva fina y
cuarzo) Piedra Fina

Agregados  en Colorante, a veces
Hematitites 6.5 rogsetgs Piedra Fina Gris negro Fe,03 tallado como piedra
preciosa
Silicatos
Electrotecnia, mas
rouy | vedades
Turmalina 7-7.5 Romboédrico luminiscente Negro (OH),AlgY3N baiad
Piedra Fina a trabajadas como
piedras
semipreciosas.
Cristales
agregdos en c .
. asAl,Be, Apreciado por los
Balvenita 55 rosetas, _ Agregados Nacarado [(OH,SisO] | coleccionistas.
fibrosos, radiles
y tubulares
Sulfuros
Fabricacién de
acido sulfarico a
. veces fuente de
Amarillo,am b bal
L . . . arillo laton cobre, cobalto, oro,
Pirita 6-6.5 Cubico Piedra Fina reflejos " | FeS; selenio 'y otros
multicolores elemgntos
asociados a menas
piricas en forma de
inclusiones.
Sulfatos
Es un mineral muy
Monoclinico, escaso y por ello
- prismas . PbCu carece de interés
Linarita 25 estriados Coleccionable | Azul oscuro [(OH), SO comercial, pero es
tubulares apreciado por los

coleccionistas.
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5. CONCLUSIONES

Este trabajo interdisciplinario permiti6 profundizar en el mundo de los minerales, resaltar la
importancia de su estudio y comprensién a partir de la Fisica y la Quimica al igual que conocer las
aplicaciones y su repercusion dentro de la sociedad.

BIBLIOGRAFIA

1. Charles K., Introduction to Solid State Physics, 8th Edition, Wiley (2004).

2. Canet, C., Camprubi, A., Yacimientos minerales: Los tesoros de la Tierra., Fondo de Cultura
Econdmica (2006)

3. Ortiz ., Atlas llustrado de los minerales, Susaeta Ediciones, Espafia. (2013)

1075



NANOPARTICULAS DE ORO RECUBIERTAS CON ACIDO FOLICO Y SU INTERACCION CON
CELULAS CANCEROSAS

Alejandra Rangel Mendoza®, Juan Luis Pichardo Molina®, Lérida L. Flores Villavicencio®, Pablo
Cardoso Avila®, Myrna Sabanero Lopez®

®Departamento de Biologia, DCNE campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato. ®Centro de
Investigaciones en Optica, Ledn, Gto.

RESUMEN

En México, el cancer cérvico-uterino es la neoplasia que ocupa el segundo lugar en frecuencia y en
mortalidad en mujeres de 25 a 49 afios’. La nanotecnologia es considerada como una de las
tecnologias clave del siglo XXI. Ademas del uso de los nanomateriales en productos de consumo,
numerosas aplicaciones son reportadas en el campo biomédico. Las nanoparticulas de oro
acopladas con acido félico (NPsAu-AF), han sido ampliamente usadas como marcadores celulares,
principalmente en imagenologia por fluorescencia. Sin embargo, pocos estudios se han llevado a
cabo sobre su posible uso en terapia fototérmica. Este estudio, tiene como objetivo determinar la
interaccion de NPsAu-AF con células de cancer cérvico uterino (HelLa). Los resultados indican una
actividad metabdlica del 100% y la integridad del citoesqueleto y el nlcleo, ya que se observé la
caracteristica morfologia celular de los microfilamentos de actina (faloidina-FITC) y la distribucion
de la cromatina en el nicleo (DAPI). Por otra parte, el patrén de proteinas no mostré una alteracion
y la deteccién de la Hsp 70, indic6 que las células no presentaron estrés celular. Los resultados,
indican que la exposicion de las células HeLa a las NPsAu-AF no induce un efecto citotoxico. En la
actualidad, se realiza la localizacién por microscopia electrénica de transmision la interaccién
células cancerosas-NPsAu-AF.

1. INTRODUCCION

En México, el cancer cérvicouterino es la neoplasia que ocupa el segundo lugar en frecuencia y en
mortalidad en mujeres de 25 a 49 afos. El tratamiento con radioterapia y braquiterapia, brindan un
importante beneficio en etapas tempranas del cancer cervicouterino; sin embargo, en etapa lll, la
tasa de supervivencia con este tratamiento a cinco afios se reduce del 15 0 48% (1, 2).

Se estima que el cancer cervicouterino causa alrededor de 500.000 muertes al afio en el mundo.
La incidencia, a su vez, muestra una tendencia al aumento en los afios recientes entre mujeres
menores de 50 afios en USA y Europa, reflejado por un aumento en la deteccion por el uso de
nuevas técnicas diagnésticas, tales como test de HPV y cervicografia. El tratamiento depende
primariamente de la extension de la lesidn, y también de factores como la edad, el deseo de
conservar la fertilidad y presencia de otras condiciones médicas (3).

La nanotecnologia es considerada como una de las tecnologias clave del siglo XXI. Ademas del
uso de los nanomateriales en productos de consumo, numerosas aplicaciones son reportadas en el
campo biomédico. Los nanomateriales para la formacion de imégenes y administracion de
farmacos a menudo se recubren con biomoléculas como ADN, proteinas y anticuerpos
monoclonales. (4)
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Las modalidades convencionales del tratamiento del cancer tienen varias limitaciones, incluyendo
la falta de eficacia, toxicidad adversa grave, asi como la resistencia a los medicamentos. En la
actualidad, el descubrimiento de moléculas blanco sobreexpresadas en las células cancerigenas,
las cuales participan en las vias moleculares cruciales para el crecimiento tumoral, el
mantenimiento y la metastasis. Estas moléculas blanco, son utilizadas para el disefio de un
tratamiento especifico, por ejemplo: el receptor de folato que es sobreexpresado en la superficie de
células de tumores como ovario, rifién, pulmén, cerebro, endometrial, colorectal, de pancreas,
gastrico, prostata, testicular, vejiga, cabeza y cuello (5). En este sentido, la conjugacion de acido
félico con nanoparticulas (NPAu-AF) es un enfoque novedoso para el tratamiento especifico de los
tejidos que sobreexpresan el receptor a folato (6). Por lo que en este estudio, el objetivo fue
determinar la interaccion de nanoparticulas de oro recubiertas con acido félico y su interaccién con
células de cancer cérvico uterino.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Cultivos celulares

Como células huésped, se utilizara las lineas celulares HeLa (ATCC® CCL2™). Las células se
crecieron en medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco), suplementado con 10%
suero fetal bovino (Gibco), con atmésfera de 5% CO2 a 37°C y durante 48 h.

Nanoparticulas de oro acopladas a acido félico. Las nanoparticulas de oro recubiertas con
acido folico fueron sintetizadas por el Dr. Juan Luis Pichardo Molina (Centro de Investigaciones en
Optica A.C.). Se utilizaron dos tipos de NPsAu-AF; 1) NPsAu-Cys-BSA-AF: nanoparticulas de oro-
cisteamina-albumina sérica bovina-acido félico, 2) NPsAu-4ATP-BSA-AF: nanoparticulas de oro-4-
aminotiofenol-albumina sérica bovina-&cido félico

Interaccién de las NPsAu-AF con las células huésped

Las células huésped seran expuestas a diferentes concentraciones de las NPsAu-AF por 24h a
37°C/5% CO,; para la determinacion de la curva dosis-respuesta y el andlisis de citotoxicidad. Para
ello se realizaran los siguientes ensayos:

Determinacién de la actividad metabélica

Se realizé por el método de XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2-h-tetrazolium-5-
carboxanilide), basandose en la reduccién de la sal a cristales de formazan solubles en agua,
proceso llevado a cabo por las mitocondrias de las células viables. La solucién de XTT se preparo
con 0.25mg/mL en Menadiona al 0.1mM. Se afiadié a las muestras celulares tratadas con las
NPAu-AF y se incubé por 90min a 37°C en oscuridad y se midi6 la absorbencia a 490nm.

Andlisis del patrén electroforético y determinacion de la Hsp70

Se realizé un homogenado total de las células con/sin exposicion a las NPsAu-AF y se realiz6 una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (10%), la visualizacion de las proteinas se obtuvo
después de la tincién con azul de Coomassie. Por otra parte, se realizo una inmunotransferencia y
se inmunodetect6 la proteina Hsp70, utilizando un anticuerpo contra la Hsp70 (Santa Cruz) y un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (sigma), después se revel6 por quimioluminiscencia
(kit de quimioluminiscencia BIORAD). Las imagenes fueron obtenidas usando un equipo de
adquisicion de imagen (ChemiDoc MP System- BIORAD) utilizando el software Image Lab™
software (BIORAD).
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3. RESULTADOS

La exposicién de las células HelLa a las diferentes concentraciones de las NPsAu-AF, no afectd la
actividad metabdlica independientemente de la concentracion (Fig. 1).

Determinacidn de la actividad metabdlica

M Control
M Control (-}

i MPsAU-Cys-B5A-AF

% Actividad Metabolica

40 M MPsAU-2ATP-B3A-AF

o 0.09 0.19 0.39 0.78 156 312 6.25 125 25 50 100 200
Concentracion pL NPAu-FA (ul)

Figura 1. Determinacion de la actividad metabdlica de las células HelLa expuestas a las NPsAu-AF.
Control: Células HeLa no expuestas a NPAu-AF. Control negativo: células HelLa que fueron
expuestas a H,O, 3% (estrés oxidativo) por 30min.

Al analizar dos organelos importantes en la funcién celular, se observé que no hubo alteracion en
la estructura del citoesqueleto y nucleo. Las células HelLa expuestas a las NPsAu-AF no muestran
alteraciones en los microfilamentos de actina (fig. 2b y ¢) comparado con el control (Fig.2a). En el
nucleo la sonda fluorescente (DAPI) muestra que no existe una fragmentaciéon nuclear (Fig. 2b’ y
c).

CONTROL NPsAu-Cys-BSA-AF NPsAu-4ATP-BSA-AF

Citoesqueleto

20pm 10um

Ntcleo

10pm

Figura 2 Citoesqueleto y nucleo de células HelLa expuestas a NPAu-AF. Control: Células HelLa no
expuestas a NPAu-AF.
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El analisis del perfil de proteinas indica que no existe una alteracion en el patrén de proteinas
(Fig.3)

kDa

S T
180
116
%0
58
48
36
26
-

Figura 3. Perfil del patron de proteinas de células HelLa expuestas a NPsAu-AF. M. Marcadores de
peso molecular, 1. Control. Células no expuestas a NPsAu-AF, 2. NPsAu-Cys-BSA-AF, 3. NPsAu-
4ATP-BSA-AF.

La deteccioén de la Hsp70 (fig.4), proteina involucrada en procesos de estrés celular, reveld que no
existe un estrés en las células expuestas a las NPsAu-AF (fig. 4 carril 2 y 3), comparado con las
células HelLa que fueron expuestas a H,0, 3% (estrés oxidativo) por 30min (fig.4 carril 4).

1 2 3 4

N C O —

Figura 4. Inmunodeteccién de la Hsp 70 de células HelLa expuestas a NPsAu-AF. Marcadores de
peso molecular, 1. Control. Células no expuestas a NPsAu-AF. 2. NPsAu-Cys-BSA-AF, 3. NPsAu-
4ATP-BSA-AF, 4. H202al 3%

3. CONCLUSIONES

Los resultados bioquimicos y morfoldgicos indican que la exposicion de las células Hela a las
nanoparticulas de oro acopladas a acido félico no inducen un efecto citotéxico.
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RESUMEN

El crecimiento poblacional y el desarrollo socioeconémico son factores que influyen en el hombre
para hacer uso del suelo con fines agricolas, sin embargo, es comdn que se utilice el recurso sin
tener en cuenta su estado actual. En municipios localizados en los alrededores de Morelia, Mich.
existen suelos que varian en sus propiedades y por consiguiente en su calidad, pero se carece de
estudios que permitan contar con una descripcion actual. Una forma de conocer la calidad del
suelo, es a través de sus propiedades fisicas y quimicas que sirvan como referencia para darle un
mejor uso y man