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EDITORIAL

Contexto actual de los estudios preclinicos

Current context of preclinical studies

Dra. Thelvia I. Ramos

Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE. Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura. Ecuador.

1 desarrollo acelerado de la Industria Biofarmacéutica, y

en particular de la produccion de bioldgicos, ha permi-

tido el incremento de la investigacién clinica, teniendo

en consideracién la novedad de las sustancias que se
desarrollan.

El éxito de un producto solo se logra a través de la realiza-
cion de los estudios clinicos controlados, lo cual significa que
este ha sido validado a través de un sistema de gestion de calidad,
principal determinante para que la molécula en estudio, pueda
ser autorizada y comercializada posterior a la demostracion de
su seguridad y eficacia. Previo a la presentacion de una solicitud
para un nuevo producto ante las autoridades regulatorias, es ne-
cesario pasar por la etapa de investigacion preclinica.’

El desarrollo de un producto biotecnoldgico o una droga en
especifico, comienza cuando se decide por el patrocinador poner
esta molécula en ensayos clinicos Fase I. Para llegar a esta etapa se
requiere pasar por los ensayos no-clinicos, los cuales varian desde
una prueba de concepto en animales y la demostracién concomi-
tante de un posible indice terapéutico (farmacologia preclinica y
la seguridad / toxicologia).?

Los estudios preclinicos constituyen una etapa crucial en el
desarrollo de nuevas moléculas y terapias. En la actualidad repre-
sentan un punto algido en el desarrollo de un producto farmacéu-
tico, concretamente por la evidencia cientifica que se exige por
parte las agencias reguladoras y que se requiere demostrar para el
paso de la molécula a una fase clinica.

Refiriéndonos al entorno académico, podemos afirmar que
estos estudios representan un elevado costo, y muchas veces
existe el desconocimiento de los requisitos minimos para llevar
a cabo este tipo de ensayos, lo cual conlleva a un retraso impor-
tante en el desarrollo de terapias susceptibles que puedan pasar a
investigacion clinica.?

Los estudios preclinicos se realizan en animales y modelos
fisiolégicos en el laboratorio. Los llamados modelos in vivo, cons-
tituyen sistemas experimentales de gran utilidad en la investiga-
cion. Estos disenos en diversas especies de animal posibilitan la
aplicacion de técnicas de andlisis que no pueden emplearse en el
hombre por razones éticas. Prometen ademds investigaciones que
no se obtienen mediante técnicas in vitro como los cultivos celu-
lares, las cuales tiene la dificultad de que no pueden reproducir
las interacciones propias de un sistema biolégico completo, tejido
u drgano como un todo.* En las investigaciones farmacoldgicas
los ensayos con animales de experimentacién resultan indispen-
sables para la busqueda y aplicacién de posibles dianas terapéu-
ticas encaminadas tanto a la prevencién como al tratamiento de
una enfermedad.’

Estos ensayos, una vez realizados, permiten medir la eficacia
y seguridad de determinado producto ya sea de origen sintético
o natural ® El propésito primario sigue siendo la evaluacion de la
actividad bioldgica. Durante estos estudios el producto diana, por
lo general en dependencia del objeto que se persigue, es caracteri-
zado en dos o mas especies de animales, debido a que una droga
puede afectarlos en forma diferente. Investigadores relacionados
con el desarrollo de moléculas, utilizan modelos animales para
conocer la fisiopatologia y construir prototipos predecibles que
emulen con la condicién humana, pero no obstante todavia exis-
ten muchas limitaciones. ’

Este tipo de investigacion evalta un gran rango de parame-
tros de la molécula, e incluyen estabilidad, determinaciones de
diversos pardmetros en plasma, y otros tipos de tejidos. Se esta-
blecen ademis las propiedades toxicoldgicas, farmacocinéticas y
farmacodindmicas del compuesto. Dentro de estas se destacan los
estudios de toxicidad aguda y crénica, toxicidad en dosis repeti-
das, tolerancia local, inmunogenicidad, carcinogenicidad y sobre
el efecto en la reproduccion y su progenie. En la ltima década se
le ha dado un impulso importante a los estudios toxicogendémicos
a través de estos modelos animales.

Los objetivos principales de la evaluacion de la seguridad
preclinica son: 1) seleccionar una dosis segura inicial y esquemas
de escalado de dosis posteriores en los seres humanos; 2) identifi-
car posibles 6rganos diana para la toxicidad y conocer si el estado
de toxicidad presente ante el compuesto es reversible; y 3) iden-
tificar los parametros de seguridad para monitorizacién clinica.
Estos objetivos descritos para los estudios no-clinicos pretenden
mejorar la calidad y consistencia de los datos, ademas de apoyar
la seguridad y la eficacia del desarrollo de biofarmacéuticos.?

Los estudios preclinicos de seguridad son para definir efec-
tos farmacologicos y toxicoldgicos no sélo antes de la iniciacion
de los estudios en humanos, sino en todo el desarrollo clinico. Es-
tos deben tener en cuenta: 1) la seleccion de las especies animales
en cuestion; 2) anos de edad; 3) estado fisioldgico; 4) la forma de
la entrega, incluyendo dosis, via de administracidn, y régimen de
tratamiento; y 5) la estabilidad del material de ensayo en las con-
diciones de uso. Se espera que los estudios de toxicidad a realizar
tengan cumplimiento de Buenas Précticas de Laboratorio (BPL).?

Existe un conocimiento cientifico que limita de alguna ma-
nera la extrapolacion de los resultados de los estudios en anima-
les, pues se tratan de sistemas biologicos diferentes atin para los
ensayos en modelos de animales humanizados y existen diferen-
cias de respuesta entre especies. El problema principal parece ser
la traduccion inter-especies para las reacciones adversas inespe-
radas y eficacia, lo que representa la mayoria de los retiros de dro-
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gas y farmacos ya en la fase de ensayo clinico, siendo esta molé-
cula abandonada. De cada diez drogas que salen al mercado cada
dia, solo una o dos de ellas logran probada seguridad y eficacia,
el resto son eliminadas por la presencia de eventos adversos, y los
medicamentos que existen en el mercado constituyen opciones
mas seguras con efectos similares.*

Esta alta tasa de desgaste podria reducirse drasticamen-
te mediante la mejora del proceso de pruebas preclinicas, sobre
todo teniendo en cuenta las tecnologias recientes, aplicacién de
biomarcadores subrogados precisos, validados con dianas de to-
xicidad y eficacia; permitiendo mejorias en el disefio de los pro-
yectos preclinicos para facilitar la recogida e interpretacion de la
informacion pertinente de este tipo de estudios, y su extrapola-
cién a la clinica.

Los métodos convencionales para evaluar la toxicidad de los
farmacos pueden no ser apropiados para los biofarmacéuticos de-
bido a las propiedades estructurales, bioldgicas tnicas que pue-
den influir en la especificidad de una especie, la inmunogenicidad
y actividades pleiotrépicas imprevistas.!! Se reconoce ademas que
algunos estudios que emplean sistemas de ensayo especializados
necesarios para los productos biofarmacéuticos, puede que no
tengan cumplimiento de BPL. Areas de incumplimiento deben
identificarse y evaluarse su importancia en relacién con la estima-
cion global de seguridad del producto propuesto.’

Las preocupaciones de seguridad pueden derivarse de la pre-
sencia de impurezas o contaminantes de los Ingredientes Farma-
céuticos Activos (IFA). Es preferible confiar en procesos de pu-
rificacion para eliminar las impurezas y contaminantes en lugar
de establecer un programa de pruebas preclinicas para su califi-
cacion. En todos los casos, el producto debe ser suficientemente
caracterizado para permitir un disefio apropiado de los estudios
preclinicos de seguridad.”

Existen riesgos potenciales asociados con contaminantes
de la célula huésped derivadas de bacterias, levaduras, insectos,
plantas y células de mamiferos. La presencia de contaminantes en
el huésped celular puede dar lugar a reacciones alérgicas y otros
efectos inmunopatolégicos. Los efectos adversos asociados con
contaminantes del dcido nucleico son tedricos, sino que incluyen
la integracion potencial en el genoma del huésped.’

Se recomienda en estos estudios cumplimiento de las nor-
mativas internacionales para poder establecer la seguridad pre-
clinica y evaluacién de productos farmacéuticos derivados de la
biotecnologia. Los principios activos incluyen proteinas y pépti-
dos, sus derivados y productos de los que forman parte; podrian
ser: células caracterizadas mediante el uso de una variedad de
sistemas de expresion que incluyen bacterias, levaduras, insectos,
plantas y células de mamiferos. También se incluyen variantes de
moléculas biotecnoldgicas que se destacan en los dltimos afios
como es el caso de enzimas, receptores, hormonas, citocinas, fac-
tores de crecimiento, activadores de plasmindgeno, proteinas te-
rapéuticas y de fusion, y los anticuerpos monoclonales categoria
biotecnoldgica con mayor desarrollo durante los tltimos cinco
afos. Los principios descritos también pueden ser aplicables a la
proteina de ADN recombinante vacunas, péptidos sintetizados
quimicamente, los productos derivados del plasma, proteinas en-
dégenas extraidas a partir de tejido humano, y firmacos de oli-
gonucleétidos.™

Durante esta etapa de desarrollo preclinico de una molécula,
su patrocinador evaltia los efectos farmacoldgicos y toxicologicos
del producto en estudio a través de técnicas in vitro, e in vivo,
como estas pruebas en animales. Esta etapa experimental Incluye
la absorcién, metabolismo y distribucién del firmaco, excrecion
y su toxicidad, también la velocidad a la que el producto y sus
metabolitos se eliminan del cuerpo.
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En general, el producto que se utiliza en los estudios far-
macolégicos y toxicolégicos debe ser comparable al producto
propuesto para los estudios clinicos iniciales. Sin embargo, se
aprecia que durante el transcurso de los programas de desarro-
llo es habitual que ocurran cambios en el proceso de fabricacion
con el fin de mejorar la calidad del producto y rendimientos. El
impacto potencial de tales cambios para extrapolacion de los
resultados de los animales a los seres humanos debe ser consi-
derado.

Los productos biofarmacéuticos que sean estructural y far-
macoldgicamente comparable a un producto para el que existe
una amplia experiencia en la practica clinica puede necesitar me-
nos extensas pruebas de toxicidad.

Si estos complejos estudios preliminares son prometedores,
puede que el promotor previamente o a partir de estos resulta-
dos solicita su patente. Es solo en este momento que se puede
considerar la solicitud de un permiso a las agencias reguladoras
nacionales e internacionales para desarrollar la droga y comenzar
con los estudios en seres humanos, solicitando toda la evidencia
documentada sobre el desarrollo del producto (dossier). Una vez
concluida esta etapa, se puede evaluar la posibilidad de contar
con varias formulaciones incluso para diversas aplicaciones del
mismo producto seglin sus propiedades bioldgicas, inmunolégi-
cas y farmacoldgicas entre otras. Cada formulacion contard con
una diversa valoracion de sus resultados y permitira estimaciones
farmacoldgicas mds extensas. Estos estudios duran un promedio
de 3 a 5 afos para un compuesto exitoso, pero sélo 1 de 1.000
compuestos avanza a la siguiente etapa, que comprende a los es-
tudios clinicos en seres humanos.'

En la fase preclinica es primordial el conocimiento del dmbi-
to regulatorio y las guias que aplican. Hay que considerar que la
investigacion ha de ir unida a una simultanea toma de decisiones,
que abarcan qué hacer, cuando hacerlo, cémo y con qué especie
animal o con cuantas. Cada droga de manera individual requiere
un adecuado desarrollo preclinico que presente la mayor eviden-
cia posible en cuanto a toxicidad y posible eficacia, consideran-
dose el tipo de compuesto, mecanismo de accion para el que fue
concebido y las posibles indicaciones clinicas.

Aunque es acertado afirmar que dicha regulacién exige que
un numero importante de pruebas toxicoldgicas se realicen antes
del primer ensayo en humanos, es importante destacar que algu-
nos tipos de ensayos preclinicos no se exigen hasta avanzada las
fases clinicas o incluso el registro.

En aras de lograr la armonizacion para este tipo de estudio a
nivel mundial las agencias reguladoras nacionales e internaciona-
les exigen la aplicacién de las Guias y Normas de Buenas Practi-
cas Preclinicas (BPP) (del inglés ICH GUIDELINES ON SAFETY
OF ANIMALS). Para el desarrollo y aplicacion de los estudios
preclinicos en todas las regiones, estas guias permiten adoptar un
enfoque flexible, basado en la ciencia para la evaluacion preclini-
ca de seguridad. Son necesarias para apoyar el desarrollo clinico
de un producto y su posterior autorizacién y comercializacion,
con estandares optimos de calidad. Para los estudios preclinicos
en productos biotecnoldgicos existe una guia especifica la S6 (R1)
Evaluacién de la Seguridad Preclinica a partir de Productos Far-
macéuticos obtenidos de la Biotecnologia donde su ultima actua-
lizacion fue en mayo de 2014.' En este nimero se destaca el auge
investigativo tanto en la caracterizacién de modelos animales,
como en la aplicaciéon de estudios preclinicos para diversas es-
pecies, motivo por el cual se hace imprescindible que los inves-
tigadores conozcan al detalle el desarrollo de esta etapa dentro
de la investigacion de un producto asi como las dificultades que
presentan y la normativa y los estindares de calidad que se exigen
en este tipo de investigacion.
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Ciencias de la vida en la Universidad
de Yachay Tech en Ecuador

Graciela Salum?, Si Amar Dahoumane?, Spiros N. Agathos®

La Universidad de Investigacion de Tecnologia Experimental
YACHAY cuenta con mas de 900 estudiantes y se encuentra en creci-
miento. La universidad ha entrado a una nueva era y ha tomado un
paso hacia adelante en su desarrollo y cumplimiento de las esperan-
zas depositadas en este proyecto. De hecho, sus escuelas han lanzado
sus carreras, ofreciendo a los estudiantes una gama amplia de opcio-
nes entre los programas de alto nivel académico.

La escuela de Ciencias Bioldgicas e Ingenieria ha empezado sus
dos carreras. La primera denominada “Biologia” esta dirigida a estu-
diantes que buscan adquirir conocimientos acerca de “Organismos,
Ecologia y Evolucién” o “Biologia Molecular y Celular”. La segunda
carrera se denomina “Ingenieria Biomédica’, este programa es el pri-
mero de su clase en Ecuador y estd dirigido a estudiantes que deseen
aplicar principios de Ingenieria y técnicas de resolucion de proble-
mas para Biologia y Medicina. Estos estudiantes podran, por una
parte, adquirir conocimientos en la interface entre Biologia, Medici-
na y Ciencias Naturales, tales como Fisica, Quimica y por otro lado,
Ciencias de la Ingenieria tales como Dindmica de Flujo, Informética
y Electrénica.

Ademas de algunos de los conceptos basicos compartidos con la
carrera de “Biologia’, tales como la genética, la histoanatomia, bioquimi-
cay fisiologia humana, la carrera de Ingenieria Biomédica es muy rica y
versatil, y lleva a dos especializaciones: “Biomecanica y Biomateriales” y
“Bioelectrénica y Biomedicina”. Estas especializaciones tienen como ob-
jetivo formar profesionales altamente calificados con un conocimiento
amplio y profundo relacionado con la biomedicina, la salud publica y el
bienestar humano. Esto abarca, entre otros, biosensores, nanobiotecno-
logia, implantes, imagenes médicas, dispositivos médicos, herramientas
de diagndstico y bidnica.

Los cursos son dictados por profesores altamente cualificados
y dedicados, en un ambiente libre de estrés, en nuestro campus en
crecimiento que acogerd, dentro de los préximos meses, instrumen-
tacion de vanguardia e infraestructura, que, por lo tanto, permite la
adquisicion por parte de los estudiantes de solidos conocimientos
tedricos que se complementan por medio de practicas de alto nivel.

Los estudiantes graduados de nuestro programa de “Ingenieria
Biomédica” tendran oportunidades de empleo en las empresas pri-
vadas, tales como biofarmacéuticas y spin-offs (o empresas de nueva
creacion) de biotecnologia, pueden formar parte del sector publico
para trabajar para organismos reguladores y hospitales, o permane-
cer en la universidad ya sea para trabajar como profesionales en inge-
nierfa o convertirse en investigadores y contribuir en el progreso de
la generacion de conocimiento e innovacion tecnoldgica.

Apasionado por la biotecnologia, interesado en el mejoramiento
de la vida humana, acompaiienos y jDeje que sus suefos crezcan!

Life Sciences at the University
of Yachay Tech in Ecuador

Yachay Tech University, home for more than 900 students and
growing, has entered a new era and made a step forward in its
development and fulfillment of the hopes placed on it. Indeed, its
Schools have launched their careers offering the students a wide
range of choices among programs of high academic level.

The School of Biological Sciences and Engineering has star-
ted its two careers. The first one, coined “Biology;” is designed for
students aiming to gain knowledge either in “Organisms, Ecology
and Evolution” or “Molecular and Cellular Biology” The second
path, referred to as “Biomedical Engineering’, is the first program
of its type in Ecuador and is intended for students wishing to apply
the principles and problem-solving techniques of Engineering
to Biology and Medicine. These students will be able to acquire
knowledge at the interface between Biology and Medicine, on one
side, and Natural Sciences, such as Physics and Chemistry, and
Engineering sciences, such as Flow Dynamics, Informatics and
Electronics, on the other side.

Besides some of the fundamentals shared with the “Biology”
path, such as genetics, histo-anatomy, biochemistry and human
physiology, the Biomedical Engineering career is very rich and
versatile, leading to two specializations: “Biomechanics and Bio-
materials” and “Bioelectronics and Biomedicine” These speciali-
zations aim to train highly skilled professionals with an extensive
and intimate knowledge related to biomedicine, public health and
human wellness. This encompasses, among others, biosensors,
nanobiotechnology, implants, medical imaging, medical devices,
diagnostic tools and bionics.

The courses are ensured by highly skilled and dedicated
professors in a stress-free environment, in our growing campus,
which will host, within the coming months, cutting-edge instru-
mentation and infrastructure, therefore enabling the acquisition
by the students of a very strong theoretical knowledge completed
by a practice of very high level.

Students graduating from our “Biomedical Engineering” pro-
gram will have employment opportunities in private companies,
like biopharma and biotechnology spin-offs, can join the public
sector to work for regulatory bodies and hospitals, or remain at
university to either work as engineering professionals or become
researchers and help advance the generation of knowledge and in-
novative technology.

Excited by biotechnology, interested in the improvement of
human life, join us and jLet your dreams thrive!

Escuela de Ciencias Fisicas e Ingenieria, Yachay Tech. Ecuador.
2Escuela de Ciencias Bioldgicas e Ingenieria, Yachay Tech. Ecuador.
3Escuela de Ciencias Bioldgicas e Ingenieria, Yachay Tech. Ecuador.
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Evaluacion del proteinograma plasmatico del cocodrilo
Cubano (Crocodylus rhombifer)

Evaluation of plasmatic proteinogram of Cuban crocodile (Crocodylus
rhombifer)

107 ——

Vivian Morera?, Arline Fernandez?, Claudia Puentes?, Etiam Pérez3, Gustavo Sosa’, Leiter Guerra®, Félix Santana? y Yoamel Milian?

El cocodrilo cubano (Crocodylus rhombifer) es una especie endémica de Cuba y en Peligro Critico de extincion. Con el objetivo
de preservar esta especie en la Ciénaga de Zapata, Matanzas, Cuba se mantiene una poblacién en cautiverio. El manejo de una
especie en esta categoria tiene como componente esencial el conocimiento del estado de salud de los animales en las diferentes
etapas de la vida. El estudio de las proteinas plasmaticas constituye una herramienta eficaz en la clinica veterinaria para determi-
nar la presencia de enfermedades en los cocodrilos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el proteinograma plasmatico en cuanto
a la concentracion total de proteinas en el plasma de Crocodylus rhombifer y a las concentraciones de sus fracciones proteicas.
Las muestras se tomaron de 35 ejemplares cautivos clinicamente sanos, divididos en dos categorias: juvenil (n=20) y sub-adulto
(n=15). Adicionalmente, se tomaron muestras de 8 ejemplares procedentes del medio natural. La concentracion total de proteinas
en el plasma se determind mediante el método colorimétrico del acido bicinconilico. Las proteinas del plasma fueron fraccionadas
empleando electroforesis en geles de agarosa y electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sddico.
Mediante espectrometria de masas se identificaron las principales proteinas plasmaticas. La identificacion por espectrometria de
masas mostrd la presencia de albimina fosforilada en el plasma de los animales. Los valores de concentracion total de proteinas y
de albimina fueron mayores en los animales cautivos que en los de medio natural, siendo mas altos los de la categoria sub-adul-
to. Contrariamente, las y globulinas presentaron mayores valores de concentracion en los animales procedentes del medio natural.
No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de las fracciones proteicas entre animales en las distintas etapas
del desarrollo. En la categoria juvenil la fraccion (3 globulina mostré mayor concentracion y la fraccion y la menor concentracion.
Lo opuesto fue encontrado para la categoria sub-adulto. Los resultados de este estudio constituyen el primer informe sobre el
proteinograma plasmatico de Crocodylus rhombifer en cautiverio y aportan una herramienta bioquimica para contribuir al manejo
adecuado de esta especie en cautiverio.

Palabras clave: Crocodylus rhombifer, proteinograma, proteinas, plasma.

ABSTRACT

Cuban crocodile (Crocodylus rhombifer) is an endemic and critically endangered species. In order to preserve this species a popu-
lation of them is maintained in captivity in the farm “Zapata Swamp”, Matanzas, Cuba. To manage such species, the knowledge of
the animal health status, in different stages of live, is an essential component. The plasmatic proteinogram is an effective tool in
veterinary medicine to determine the presence of diseases in crocodiles. The goal of this thesis was the evaluation of the plasmatic
proteinograma, taking into account the total protein concentration and the relationship between its fractions. Samples were taken
from clinically healthy 35 captive animals, divided in two categories: juveniles (n=20) and sub-adults (n=15) and additionally 8
animals from the natural environment. The total protein concentration was determined using bincinconilic acid method. The plas-
ma proteins were separated using electrophoresis on agarose gels and polyacrylamide gels. By mass spectrometry were identified
the main plasmatic proteins. The identification by mass spectrometry showed the presence of phosphorylated albumin. The values
of total protein concentration and albumin were higher in captive animal, being the highest those corresponding to sub-adults.
Contrarily, the y globulins fraction was higher in wild animals. For animals with different development stages no significant diffe-
rence were found. In juveniles, B fraction was higher and v fraction was lower. In sub-adults, the opposite was found. The results
of this thesis are the first report concerning the characterization of plasmatic proteinogram of Crocodylus rhombifer in captivity.

Keywords: Crocodylus rhombifer, proteinogram, proteins, plasma.
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1
Introduccion

El Crocodylus rhombifer' es una especie endémica de Cuba
y la mas amenazada dentro de la familia Crocodylidae. Su dis-
tribucion en el archipiélago cubano estd limitada a 300 km? en la
Ciénaga de Zapata, Matanzas y a 100 km”en la Ciénaga de Lanier,
Isla de la Juventud. Las principales amenazas a esta especie son
la caza indiscriminada, la destruccion de su habitat natural y la
hibridacién con Crocodylus acutus®. Crocodylus rhombifer es un
miembro clave de la herpetofauna cubana para la conservacién
del principal humedal cubano: la Ciénaga de Zapata. Esto se debe
a que mantiene la estructura dindmica y la funcién del ecosis-
tema porque realiza actividades como la depredacion selectiva
de especies de peces, el reciclamiento de nutrientes y el mante-
nimiento de refugios con agua durante las sequias’. Esta especie
estd incluida en el apéndice I por la Convencién Internacional
para el Comercio de Flora y Fauna Silvestres (CITES) y en el Li-
bro Rojo de la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN) bajo la categoria de
especie En Peligro Critico de Extincidn®. Una alternativa para el
mantenimiento de una especie cuando las poblaciones naturales
estan casi agotadas es su reproduccién en cautiverio, es decir ani-
males nacidos y levantados exclusivamente en un medio contro-
lado, donde el criador les suministra un espacio idoneo, alimento,
limpieza, cuidado sanitario y proteccion contra la depredacion.

El manejo en cautiverio de una especie en peligro de extincién
requiere el conocimiento de la situacion de salud de los animales.
Los cocodrilos enfermos en condiciones de cautiverio muestran
signos clinicos inespecificos lo que hace dificil identificar su estado
y predecir la aparicién de enfermedades por simple observacion.
Por otra parte, al ser animales ectotermos y variar su temperatura
corporal en la misma direccién que la temperatura ambiental, la
medicion de esta no puede ser empleada como una herramienta
clinica. Sin embargo, algunos pardmetros bioquimicos de la san-
gre como las proteinas plasmaticas constituyen una valiosa ayu-
da en el diagnostico de ciertas enfermedades (°,°). Esto se debe a
que las proteinas plasmaticas tienen funciones importantes como
el mantenimiento de la presién osmética, el equilibrio dcido-ba-
se, el transporte de metabolitos como los lipidos y las hormonas y
algunas de ellas juegan un papel importante en la defensa del or-
ganismo frente a patégenos. Es por ello que la medicién de estas
proteinas refleja el estado de salud de los individuos’.

La electroforesis de proteinas es actualmente la técnica de
referencia para el fraccionamiento de las proteinas del plasma.
Aun cuando su especificidad diagndstica es baja, los resultados
de la electroforesis de las proteinas plasmaticas constituyen una
herramienta util en Clinica. En particular, la electroforesis nativa
de las proteinas del plasma en geles de agarosa es una de las téc-
nicas mas empleadas por su buena resolucion, reproducibilidad y
claridad de las bandas. En este tipo de electroforesis las proteinas
son separadas en funcién de su carga ya que el tamafio del poro es
tan grande que el gel no ejerce la funcidn de tamizaje en virtud del
tamano molecular. De esta manera, las proteinas del plasma pue-
den ser fraccionadas en las cinco bandas cldsicas correspondien-
tes a albumina, seguida de varias bandas de globulinas denotadas
consecutivamente como al, a2, By y globulinas®.

La informacidn relacionada con el proteinograma plasma-
tico para la especie Crocodylus rhombifer resulta inexistente. EI
proposito de este estudio fue determinar los valores de concen-
tracion total de proteinas del plasma y de sus diferentes fracciones
para Crocodylus rhombifer y establecer las posibles diferencias
atribuibles a la etapa del desarrollo.

1
Métodos

Animales y muestras

Se emplearon 35 ejemplares de Crocodylus rhombifer mante-
nidos en cautiverio en el criadero “Ciénaga de Zapata’, Matanzas,
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Cuba y 8 ejemplares del medio natural. Los animales provenien-
tes del medio natural fueron capturados en la region y trasladados
al criadero para su estudio. Los animales mantenidos en cautive-
rio fueron alimentados una vez por semana con desperdicios de
ganado vacuno. El estado de salud aparente se evalud por obser-
vacion del estado general, la vivacidad, el dinamismo, el apetito,
la coloracién de la piel y las mucosas, asi como la ausencia de le-
siones externas. Los cocodrilos fueron capturados manualmente
con la ayuda de una cuerda sin utilizar narcéticos o tranquilizan-
tes. La extraccion de sangre se realizé por puncion cardiaca y se
tomd 5 mL de cada animal. Las muestras se colectaron emplean-
do jeringas estandar de 10 mL humectadas con EDTA 0.05 mol/L
y se almacenaron en tubos Vacutainer que contenian EDTA como
anticoagulante (VACUETTE® K3E K3EDTA, Greiner Bio-one
GmbH, Austria). Durante el muestreo la sangre se mantuvo en un
termo con hielo. El plasma se obtuvo por centrifugacion a 2000 g
durante 15 min a 4°C en una centrifuga Sigma (Alemania). Este
se conservo a -20°C hasta el momento de los analisis.

Determinacion de la concentracidn total de proteinas

La concentracién total de proteinas en el plasma de cada ani-
mal se determiné mediante la técnica colorimétrica del dcido bi-
cinconilico (BCA). Se empled el protocolo en placas de 96 pozos
del juego de reactivos “Ensayo de Proteinas BCA” (Thermo Scien-
tific, EUA). Para la realizacién de este ensayo se utilizd6 como
proteina patrén la albimina bovina de suero (BSA) y se realiza-
ron diluciones seriadas a diferente concentracién en el rango de
125-1500 pug/mL. Las determinaciones se realizaron por triplica-
do. Como control positivo del ensayo se emple6 la proteina pa-
tron diluida con agua 1:2 (v:v). La lectura se realizé a 540 nm en
un lector de placas (Merck Sensident Scan, Finlandia).

Electroforesis en geles de agarosa

Se utilizé como soporte electroforético agarosa para protei-
nas plasméticas (Biozym ME agarose, Biozym, Alemania). El gel
se prepard al 2% en tampon de corrida. El tampon de corrida
fue tris-dcido bérico 90 mmol/L, pH 8.5. La solucién tampén de
muestra consistio en glicerol al 30% conteniendo 0.0005g de bro-
mofenol azul. La corrida se realiz6 con el gel sumergido en solu-
cién de corrida en una cdmara horizontal durante 75 minutos; se
aplicé un voltaje de 100 Volt. La fijacién se realizé durante 15 min
con una solucién de etanol, acido acético y agua destilada (1:6:3,
v:v:v). Los geles se tifleron utilizando una solucién de Negro ami-
da. La solucién de distincidn contenia acido acético glacial, etanol
absoluto y agua destilada (1:4.5:4.5, v:v:v); el tiempo de distincion
fue de aproximadamente 24 horas.

Electroforesis en geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato sédico

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de do-
decil sulfato sodico se realizé en geles al 10% y con el protocolo
basico de Laemmli®. Para las corridas se utilizd una cimara Mi-
ni-Protean II (Bio-Rad, EUA)y una corriente de 30 mA generada
con una fuente (Pharmacia, Suecia). Las muestras se mezclaron
con tampon de desnaturalizacion 2x: 0.125 mol/L Tris-HCL, SDS al
2%, glicerol al 25%, gotas de bromofenol azul y B-mercaptoetanol
al 5%, pH 6.8 yse calentaron a 100°C durante 5 min en un bao de
arena (Thermolyne, EUA). Luego de la corrida los geles se coloca-
ron en la solucién de fijacién compuesta por acido acético al 10%,
etanol al 40% y agua destilada al 50%. Para la tincion de los geles se
utilizé una solucién coloidal de Coomassie azul brillante G-250 al
0,1%, acido ortofosforico al 2% y sulfato de amonio al 10%. Los ge-
les se decoloraron mediante lavados con agua destilada. Se utilizé
un patrén comercial de bajas masas moleculares (Bio-Rad, EUA).
Para la identificacion de las proteinas mayoritarias del plasma me-
diante espectrometria de masas los geles se tifieron con plata®.
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Determinacion de la concentracion total
de proteinas de las fracciones obtenidas mediante
electroforesis

La determinacién de la concentracion total de proteinas de
las fracciones separadas mediante electroforesis en gel de agarosa
se realiz6 utilizando el programa TotalLab versién 1.10 (EUA).
Este programa permite la seleccion del area coloreada de cada
fraccion y calcula el porciento que representa cada una del total
de fracciones en la carrilera. Con estos datos se calcula la concen-
tracion total de proteinas en cada fraccion utilizando la siguiente
férmula:

donde C, es la concentracion total de proteina en cada banda;
CBCA, es la concentracion total de proteinas en el plasma an-
tes del fraccionamiento mediante electroforesis y determinada
por el método colorimétrico del BCA y % banda, es el porcen-
taje obtenido con el programa TotalLab version 1.10 (EUA).

Digestidn de proteinas en el gel

Los fragmentos de gel, directamente obtenidos de la
SDS-PAGE, se lavaron 3 veces con agua durante 10 min
cada vez. Posteriormente, se cortaron en cubos de aproxima-
damente 1 mm? y se deshidrataron con 1 mL de acetonitrilo al
90% con agitacion durante 5 min. Después de retirada la solu-
cién, las muestras se secaron 5 min en una centrifuga concen-
tradora al vacio y se rehidrataron con una solucién de tripsina
a 12.5 ng/mL en bicarbonato de amonio 0,05 mol/L. Se digiri6
durante 16 h a 37°C. Los péptidos tripticos se desalaron en micro
columnas ZipTips C18 activadas con una soluciéon de acetoni-
trilo al 60%, 4cido foérmico al 1% y equilibradas con una
solucion de é4cido férmico al 1%. La mezcla de péptidos se eluyo
con 3 pL de una solucién de acetonitrilo al 60%, acido férmico
al 1%.

Espectrometria de masas

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrome-
tro de masas hibrido con geometria ortogonal QTOF-1 TM
(Micromass, Reino Unido) equipado con fuente de ionizacién
por electronebulizacién Z-spray. El capilar de entrada se someti6
a 1200 V y el voltaje del cono fue de 35 V. El analizador se calibro
usando yoduro de sodio y cesio como referencia, en el rango de

Fig. 1. Determinacion del sexo de los animales (izquierda). Los animales machos se distinguen por la presencia de un pene que se palpa facilmente
(derecha).
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m/z de 50 a 2000 Th. Para la obtencioén de espectros MS/MS de
senales mono, doble y triple cargadas cuyas intensidades en el
espectro ESI-MS sobrepasaran 15 conteos/segundos, se em-
pleé unaventana de deteccion de 4 Th. La energia de colisién
para la fragmentaciéon fue previamente definida tomando en
consideracion el estado de carga. La identificacién de proteinas
basada en los espectros MS/MS, se realizé empleando el progra-
ma MASCOT" y la base de datos UniProtKB".

Analisis estadistico

Se comprobd la normalidad de los datos mediante una
prueba Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varian-
za mediante una prueba Levene. Se calcularon los valo-
res de media, desviacion estindar, intervalo de confianza y
minimo-maximo de la: concentraciéon total de proteinas en
plasma, de albumina, de al globulinas, de a2 globulinas, de
B globulinas, de y globulinas, de globulinas totales y la relacién
albumina-globulinas para los tres grupos estudiados. Se realizo
una prueba t de Student para comparar la concentracion
de: proteinas en plasma, albumina, al globulinas, a2 globulinas,
B globulinas, y globulinas, de globulinas totales y la relacion al-
btimina-globulinas de acuerdo a etapa del desarrollo. Todos los
calculos fueron realizados con el programa Statistic version
8.0 (StatSoftInk) teniendo en cuenta un grado de significacion
p< 0.05 y los intervalos de confianza del 95%.

1
Resultados

La clasificacion de los animales por categorias se realizo te-
niendo en cuenta los pardmetros establecidos por los especialis-
tas del criadero. Ellos consideran los valores de largo total como
puntos de corte: categoria juvenil, entre 60 y 149 cm, categoria
sub-adulto, entre 150 y 179 cm y categoria adulto mayores de
180 cm. El sexo de los animales se determiné mediante exami-
nacién manual (Fig. 1). De los animales cautivos, 20 clasificaron
en la categoria juvenil. De ellos, 17 animales resultaron hembras
y 3 machos. En la categoria sub-adulto clasificaron 15 animales,
de ellos 13 resultaron hembras y 2 machos. De los animales pro-
venientes del medio natural, 1 ejemplar clasificé como juvenil,
4 como sub-adultos y 3 como adultos. En este grupo 7 animales
eran machos y 1 hembra.
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Para la poblacion global en cautiverio el valor promedio de
concentracion total de proteinas en el plasma fue de 5.41 g/dL y
los valores oscilaron entre 3.53 y7.53 g/dL. En el grupo de anima-
les cautivos con categoria juvenil el valor promedio de concentra-
cién total de proteinas en el plasma fue de 5.30 g/dL y los valores
oscilaron entre 4.24 y 7.18 g/dL. Para los animales cautivos con
categoria sub-adulto el valor promedio de concentracion total de
proteinas en el plasma fue de 5.55 g/dL y los valores oscilaron en-
tre 3.53 y 7.53 g/dL. Los animales del medio natural presentaron
un valor promedio de concentracion total de proteinas en el plas-
ma de 4.89 g/dL, y los valores oscilaron entre 2.30y 6.91 g/dL (Ta-
bla 1). Para evaluar la variabilidad de la concentracion total de
proteinas en el plasma en cuanto a etapa del desarrollo y a proce-
dencia se aplicaron pruebas t de Student. Para ello se compararon
los grupos de animales cautivos con categoria juvenil y sub-adul-
to, y los grupos de animales cautivos con categoria sub-adulto
y los animales procedentes del medio natural, respectivamente.
Ambos anilisis revelaron la presencia de diferencias no significa-
tivas entre los grupos comparados (p>0.05).

El perfil tipico del proteinograma plasmatico obtenido para
Crocodylus rhombifer en gel de agarosa al 2% mostré 6 fracciones
proteicas. En el perfil electroforético la albimina se identifico por
su cercana migracion a la de una muestra de albumina bovina
de suero, aplicada en el gel como referencia de masa molecular
(resultados no mostrados). La banda que migré mas préxima al
anodo se asigno a albumina fosforilada (Fig. 2). Esta asignacién
fue posible tras el andlisis de una muestra de plasma tratada con
agentes reductores mediante SDS-PAGE, seguido de la digestion
proteolitica con tripsina de las principales bandas de proteinas
y el andlisis de los péptidos por espectrometria de masas en su-
cesion (EM-MS/MS) (Fig. 3). La identificacion de las proteinas
plasmaéticas mayoritarias se basé en las secuencias de los péptidos
tripticos obtenidas a partir de los espectros MS/MS (Tabla 2). Las
bandas 1-5 correspondieron a la a2 macroglobulina, la trans-
ferrina, la cadena pesada de la inmunoglobulina y la albimina
sérica, respectivamente. Todas las proteinas fueron identificadas
con mas de un péptido y el porcentaje de homologia entre las
secuencias obtenidas en este trabajo y las secuencias homologas
informadas en la base de datos result6 superior al 64% (Tabla 2).
Las secuencias homologas, en todos los casos, correspondieron a
especies del Orden Crocodylia. La cadena pesada de la inmuno-
globulina y la albumina sérica fueron identificadas en las bandas
4y 5, con un total de 9 y 6 péptidos, respectivamente. De ellos, 3
resultaron péptidos fosforilados. La diferencia de masas de 80 Da
entre la sefial m/z del ion precursor (1678.66 m/z) y la sefal del
primer fragmento obtenido (1598.83 m/z) sugiere la presencia en
esa secuencia de un aminoacido fosforilado (Tabla 2, Fig. 3).
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La determinacion de la concentracion total de proteinas de
cada fraccion obtenida mediante electroforesis en gel de agarosa
se realizo por andlisis densitométrico. A partir del porcentaje que
represento cada fraccién en el porcentaje total de las fracciones en
la carrilera se determind la concentracién de cada una. El valor de
albumina se consider6 como la suma de las fracciones correspon-
dientes a la albimina nativa y la albumina fosforilada. Parala po-
blacién global de animales en cautiverio (n=35) se obtuvo un va-
lor promedio de la concentracion total de proteinas por fraccién
de: albumina 1.95 g/dL, al globulinas 0.68 g/dL, a2 globulinas
0.37 g/dL, B globulinas 0.91 g/dL y y globulinas 1.49 g/dL. El va-
lor promedio de globulinas totales result6 3.46 g/dL y la relacion
albumina-globulinas 0.56. Para el grupo de animales del medio
natural (n=8) se obtuvo un valor promedio de la concentracién
total de proteinas por fraccién de: albiumina 1.50 g/dL, al globu-
linas 0.54 g/dL, a2 globulinas 0.38 g/dL, § globulinas 0.71 g/dL y
y globulinas 1.70 g/dL. El valor promedio de globulinas totales y
de la relacién albumina-globulinas resulté 3.39 g/dL y 0.44, res-
pectivamente (Tabla 3).

Para el grupo de animales cautivos con categoria juvenil
(n=20) se obtuvo un valor promedio de la concentracion total
de proteinas por fraccién de: albimina 1.86 g/dL, al globulinas
0.67 g/dL, a2 globulinas 0.37 g/dL, B globulinas 0.95 g/dL y y globu-
linas 1.44 g/dL. El valor promedio de globulinas totales y de la rela-
cién albumina-globulinas result6 3.44 g/dL y 0.54, respectivamente.
Para el grupo de animales cautivos con categoria sub-adulto (n=15)
se obtuvo un valor promedio de la concentracion total de proteinas
por fraccién de: albimina 2.07 g/dL, al globulinas 0.69 g/dL, o2 glo-
bulinas 0.37 g/dL, B globulinas 0.86 g/dL y y globulinas 1.56 g/dL. El
valor promedio de globulinas totales y de la relacion albimina-glo-
bulinas result6 3.48 g/dL y 0.60, respectivamente (Tabla 4).

La comparacion de la concentracion total de proteinas de las
fracciones proteicas separadas mediante electroforesis en geles de
agarosa se realizo mediante un ANOVA de clasificacion simple
y se compararon los grupos de animales cautivos con categoria
juvenil, animales cautivos con categoria sub-adulto y los anima-
les procedentes del medio natural. Se observo que el mayor valor
de albumina correspondié a los animales cautivos con categoria
sub-adulto, mientras que el menor valor de esta proteina corres-
pondid a los animales del medio natural. El ANOVA revel6 que
las diferencias en la concentracién de albimina son significativas
(F= 4.99 y p= 0.01). Por otra parte, se observo que el valor de
relacién albumina-globulinas es mayor para el grupo de animales
cautivos con categoria sub-adulto. El menor valor de esta varia-
ble se obtuvo para los animales procedentes del medio natural. El
ANOVA revel6 que las diferencias entre los valores de relacion
albumina-globulinas para los tres grupos son altamente significa-
tivas (F=10.96 y p= 0.0001).

Tabla 1. Concentracidn total de proteinas en el plasma de Crocodylus rhombifer determinada mediante la técnica colorimétrica del BCA.

Procedencia de los animales

Categoria Promedio

Cautiverio poblacion global
(n=35)

5.41

Cautiverio juvenil

(n=20)

5.30

Cautiverio sub-adulto (n=15) 5.55

Medio natural
(n=8)

4.89

DS —desviacion estandar.
IC —intervalo de confianza.
n —nudmero de individuos.
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Concentracién total de proteinas en el plasma (g/dL)

DS IC £95% Rango
0.92 5.09-5.72 3.53-7.53
0.73 4.24-7.18 4.24-7.18
1.13 4.92-6.17 3.53-7.53
1.67 3.49-6.29 2.30-6.91
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Fig. 2. Separacion de las proteinas plasmaticas mediante electroforesis en gel de agarosa y andlisis de las fracciones proteicas por densitometria. A.
Perfil electroforético en gel de agarosa al 2% del plasma de Crocodylus rhombifer. B. El trazado obtenido por densitometria indica los picos en corres-
pondencia con cada una de las fracciones separadas: 1 — albumina fosforilada, 2 — albumina, 3 - al globulinas, 4 - a2 globulinas, 5 - B globulinasy 6 - y
globulinas.

Tabla 2. Resumen de la identificacion de las proteinas plasmaticas mayoritarias de Crocodylus rhombifer basada en los espectros MS/
MS. En rojo se destacan las diferencias puntuales encontradas entre las secuencias obtenidas en este trabajo y las secuencias informa-
das en la base de datos UniProtKB*. En negritas se destacan las secuencias correspondientes a péptidos fosforilados, encontrados en
este trabajo

Secuencia obtenida ;
Homologia entre las se-

Banda del gel Sefial m/z . Organismo Proteina
) , cuencias (%)
Secuencia homologa
AVGYLVSGYQR En estudio
606.81 100
AVGYLVSGYQR Alligator sinensis
FPLVYIQDPQR En estudio
688.35 91
FPLAYIQDPQR Alligator sinensis
QNTFYYLVMSK En estudio
697.34 82
E 1 TFYYLVMSK Alligator sinensis
HIQDAQLWLSSK En estudio -2- h
1 713.37 apAQ 100 Alpha-2-macro
HIQDAQLWLSSK Alligator sinensis globulin like
TAVAFLSVLVEGPTLK En estudio
822.97 81
TAEAFLSVLVKGLTLK Alligator sinensis
...LSASSVYSLLPLK En estudio
825.77 100 . . .
...LSASSVYSLLPLK Alligator sinensis
...DDEVTLSAYITIALLEL... En estudio
1067.91 100 ) .
...DDEVTLSAYITIALLEI... Alligator sinensis
...TADLATASQIVR En estudio s
2 723.37 100 S
globulin like
...TADLATASQIVR Alligator sinensis
...AVTVDGGFVYTAGR En estudio
892.92 100 e
...AVTVDGGFVYTAGR Crocodylus niloticus
- ...IWNFLNEVQEK 195 En estudio
3 ' ...|WNFLNEVQEK Crocodylus niloticus Transferrin
EYTDSVTNLNK En estudio
642.29 82
EHTDPVTNLNK Crocodylus niloticus
Bionatura + Volumen 1/Nutmero 3 http://www.revistabionatura.com
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Tabla 2. Continuacion

Homologia entre las se-

Vivian Morera, Arline Fernandez, Claudia Puentes, Etiam Pérez, Gustavo Sosa, Leiter Guerra, Félix Santana y Yoamel Milidn

Banda del gel Sefial m/z Secuencia obtenida . Organismo Proteina
cuencias (%)
...PVMEEEGGDSSFFLYSK En estudio
1062.49 100 . .
...PVMEEEGGDSSFFLYSK Crocodylus siamensis
..SPMELNAYVTTP... En estudio
951.42 100
..SPMELNAYVTTP... Crocodylus siamensis Membrane-bound
. immunoglobulin
ILSVAWLVDGSTQHI... En estudio upsilon heavy chain
854.08 100
4 ILSVAWLVDGSTQHI... Crocodylus siamensis
APETYLLGPH... En estudio
672.98 100
APETYLLGPH... Crocodylus siamensis
VALITFAQYLQK En estudio
697.91 100 _—
VALITFAQYLQK Alligator sinensis Serum Albumin like
ENQLGLLVNLIK En estudio
677.38 92
ENQLKLLVNLIK Alligator sinensis
...SPMELNAYVTTP... En estudio
951.42 100
...SPMELNAYVTTP... Crocodylus siamensis
ILSVAWLVDGSTQHL... En estudio
854.08 100 . .
ILSVAWLVDGSTQHI... Crocodylus siamensis
...YTTSTQLTIPAGSLSS- En estudio
QAYS...(fosforilado o
1040.19 ( ) 100 Membrane boynd
. . immunoglobulin
...YTTSTQLTIPAGSLSSQAYS... Crocodylus siamensis upsilon heavy chain
QVQGCLPQPXXXP- .
LLR (fosforilado) N CHLEE
912.97 85
5 QVQGCLPQPPQPPTVR Crocodylus siamensis
...PLGGTAPTVR En estudio
605.84 100
...PLGGTAPTVR Crocodylus siamensis
VALITFAQYLQK En estudio
697.91 100
VALITFAQYLQK Alligator sinensis
ENQLGLLVNLIK En estudio
677.38
ENQLKLLVNLIK Alligator sinensis
QVYACGILDQFT- . Serum Albumin like
. En estudio
839.90 LK (fosforilado)
QVYACGILKKFGER Alligator sinensis
MPQVSTQTLLEIAK En estudio
779.94

MPQVSTETLLEITK

m/z — relacion masa-carga del i6n
XXX- aminoacidos no identificados en el espectro MS/MS
*http://www.uniprot.org

La concentracion de globulinas totales no demostrd varia-
ciones significativas entre los grupos comparados (p=0.96). Las
fracciones al globulinas, a2 globulinas y y globulinas no mostra-
ron diferencias entre los grupos (p>0.05). El mayor de valor de la
fraccion de las y globulinas se observé en los animales del medio
natural y el menor valor para el grupo de animales cautivos con
categoria juvenil. La fraccion correspondiente a las B globulinas
mostré diferencias significativas entre los grupos (F= 3.79 y
p= 0.03); el mayor valor de esta fraccion correspondi6 al grupo
de animales cautivos con categoria juvenil y el menor valor a los
animales del medio natural.
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Discusion

Las proteinas plasmaticas estdn involucradas en casi todos
los procesos bioldgicos vitales por lo que el estudio del proteino-
grama plasmatico resulta util en la evaluacion del estado de salud
o enfermedad, asi como del estado nutricional de muchas espe-
cies. La medicién de estas proteinas se emplea para diferenciar
los estados de enfermedad agudos de estados crénicos®. En este
trabajo se determind la concentracion total de proteinas plasma-
ticas y de sus fracciones para una muestra de la poblacién cau-
tiva de Crocodylus rhombifer del criadero “Ciénaga de Zapata,
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Fig. 3. Fraccionamiento de las proteinas plasméaticas mayoritarias mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato

sddico e identificacion mediante espectrometria de masas en sucesion.

A: perfil electroforético de una muestra de plasma de Crocodylus rhombifer en SDS-PAGE al 10%. En la carrilera de la extrema izquierda se aplicé el
patréon de peso molecular: 97 kDa fosforilasa b, 66kDa albumina sérica, 45 kDa ovoalblimina, 31 kDa anhidrasa carbdnica, 21 kDa inhibidor de tripsina
y 14 kDa lisozima. A continuacidn, de izquierda a derecha se aplicaron 5, 4, 3y 2 pL de plasma diluido 1 en 5. Las bandas identificadas con los nimeros

del 1 al 5 se digirieron con tripsina y se analizaron por EM-MS/MS.

B: espectro de masas MS/MS del péptido fosforilado correspondiente a la secuencia QVYACGILDQFTLK de la albimina sérica identificada en la banda

5. Se emplea el cddigo de una letra para identificar a los a-aminoacidos.

Matanzas, Cuba. Los resultados obtenidos se compararon con un
grupo de animales procedentes del medio natural. Las variaciones
eventuales debido al efecto postprandial y el ritmo circadiano que
pudieran registrarse en la concentracion total de proteinas fue-
ron excluidas del disefio experimental debido a que la toma de las
muestras se realizé en horas tempranas de la mafiana y en ayuno.
El rango de valores de concentracion total de proteinas plas-
maticas para la poblacion cautiva estudiada de Crocodylus rhom-
bifer, asi como el valor experimental promedio obtenido estan
dentro del rango de valores informado para la clase Reptilia'.
Aunque casi todas las especies de reptiles estudiadas se encuen-

Bionatura
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tran dentro de este rango, es posible observar variaciones entre
ordenes, familias, géneros, especies e incluso individuos de una
misma especie’®. En la tabla 5 aparecen los valores de concen-
tracion total de proteinas, albumina, globulinas totales y relaciéon
albumina-globulinas para algunas especies que pertenecen al
Orden Crocodylia, especificamente de las familias Alligatoridae y
Crocodylidae. La variabilidad y los amplios rangos de estos valo-
res pueden ser atribuidos a las particularidades fisioldgicas de los
reptiles ya que los pardmetros sanguineos flucttian considerable-
mente en funcién del sistema de alimentacidn, el habitat, el clima,
el sexo yla edad (%)
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Tabla 3. Valores promedio de la concentracidn total de proteinas de las fracciones separadas mediante electroforesis en geles de aga-
rosa de Crocodylus rhombifer para la poblacion global en cautiverio (n=35) y los animales del medio natural (n=8)
Procedencia Cautiverio Medio natural
(n=35) (n=8)
Pardmetro Prom. DS IC £ 95% Rango Prom. DS IC £ 95% Rango
albimina* (g/dL) 1.95 0.40 1.81-2.08 1.30-3.21 1.50 0.51 1.07-1.93 0.68-2.07
_ ;’gllg':)’b”""as 0.68 0.14 0.63-0.73 0.44-0.98 0.54 0.21 037-0.71  0.26-0.82
e,
?‘gz/i‘)’b“""as 0.37 0.08 0.35-0.40 0.23-0.53 0.38 0.15 0.25-0.50 0.13-0.53
B globulinas (g/dL) 0.91 0.21 0.84-0.98 0.55-1.47 0.71 0.27 0.48-0.93 0.31-0.98
y globulinas ( g/dL) 1.49 0.39 1.36-1.63 0.84-2.61 1.70 0.72 1.09-2.30 0.34-2.59
GT (g/dL) 3.46 0.62 3.25-3.67 2.23-5.10 3.39 1.14 2.44-4.35 1.72-4.84
RAG 0.57 0.09 0.54-0.60 0.32-0.77 0.44 0.03 0.41-0.47 0.39-0.48

* Albumina: se informa como la suma de las fracciones correspondientes a la albumina nativa y la albumina fosforilada.

Prom. - valor promedio.

DS — desviacion estandar.

IC —intervalo de confianza.

GT — globulinas totales.

RAG — relacién albdmina-globulinas totales.
n —ndmero de individuos.

La cuantificacion de proteinas totales, el perfil electroforéti-
co (proteinograma) y la relacion albiimina-globulinas se emplean
en el diagnostico de las alteraciones protéicas. En particular la
relacién albumina-globulinas resulta de especial interés en Clini-
ca, ya que este parametro permite la clasificacion sistematica del
perfil electroforético y la identificacion de las disproteinemias®.
En este trabajo los valores de concentracion total de proteinas
en el plasma atendiendo a la etapa de desarrollo no resultaron
significativamente diferentes (categoria juvenil contra categoria
sub-adulto) o procedencia (categoria sub-adulto contra medio
natural) (p>0.05). Sin embargo, nuestros resultados arrojaron
el mayor valor promedio de concentracién total de proteinas en
el plasma de los animales cautivos con categoria sub-adulto y el
menor, en el plasma de los animales procedentes del medio na-
tural. En correspondencia con este hecho, se encontr6 el mayor
valor de concentracion de albiimina en el grupo de animales cau-
tivos con categoria sub-adulto y el menor valor en los animales
del medio natural y las diferencias de este parametro resultaron
significativas. Por otra parte, se observé que el valor de relacién
albumina-globulinas es mayor para el grupo de animales cautivos
con categoria sub-adulto y menor para los animales procedentes
del medio natural. El ANOVA revel6 que las diferencias entre los
valores de relacion albimina-globulinas para los tres grupos son
altamente significativas. Los animales cautivos empleados en este
estudio fueron alimentados una vez por semana, con una dieta
rica en proteinas, mientras que los animales del medio natural
se alimentan de una manera mds irregular en frecuencia y com-
ponentes de la dieta. La relacion entre la dieta y la concentracién
total de proteinas plasméticas es bien conocida y se fundamenta
en el hecho de que la albumina es la proteina mayoritaria del plas-
ma. Su sintesis ocurre en el higado a una tasa que depende de la
ingestion de proteinas. Una dieta escasa en proteinas provoca una
disminucién de alrededor del 50% en la sintesis de albimina en
24 horas?!. Por lo tanto, su contribucion a la concentracidn total
de proteinas y a la relacion albiimina-globulinas es significativa.

Bionatura -

Volumen 1/ Numero 3

Algunos autores, empleando electroforesis en acetato de celulosa
y valoracion densitométrica, han obtenido resultados similares en
una poblacién cautiva de Caiman latirostris y Caiman yacare (ca-
tegoria sub-adulto): el suministro regular de alimentos promueve
los valores de proteina total, albiimina y relacién albiimina-glo-
bulinas a mayores valores que en animales de Zool6gico®. Simila-
res resultados han sido encontrados por Uhart y colaboradores®
para Caiman yacare. En un estudio con Rana catesbeiana, anfibio
de vida acuatica filogenéticamente relacionado con los reptiles, se
ha determinado que los valores de concentracién total de protei-
nas y de albiimina en el suero son directamente proporcionales a
la cantidad y calidad de la proteina dietaria* y en caimanes se ha
demostrado que el cambio del alimento habitual, rico en carne
bovina, a una dieta compuesta por harina de carne y sangre pro-
duce un incremento de la albumina sérica®.

Entre otros factores que determinan la alta variabilidad en-
contrada en los valores experimentales de concentracién total de
proteinas en el plasma de los reptiles podemos mencionar el mé-
todo empleado para su determinacién. Para este fin no existe un
sistema completamente satisfactorio, por lo que elegir el método
a emplear dependerd de la cantidad de muestra de la que dispon-
ga el investigador, de la necesidad o no de recuperar la muestra
intacta, de la presencia de compuestos que pudieran interferir y
afectar la especificidad y por dltimo de la sensibilidad, la precisiéon
y la reproducibilidad que se requieran en el estudio. Los métodos
de unidn a colorantes se utilizan con frecuencia, pero sufren de
alta variabilidad entre las proteinas de diferentes especies y esto
se debe a la diferente afinidad de las proteinas por los colorantes®.
Algunos trabajos con reptiles emplean la técnica colorimétrica
del Biuret ¢7-2%2%30.31:32,33.39. Cop esta técnica es posible detectar
concentraciones de proteinas de hasta 0.5 mg/mL pero se requie-
ren grandes cantidades de muestra®. El método colorimétrico
del 4cido bicinconilico empleado en este estudio, sigue el mismo
principio que la reaccion del Biuret pero presenta la ventaja de
ser un juego de reactivos comercial optimizado lo que garantiza
mayor reproducibilidad en los resultados y mayor sensibilidad
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del ensayo. Este método permite determinar la concentracién
total de proteinas en el orden de los ug/mL*. En particular para
la determinacién de la albumina en plasma y a pesar de que ha
demostrado ser un método poco preciso para especies no mami-
feras, el empleo del colorante verde de bromocresol ha sido suge-
rido por algunos autores (*7***). Sin embargo, se reconoce que la
electroforesis seguida del analisis densitométrico permite medir
la albumina presente en el plasma de una manera mas precisa que
los métodos basados en el empleo de colorantes. Considerando
que algunos autores no describen las técnicas analiticas emplea-
das en la determinacién de los valores de concentracion total de
proteinas y de albimina en sus trabajos es muy dificil comparar
los datos obtenidos en este trabajo para Crocodylus rhombifer con
los datos obtenidos para otras especies del Orden.

La electroforesis nativa en gel de agarosa es una de las téc-
nicas electroforéticas més empleada para la separacion de las
proteinas plasmaticas. Con esta técnica electroforética las protei-
nas se analizan en su estado nativo. A pH 8.5-9 ellas ganan cargas
negativas y migran bajo la accién del campo eléctrico, del electro-
do negativo al positivo. El soporte, o sea el gel de agarosa, el cual
a diferencia del gel de poliacrilamida tiene poros muy grandes,
limita sustancialmente la separacion de las proteinas segin su
tamafio molecular y como resultado las proteinas se separan en
funcién de su densidad de carga superficial. Cuando las proteinas
del plasma se resuelven empleando esta técnica, este se fracciona
en cinco o seis bandas dependiendo del ajuste del sistema electro-
forético empleado. Las bandas corresponden a la albumina, las al
globulinas, las a2 globulinas, las p1 globulinas, las p2 globulinas
y las y globulinas. Por densitometria se puede obtener un trazado
que dibuja una serie de ondas o picos en correspondencia con
cada una de las bandas. La superficie de cada pico es proporcio-
nal a la intensidad de color y tamaiio de las bandas originales. El
trazado varia de acuerdo a diferentes factores fisioldgicos a saber:
especie, sexo, edad, estado fisiolégico, estado metabdlico, aptitud
productiva y factores ambientales. La combinacién de la electro-
foresis con la densitometria permite calcular la concentraciéon
relativa de las proteinas plasmaticas. Las condiciones selecciona-

Evaluacion del proteinograma plasmético del cocodrilo Cubano (Crocodylus rhombifer)

Evaluation of plasmatic proteinogram of Cuban crocodile (Crocodylus rhombifer)

das y empleadas en nuestro trabajo nos permitieron fraccionar el
plasma de los cocodrilos en 6 fracciones.

Una de las potencialidades de la espectrometria de masas, es
su capacidad de dilucidar la secuencia de péptidos. Esto se realiza
a través de la descomposicion de la molécula ionizada en frag-
mentos generados durante el proceso de ionizacidon. A partir de
las series de fragmentos N-terminal se obtiene la secuencia de
aminoacidos desde el extremo C hacia el N, mientras que la series
de fragmentos C-terminal brindan la informacion secuencial del
extremo N al C. La diferencia de masas entre sefiales consecutivas
de iones correspondientes a una misma serie, nos indica la pérdi-
da de un aminodcido, la posicién que ocupa dentro de la secuen-
ciay en el caso en que se obtengan valores de masas inesperados,
estos pueden relacionarse con modificaciones en la estructura
de los a-aminoécidos. De esta forma es posible determinar la
secuencia de péptidos de forma bidireccional y localizar modi-
ficaciones post-traduccionales. De todas las proteinas plasmati-
cas, la albimina es la proteina mas pequefia y con mayor niimero
de grupos cargados negativamente; esta caracteristica le permite
migrar con mayor rapidez bajo la acciéon de un campo eléctrico
y en geles de agarosa es la fracciéon mdas proxima al dnodo. Sin
embargo, en esa misma direccién y mucho més préxima al anodo
se observo otra fraccién proteica que migré con mayor veloci-
dad que la albimina. Para establecer la identidad de esa banda
se empled la espectrometria de masas mediante la secuenciacion
de sus péptidos tripticos. La diferencia de masas de 80 Da entre
la sefial m/z del ion precursor y la sefal del primer fragmento
obtenido sugieri6 la presencia en esa secuencia de un aminoacido
fosforilado. A partir de este resultado identificamos a la banda
que migrd en los geles de agarosa al 2% mads proxima al anodo
como albiimina fosforilada. La ausencia en la literatura cientifica
de informes anteriores sobre la separacion de una fraccién de al-
bumina fosforilada en el plasma de los cocodrilos puede deberse
al hecho de que generalmente para la separacion de las proteinas
plasmdticas se utilizan sistemas electroforéticos automdticos o
semiautomaticos. La mayoria de estos sistemas emplean la elec-
troforesis en acetato de celulosa, la cual resulta menos resoluti-
va que la electroforesis en geles de agarosa, y tiempos de corrida

Tabla 4. Valores promedio de la concentracidn total de proteinas de las fracciones separadas mediante electroforesis en geles de agaro-
sa de Crocodylus rhombifer para los grupos de animales cautivos con categoria juvenil (n=20) y cautivos con categoria sub-adulto (n=15)

Procedencia/ Categoria

Parametro Prom. DS IC+95%
albumina* (g/dL) 1.86 0.33 1.70-2.01
al globulinas (g/dL) 0.67 0.11 0.62-0.73
a2 globulinas (g/dL) 0.37 0.08 0.34-0.41
B globulinas (g/dL) 0.95 0.21 0.85-1.05
y globulinas ( g/dL) 1.44 0.31 1.30-1.59
GT (g/dL) 3.44 0.53 3.20-3.70
RAG 0.54 0.09 0.50-0.59

Cautiverio, categoria juvenile (n=20)

Cautiverio, categoria sub-adulto (n=15)

Rango Prom. DS IC £95% Rango
1.34-2.79 2.07 0.46 1.81-2.32 1.30-3.21
0.51-0.97 0.69 0.17 0.60-0.79 0.44-0.98
0.23-0.51 0.37 0.08 0.33-0.42 0.23-0.53
0.60-1.47 0.86 0.20 0.74-0.97 0.55-1.18
0.97-2.20 1.56 0.49 1.29-1.83 0.84-2.61
2.70-4.71 3.48 0.73 3.07-3.88 2.23-5.10
0.32-0.71 0.60 0.08 0.56-0.64 0.48-0.77

* Albumina: se informa como la suma de las fracciones correspondientes a la albumina nativa y la albumina fosforilada.

Prom. - valor promedio.

DS — desviacion estandar.

IC —intervalo de confianza.

GT —globulinas totales.

RAG — relacién albimina-globulinas totales.
n —nudmero de individuos.
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Tabla 5. Valores de concentracién total de proteinas en el plasma, de albumina, de globulinas totales y la relacion albumina globulinas

para algunas especies del Orden Crocodylia

Familia Género Especie Procedencia
C. latirostris Cautiverio
Caiman
Alligatoridae
C. yacare Cautiverio
Alligator A. missisipiensis -
C. niloticus -
Cautiverio
C. acutus
Crocodylidae  Crocodylus
Vida libre
C. porosus Cautiverio
Cautiverio
C. rhombifer
Vida libre

n PT albumina GT RAG
(g/dL)  (g/dL) (g/dL)

- 5.01 2.42 3.31 0.73
12 5.06 1.66 3.37 0.49
65 3.80 - - -

109 3.88 0.98 2.92 0.32
33 4.48 1.43 2.86 0.50
5 4.28 0.95 3.33 0.29
114 4.10 0.95 3.13 0.30

- 6.20 1.80 4.40 0.41

- 5.10 - - -

- 5.30 1.90 3.10 0.61

- 5.0 - - -

6 8.82 - - -

- 6.50 - - -

10 4.54 - = -
10 3.69 - = -
10 4.28 - - -

7 4.70 - - -

- 4.1-7.0 1.40-2.30 2.70-5.00 -

35 5.41 1.95 3.40 0.57

8 4.89 1.50 3.39 0.44

PT — concentracidn total de proteinas en el plasma, GT — concentracion total de globulinas en el plasma, RAG — relacidn albdmina-globulinas totales,

n —numero de individuos.

que no sobrepasan los 30 minutos (***"*?). La fosforilacion de las
proteinas es una modificacion post-traduccional muy importan-
te porque regula la division y la diferenciacién celular asi como
la funcién de las proteinas. La fosforilacién y la desfosforilacion
catalizada por proteinas quinasas y fosfatasas puede modificar la
funcion de las proteinas de casi todas las maneras posibles: au-
mentando o disminuyendo su actividad bioldgica, estabilizandola
o marcandola para su destruccion, facilitando o impidiendo su
movimiento entre compartimentos celulares, iniciando o diso-
ciando las interacciones proteina-proteina. La fosforilacion de la
albumina encontrada en este estudio pudiera responder a uno de
los mecanismos de regulacion planteados para mediar los ritmos
de sintesis y degradacion de esta proteina en los cocodrilos® .

1
Conclusiones

El valor promedio de concentracidn total de proteinas en el
plasma de una muestra de la poblacion de Crocodylus rhombifer
en cautiverio fue de 5.41 + 0.92 g/dL. El rango de valores oscil6
entre los 3.53 - 7.53 g/dL. Estos valores estan en el rango informa-
do para la clase Reptilia. Mediante el empleo de la espectrometria
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de masas fue posible identificar la fosforilacion de la albimina del
plasma de Crocodylus rhombifer. A partir de este hallazgo sugeri-
mos que la fraccién que migré mas préxima al anodo en los geles
de agarosa al 2% corresponde a la albimina fosforilada. La elec-
troforesis en gel de agarosa al 2% permitio separar el plasma en seis
fracciones proteicas correspondientes a la albiumina fosforilada, la
albumina nativa, las al globulinas, las a2 globulinas, las B globu-
linas y las y globulinas. Los valores promedio de la concentracién
de proteinas de las diferentes fracciones del plasma de una muestra
de la poblacién de animales cautivos de Crocodylus rhombifer fue-
ron: albimina 1.95 + 0.40 g/dL, al globulinas 0.61 + 0.14 g/dL, a2
globulinas 0.37 + 0.08 g/dL, B globulinas 0.91 + 0.21 g/dL y y glo-
bulinas 1.49 + 0.39 g/dL. No se observaron diferencias significati-
vas entre los valores de la concentracion total de proteinas en el
plasma y de las fracciones separadas mediante electroforesis en
geles de agarosa entre los animales cautivos de acuerdo a la etapa
del desarrollo.
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¢ Area de vida, dieta, preferencia de estrato vertical
y uso del tiempo de Bradypus variegatus, liberados
en la Estacion Cientifica Agroecoldgica Fatima

Living area, diet, preferably vertical stratum and time use of Bradypus
variegatus, released in Fatima Agroecology Research Station

Gabriel Carrillo-Bilbao **, Victor Curicama *#, Roberto Ruiz !, Sarah Martin-Solano ¥23*

Las principales amenazas de Bradypus variegatus son: la caza, el trafico ilegal y la fragmentacion de su habitat. Este estudio
determina aspectos basicos como: area de vida, preferencia de estrato vertical, uso del tiempo y dieta. En la Estacion Cientifica
Agroecoldgica Fatima (ECAF), ubicada en la Provincia de Pastaza, dos hembras fueron liberadas y monitoreadas por un sistema
de telemetria en un periodo de siete meses, en donde se tomaron datos comportamentales, especies vegetales que consumen
y datos de rango de desplazamiento diario. Las hembras liberadas mantienen areas de vida de 8,5 ha (hembra H-001) y 3,7 ha
(hembra H-002), con una media de 6,1 ha de acuerdo al método del Minimo Poligono Convexo. De acuerdo al método de Kernel
el area de vida es de 13,2 ha y 5,8 ha respectivamente con una media de 9,5 ha. El estrato vertical arboreo preferido por ambas
hembras, es dosel del bosque (H-001 = 56,7 % y H-002 = 53,5 %). Identificamos 14 especies vegetales como parte de su dieta,
siendo las hojas las Unicas utilizadas. El comportamiento con mayor porcentaje registrado fue reposo (H-001 = 94,7 % y H-002
= 92,42 %). Estos datos son los primeros registrados para Ecuador.

Palabras clave: area de vida, Bradypus variegatus, dieta, preferencia de estrato vertical, uso del tiempo.

ABSTRACT

The main threats for Bradypus variegatus are: hunt, illegal traffic and habitat fragmentation. The goal of this study was to deter-
mine basic ecology aspects such as: the home range, preference of vertical strata, time budget and diet. At the Agroecological
Scientific Station Fatima (ECAF), located in the province of Pastaza, Ecuador, two females were released and monitored by teleme-
try system over a period of time of seven months. The following data was taken: Behavior, plant species of their diet and range of
daily displacement. Released females maintain a home range of 8.5 ha (female H-001) and 3.7 ha (female H-002) with an average
of 6.1 ha according to the method of Minimum Convex Polygon. According to the method of Kernel, home range is 13.2 ha and 5.8
has with an average of 9.5 ha. Arboreal vertical strata preferred by two individuals, is the canopy (H-001 = 56.7% and H-002 =
53.5%). We identified a total of 14 plant species as part of their diet, and the leafs were the only resource observed to be eaten.
The behavior with the highest percentage registered was rest (H-001 = 94.7% and H-002 = 92,42%). This is the first report of
this kind of data for Ecuador.

Keywords: home range, Bradypus variegatus, diet, vertical strata preference, time budget.

tres, por lo que todo tipo de esfuerzo en este sentido es
Introduccion considerado fundamental para la conservacion de las
mismas (3-5). En nuestro pais no existen estudios de-
tallados sobre estas problemadticas, lo que impide que
se desarrollen estrategias efectivas para su conserva-
cién (1, 2, 4-7). A nivel nacional son muy escasos o casi

En Ecuador, la degradacién de habitat, la sobre
explotacion de recursos, la introduccién de especies
que se convierten en invasoras y el trafico de especies
silvestres se han identificado como las principales ra- =~ i e
zones de la pérdida de la biodiversidad (1, 2). El tréfico inexistentes los estudios sobre las especies silvestres y
de especies es considerado a nivel mundial como una sobre el volumen de las mismas destinadas al trafico
de las actividades mas rentables después del trafico de ¥ tenencia ilegal. Lamentablemente estas actividades
drogas y armas (3). Adicionalmente, la autoridad am-  tienen una incidencia sobre la biodiversidad y los eco-
biental nacional no posee informacién actualizada so- ~ Sistemas mds aun basados en que el trafico a nivel na-
bre el estado de conservacién de las poblaciones silves- ~ cional no discrimina a ninguna especie. (3, 5)

! Universidad Central del Ecuador. Quito, Ecuador.

2Departamento Ciencias de la Vida y de la Agricultura, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Av. General Rumifiahui s/n, Sangolqui,
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3Behavioural Biology Unit, Department of Biology, Ecology and Evolution, Faculty of Science, University of Liége. Belgium.

4Estacion Cientifica Agroecoldgica Fatima. Puyo, Ecuador.
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En la provincia de Pastaza se han evidenciado una serie de
actividades por parte de la autoridad ambiental, como por ejem-
plo la implementacion y rehabilitacion de puntos de control, y a
su vez controles mdviles, que buscan evitar el trafico de especies
silvestres y el consumo de la carne de las mismas (8). Para este
6rgano gubernamental una de sus prioridades es la liberacion de
todos los animales rescatados (9).

La especie Bradypus variegatus se encuentra amenazada por
la caza, el trafico ilegal para mascotas, la degradacion y fragmen-
tacion de los bosques, afectando su desplazamiento debido a su
locomocién arborea (4). Al igual que otras especies producto del
trafico, las condiciones de su manutencion son precarias. Colom-
bia estima que el 90 % de los individuos de esta especie captura-
dos mueren en manos de los traficantes o compradores y el 10 %
termina en unidades de manejo de fauna silvestre (4). La taxono-
mia de todas las especies de perezosos reconocidas requieren in-
vestigaciones asi como los datos sobre los tamafios poblacionales,
rangos, dindmicas e historia de vida, los cuales contintan siendo
insuficientes, muestra de esto es que los planes de manejo de las
especies de perezosos son inexistentes (4, 10)

Se registran seis especies de perezosos agrupados en dos fami-
lias: Megalonychidae, con dos especies Choloepus didactylus y C.
hoffmanni y la familia Bradypodidae, con: Bradypus torquatus, B.
variegatus, B. tridactylus y B. pygmaeus. Las seis especies se caracte-
rizan por tener un comportamiento solitario relativamente lento en
comparacion con mamiferos de caracteristicas similares (11-13).

Bradypus variegatus, su nombre comun es perezoso tridac-
tilo, perezoso bayo, perezoso grisaceo o guasa (10), y es conside-
rado un mamifero folivoro y arboreo (14). Se encuentra conside-
rado de acuerdo a la lista de la UICN como una especie de poca
preocupacion (10). A la fecha se reconocen seis subespecies (15),
y mantienen un rango de distribucion amplio que va desde Hon-
duras, el sur de América Central, hasta Sudamérica en la region
oeste de la Amazonia y en los bosques atlanticos, los cuales cons-
tituyen unidades eco evolutivas Gnicas por lo que las subespecies
se distinguen solo desde un punto de vista molecular (16-20). En
Sudamérica, los paises en los que se registra son: Colombia, Vene-
zuela, Ecuador, Perti, Bolivia y Brasil y se piensa que en Argentina
estaria extinto siendo su ultimo registro en 1916. Su gradiente
altitudinal de distribucion va desde el nivel del mar hasta los 2400
m. (10, 17, 21, 22).

En Ecuador, datos sobre el estado de su poblacion son inexis-
tentes, pero se reconoce que tanto el ano 2008 y el 2013 ha sido la
especie mas traficada en relacion al orden Pilosa (3, 5). Tanto en
Brasil como en Colombia sus poblaciones estan declinando de-
bido a una elevada deforestacion y por ende algunas subespecies
mantienen una baja diversidad genética (10, 20). A parte de las
amenazas ya mencionadas, se menciona la caza por comunidades
locales como fuente de alimento y es usado como medicina, lo
que produce una incidencia directa en los impactos de las pobla-
ciones silvestres (10, 23).

De igual forma, en Ecuador no existen datos ecoldgicos
pero se conoce que prefieren varios tipos de bosques como bos-
ques nublados, semi deciduos y tropicales (24). En Costa Rica,
se han reportado individuos en plantaciones de cacao (24). Esta
especie podria generar un infante en intervalos de 19 meses y el
periodo de copulas se darfa para Sudamérica de Julio a Noviem-
bre (10, 25). A la fecha, sus densidades poblacionales registradas
pueden ir de 0,6 animales por hectarea registrado para Colombia
(26) a 8,5 animales por hectarea en Panama (11). Los perezosos
comprenden entre el 25 % y el 67 % del total de la biomasa verte-
brada en algunos bosques neotropicales, lo que ratifica la impor-
tancia de estas especies en la dindmica de los bosques (26, 27).
Por ejemplo en Barro Colorado, estas especies ocupan el 40 %, de
la biomasa del bosque (23).

La presente investigaciéon busco determinar aspectos eco-
légicos y comportamentales bésicos como son: el drea de vida,
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especies vegetales que forman parte de la dieta, preferencia de
estrato vertical y uso del tiempo de Bradypus variegatus (Schinz,
1825), datos que son inexistentes a nivel nacional y poco relevan-
tes a nivel internacional.

1
Métodos

Area de estudio

Este estudio se llevo a cabo en La Estacién Cientifica Agro-
ecoldgica Fatima, (1°26’51,9107S, 78°0°38,220”W), la cual se en-
cuentra ubicada en la regién amazoénica central en la Provincia
de Pastaza, Cant6n Pastaza, Parroquia Fatima, con un gradiente
altitudinal que va desde los 900 hasta los 1100 msnm (Fig. 1) (28).

Ubicacion provincia de Pastaza

0 200 Kildmetros
[

N Perfil Ecuador

* Estacion Cientifica Agroecoldgica Fatima

I:l Provincia de Pastaza

Fig. 1. Ubicacidn Estacion Cientifica Agroecoldgica Fatima.

Metodologia

Los dos individuos liberados fueron dos hembras (H-001 y
H-002), catalogadas como liberables por parte de los técnicos de
la Direccién Provincial de Medio Ambiente de Pastaza. Previa
a la liberacion, se les coloco un collar de telemetria (RI-2DM,
Holohil Systems, Ontario, Canada), por individuo, siguiendo el
protocolo de procedimiento utilizados para monos nocturnos
(29-31) una especie de habitos arboreos y de similares carac-
teristicas. Los individuos con radio collares, fueron localizados
con antenas RA-2AK y receptores TR-4 (Telonics, Mesa, Arizo-
na, Estados Unidos).

La toma de datos se llevo a cabo por un periodo de siete
meses, Agosto del 2014 a Marzo del 2015. Previo al seguimien-
to, se elabor¢ un sistema de transectos, mapeados y marcados,
para facilitar el seguimiento de los individuos (30-32). El se-
guimiento consistié en tomar datos de uso de estrato vertical,
desplazamiento, dieta y comportamiento (30, 31), desde las
6:00 hr a las 18:00 hr, durante periodos de tres dias seguidos
por individuo.

Los datos se los consigno en formatos previamente disefa-
dos. Para el uso de estrato vertical se decidié utilizar las siguien-
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tes categorias: dosel, subdosel, sotobosque, y suelo registrado
cada diez minutos. Los datos de rango de desplazamiento se
los tomo cada 20 minutos en donde se registré la ubicacion del
individuo (30, 31). Para el registro comportamental se lo llevo
a cabo cada cinco minutos durante 20 minutos para comple-
tar una muestra focal, siendo las categorias comportamentales
a utilizarse: movimiento, forrajeo, descanso, acicalamiento y
otros (13, 30, 31, 33).

Para el calculo del area de vida se emplearon los métodos del
Minimo Poligono Convexo y Kernel al 95 %, con el programa Ar-
cView 3.2 y sus extensiones “animal movement” y “home range”
(Environmental Systems Research Institute, Redlands, California,
Estados Unidos). Para la dieta se colectd e identificé taxonomi-
camente las especies consumidas por los individuos durante los
periodos de seguimiento (7, 24, 30, 31, 34).

Los analisis estadisticos se los realiz6 en base a correlaciones
de Spearman y analisis de componentes principales entre las dis-
tintas variables (tiempo, preferencia de estrato vertical, rango de
desplazamiento, comportamiento y dieta). Ademas se determiné
los porcentajes de los muestreos instantdneos y de barrido en los
que se registr6 cada una de las variables dependientes cuantifica-
das (por ejemplo, forrajeo, estrato arbéreo) en cada hora, obte-
niendo luego promedios para cada dia y para toda la duracion del
estudio. Para comparar entre las dos hembras el uso del estrato
vertical y el uso del tiempo se utilizé la prueba no paramétrica de
Mann Whitney U test.

1
Resultados

Area de vida

Basado en el método del Minimo Poligono Convexo, H-001,
utiliz6 8,5 ha de drea de vida, mientras que la H-002: 3,7 ha, lo que
nos permite obtener una media de 6,1 ha, con 0,13 ha de solapa-
miento entre las areas de vida de los individuos (Fig. 2). Segun el
método de Kernel al 95 %, para H-001 y H-002, es de 13,2 hay 5,8
ha, respectivamente y una media de 9,5 ha, con un solapamiento
de 1,6 ha (Fig. 3).

Areas de vida PMC
H-001 y H-002

100 metros

- Solapamiento /0,13 HA.
B s devida H.OD1/2.5 HA.
== Area de vida H.002/3.7 HA.

Fig. 2. Area de vida, Poligono Minimo Convexo. H-001-H-002.
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Areas de vida Kernel 95 %
H-001 y H-002

0 200 metros
——————y

- Solapamiento /1.6 HA.,
Il irea de vida/H-001/13.2 HA.

[ Area de vida/H.002/5.8 HA.

Fig. 3. Area de vida, Método de Kernel. H-001 y H-002.

Uso de estrato vertical

Se encontraron diferencias significativas en el uso del es-
trato vertical entre las dos hembras (Mann-Whitney U test U =
10695212.5, p=0.003). Las dos hembras mantuvieron sus mayo-
res porcentajes registrados a los estratos altos del bosque, dosel y
subdosel (H-001, 56,7 % dosel y 43,3 % subdosel ; H-002, 53,5 %
dosel y 46,5 % subdosel). La media por estrato fue de 55,1 % para
el dosel y el 44,9 % para el subdosel.

Dieta

H-001 y H-002, utilizaron un total de 14 especies vegetales,
agrupadas en 10 géneros perteneciente a 10 familias, siendo la
familia Urticaceae la més utilizada con un total de 3 especies (Ta-
bla 1). De acuerdo a las observaciones, el tnico recurso vegetal
utilizado fueron las hojas.

Uso del tiempo

En relacién al uso el tiempo, se encontraron diferencias
significativas entre ambas perezosas (Mann-Whitney U test U
= 10607629.0, p=0.000). H-001 registr6 el 94,7 % del tiempo en
reposo, 2,3 % en movimiento y 2,9 % del tiempo forrajeando,
mientras que H-002, el 92,4 % del tiempo se observd en reposo,
4,9 % en movimiento y 2,6% del tiempo forrajeando. Ademas se
identificé una correlacion positiva para ambas perezosas entre el
comportamiento y la hora (H-001: rx= 0,059, p= 0,01, n= 5075y
H-002: rx= 0,064, p= 0,01, n= 4088). Sin embargo no se observo
una correlacion entre el estrato y el comportamiento (H-001: rx=
0,004 p= 0,779, n= 5075 y H-002: rx= 0,022 p= 0,162, n= 4088)
y el estrato y la hora (H-001:rx= 0,009, p= 0,535, n= 5075 y rx=
-0.001, p=0.957, n= 4088).

El Anilisis de Componentes Principales de los datos de
H-001, identificé tres componentes principales dentro del mo-
delo, donde los dos primeros permiten explicar el 68,6 % de la
variabilidad de los datos, asi como logramos evidenciar en el pri-
mer componente una fuerte asociacion entre la variable compor-
tamiento y la variable hora.
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Tabla 1. Especies vegetales identificadas que forman parte de la dieta de Bradypus variegatus

Familia Género
Acanthaceae Sanchezia
Melastomatasea Miconia
Melastomatasea Miconia
Fabaceae Inga
Chlorantaceae Hedyosmum
Malvaceae Herrania
Urticaceae Cecropia
Urticaceae Cecropia
Urticaceae Cecropia
Moraceae Ficus
Moraceae Ficus
Clusiaceae Chrysochlamys
Asteraceae Piptocoma
Poaceae Guadua

En el Andlisis de Componentes Principales de H-002, logra-
mos identificar tres componentes principales, dentro del modelo
donde los dos primeros componentes permiten explicar el 68,8
% de la variabilidad de los datos, y se identifica claramente en el
primer componente que se asocia fuertemente la variable com-
portamiento y la variable hora.

I ——
Discusion

Este estudio, es el primero a nivel nacional donde se logra
identificar aspectos ecoldgicos basicos para dos hembras libera-
das de Bradypus variegatus como: area de vida, especies vegetales
que forman parte de la dieta, uso de estrato vertical del bosque y
uso de tiempo.

Area de vida

El drea de vida de H-001 y H-002 son similares para hembras
de esta especie en Costa Rica, cuya media es de 6,4 ha, calculada
mediante el método del Minimo Poligono Convexo (24), mientras
que en Panamd se han identificado dreas de vida menores a 2 hecta-
reas (35). Para otras especies hembras de perezosos como Bradypus
torquatus, han identificado medias de 11,4 ha en Brazil mediante el
método del MPC y 6,9 ha mediante Kernel al 95 % (36). Sin em-
bargo encontraron un rango de variedad de areas de vida, lo que
coincide con nuestro estudio ya que hay una marcada diferencia
entre las dos perezosas. Esto puede deberse a varios factores como
edad o condicion reproductiva. Sin embargo como nuestro estudio
fue la reintroduccién de una especie entregada por el ministerio del
ambiente, la edad es incierta. Y en cuanto a la condicion reproduc-
tiva, es necesario tomar en cuenta esta variable para hacer estudios
posteriores con control hormonal e identificar su estado reproduc-
tivo, ya que dos meses luego de finalizar el estudio se comproboé el
nacimiento de una cria en la hembra H-002.

Dieta

El nimero de especies vegetales utilizadas como dieta, por
parte de H-001 y H-002, de las cuales utilizaron como recurso
alimenticio sus hojas, es similar al registrado en Costa Rica donde
se han identificado un total de 15 especies. Sin embargo en Costa
Rica, ademds de las hojas, utilizaron también las inflorescencias
(24). Para Colombia, en el estudio de Ballesteros C, Reyes C (37),
se mencionan menos especies vegetales consumidas con un total
de nueve especies y cuatro especies vegetales para el estudio de
Castro-Vasquez, Meza (38). En algunos estudios de Bradypus va-
riegatus identifican al género Cecropia dentro de su alimentacién.
En Costa Rica, identifican 4 especies pertenecientes a su dieta,

Bionatura

121 ——

+ Volumen 1/Numero 3

Especie N. Comtin
skutchii Dedos de fuego
prasina Camasey blanco
venulosa Miconia
cayennensis Guaba
sprucei Sacha limén ponga
nycterodendron Cacao silvestre
sciadophylla Yarumo Blanco
ficifolia Yarumo
menbranacea Guarumo
trigona Chilamate
andicola Higuerdn
bracteolata Tolapa
discolor Llenger
angustufolia Aladierno

Cecropia obtufisolia, Coussapoa villosa, Nectandra salicifolia, y
Pterocarpus officinalis, de las cuales comparten el género Cecropia
(39). De igual forma para Venezuela (13), identifican 11 especies,
de las cuales Cecropia es nuevamente representado como un gé-
nero de alimento para esta especie de perezoso. En la especie de
Bradypus torquatus, identifican 21 especies, de las cuales men-
cionan también la presencia de dos especies del género Cecropia
dentro de su dieta (40).

Uso de estrato vertical

Las medias relacionadas con la preferencia del estrato vertical
del bosque es del el 55,1 % para el dosel y el 44,9 % para subdosel,
lo cual coincide con los estratos verticales del bosque utilizados re-
gistrados para la especie en Colombia y Brasil (33, 41, 42).

Uso del tiempo

A nivel local y regional es muy escasa la informacion relacio-
nada con el uso del tiempo por parte de esta especie. Un estudio
realizado en Colombia registran medias para los comportamien-
tos de Reposo y Forrajeo similares a nuestro estudio (83,4 % y
2,10 % respectivamente) (38). Otro estudio en Venezuela (13),
realizado a una altura similar al presente estudio, registra un
porcentaje inferior a la categoria de reposo (72,9 %). El presente
estudio es uno de los pocos en analizar este tipo de datos para
Bradypus variegatus datos.

Conclusiones

Los resultados obtenidos de los dos individuos liberados en
cuanto a dreas de vida, asi como de preferencia de estrato vertical
del bosque, se encuentran reportados para la especie a nivel re-
gional. De igual forma, la dieta corresponde a un niimero similar
de especies vegetales al estudio realizado en Costa Rica, sin em-
bargo, es mayor a la reportada en Colombia.

« Luego de aplicacion de los modelos estadisticos para co-
rrelaciones y el andlisis de componentes principal pode-
mos sugerir que tanto el comportamiento y la hora del
dia donde registran actividad se encuentran correlacio-
nada y dentro del primer componente se identifica a la
hora y el comportamiento como componentes fuerte-
mente asociados.

« Estos datos a la fecha son tinicos a nivel nacional, los cua-
les se convierten en una herramienta directa enfocada a
la conservacion de esta especie. Estos datos son relevan-
tes y esenciales para proponer estrategias locales eficaces
de conservacion sobre esta especie, aunque es conside-
rada generalista, con una amplia distribucioén (35, 43) y
catalogada como de preocupaciéon menor (44).
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Biological activity of a new Growth hormone secretagogue: =
study in fish and murine cell line

La actividad bioldgica de un nuevo secretagogo de la hormona de crecimiento:
estudio en el pescado y la linea celular murina

Rebeca Martinez!, Katerina Gonzalez?, Alain Gonzalez!, Kenia Ubieta?, Fidel Herrera?, Osvaldo Reyes®, Hilda Garay 3, Ayme
Oliva ?, Elsa Rodriguez?, Mario Pablo Estrada*

ABSTRACT

Growth hormone (GH) has pleiotropic functions in all vertebrates. In addition to its essential role in the regulation of body grow-
th and development, it can also influence reproduction, immunity, osmoregulation, and behavior Immune and neuroendocrine
systems have bidirectional communications and it is well document the enhancing action of GH on teleost immune system .It is
desirable controlled GH administration to allow growth and stimulation of the innate immune system of fish. In this study, we have
characterized a chemical peptide compound, A228, designed by molecular modeling, which is able to perform the function of a GH
peptide secretagogue . In pituitary cell culture, the peptide A228 induces GH secretion. It is able to increase superoxide production
in tilapia peripheral blood leukocytes cultures and in a macrophage cell line J774 from mice, therefore using this molecule, innate
immune system stimulation is obtained in vitro both in fish and in mammals cell cultures. In this paper is also shown the biological
action in vivo of the molecule, to assess growth stimulation in tilapia larvae.

Keywords: Biological activity, Growth hormone secretagogue, murine cell line.

La hormona del crecimiento (GH) tiene funciones pleiotrépicas en todos los vertebrados. Ademas de su papel esencial en la regu-
lacién del crecimiento y el desarrollo del cuerpo, sino que también puede influir en la reproduccion, la inmunidad, la osmorregu-
lacién, y el comportamiento inmunoldgico y los sistemas neuroendocrinos tener comunicaciones bidireccionales y es documento
bien la accién de mejorar la GH sobre el sistema inmune teledsteo .Es es la administracion de GH controlada deseable permitir
el crecimiento y la estimulacion del sistema inmune innato de los peces. En este estudio, hemos caracterizado un compuesto
peptidico quimica, A228, disefiado por modelado molecular, que es capaz de realizar la funcion de un péptido secretagogo de GH.
En el cultivo de células pituitaria, el A228 péptido induce la secrecion de GH. Es capaz de aumentar la produccion de superdxido
en tilapia periféricos culturas leucocitos de la sangre y en una linea celular de macréfagos J774 de ratones, por lo tanto, el uso
de esta molécula, la estimulacion del sistema inmune innato se obtiene in vitro tanto en los peces y en cultivos de células de
mamiferos. En este documento también se muestra la accion bioldgica in vivo de la molécula, para evaluar la estimulacion del
crecimiento en larvas de tilapia.

Palabras clave: actividad bioldgica, scretagogo, hormona del crecimiento, linea celular murina.

administration to allow growth and stimulation of the
Introduction innate immune system of fish.

The innate response is the basis of the immune
defence of invertebrates and lower vertebrates. In fish,
the innate immune response has been considered the
essential component in combating pathogen invasions
due to the limits placed on their adaptive immune res-
ponse.(3) The macrophage cell lineage represents an

Growth hormone (GH) is a pluripotent hormone
with essential role in the regulation of body growth
and development; it can also influence reproduction,
immunity, osmoregulation, and behavior (1).It is pro-
duced by the pituitary gland in teleosts as in other ver-
tebrates .GH gene is also expressed in other tissues of ! ] '
fish, especially in lymphoid organs and cells (2). The ~important group of cells which play a central role in the
expression of GH is tightly regulated by several factors. ~ ihitiation and coordination of the immune response

There are have been demonstrated the interac- Among the different peptides involved in the re-
tions among elements of the endocrine and immu- ~ gulation of expression of GH are the GHS. The syn-
ne systems in fish. And it is desirable controlled GH thetic GH secretagogues (GHSs) consist of a family of
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ligands, first described by Momany et al. 1981(4). Multiple efforts
have been directed toward finding the active molecules, yielding
the discovery of new GHSs (5). GHS bind to a receptor inducing
calcium mobilization, named GHS receptor (GHSR) first identi-
fied in pigs and humans. but currently GHS receptor (GHSR) has
been identified in teleosts and birds (6,7,8,9).The ligand endoge-
nous of this receptor correspond to the ghrelin hormone , which
elicits a diverse biological action besides increasing GH secretion
from the anterior pituitary gland, enhancing anabolic effects
such as increasing appetite, adiposity and blood glucose, enhan-
cing gastric function and increasing cardiac output via GHS-R.
GHS-R is expressed predominantly in the brain and pituitary, but
it is also expressed in many peripheral organs such as the heart,
lungs, liver, kidneys, pancreas, stomach, small and large intestines
, adipose tissue and immune cells

The moleculeA228 was described by the exhaustive molecu-
lar modeling of the human GRLN receptor using bioinformatics
tools, after which a virtual library was built and a massive docking
experiment was performed against the receptor model (10).

Previous results have demonstrated the biological activity of
another GHS, the peptide A233, that induces GH secretion and it
is also able to increase superoxide production in tilapia head-kid-
ney leukocyte cultures. This effect is blocked by preincubation with
the GHS receptor antagonist [D-Lys3]- GHRP6.and GH immuno-
netralization experiments propose a GH-mediated mechanism for
the action of A233. The in vivo biological action of the decapeptide
was also demonstrated for growth stimulation in fish larvae and
the enhancement of some parameters of innate immune system in
the treated larvae.

The aim of this study was to assess the biological activity of
another GHS, the synthetic peptide A228 as a stimulator of grow-
th and the innate immune system of teleosts fish, through studies
performed in vitro and in vivo. It is also interesting to know if in a
murine macrophage cell line J774 , the A 228 could stimulate the
superoxide anion production .

1
Methods

Fish

Tilapia (Oreochromis sp.) juvenile and larvae were obtained
from the Center for Aquaculture of Mamposto 'n

(CPAM). Fish were kept alive in aerated freshwater under a
12 h light:12 h darkness photoperiod. They were fed commercial
dry diet for fish (CENPALAB, Habana, Cuba). Water temperature
was maintained at 26 and 28 8C. All animal experiments were
previously approved by the Ethics Committee of the Center for
Genetic Engineering and Biotechnology, Havana, Cuba.

GH secretagogues

The decapeptide A228 (GKFGDLSPEHQ) y A233 (GKFD-
LSPEHQ) with an internal lactam bond between side chains
of underlined amino acids) was manually synthesized on a so-
lid-phase support. Crude peptide was purified by reverse-phase,
high-performance, liquid chromatography up to 95% on a C-18
preparative column with an acetonitrile/water linear gradient.
Trifluoracetic acid was used in both solvents for counter-ion pair
formation. The correct sequence of the purified peptide was con-
firmed by electrospray mass spectrometry (Micromass, Manches-
ter, UK). The positive control used was GHRP6 (Lipotec, Barcelo-
na, Spain) lyophilized peptides were reconstituted in PBS.

Primary culture of pituitary cells

The in vitro effects of A233 GHS were examined using
cells dispersed from whole pituitary. Mature tilapias of both se-
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xes weighing 300-500 g were used after anesthesia in tricaine
methanesulfonate (MS-222, Sigma). Pituitaries were collected
aseptically in isotonic medium (Krebs bicarbonate- Ringer so-
lution, 330 m Osmolal, pH 7.4) supplemented with penicillin
(100 IU/ml), streptomycin (0.1 mg/ml), and nystatin (250 IU/ml,
all from Sigma). The pituitaries were diced with a sterile razor
blade and treated with collagenase for 1 h at room temperature in
2.5 ml trypsin-EDTA solution (0.25% trypsinC0.02% EDTA in
PBS, pH 7.4). Tissues were

aspirated repeatedly through a pipette during enzyma-
tic treatment to promote dissociation of cells. The process was
terminated by the addition of 0.5 ml (20%) fetal bovine serum
(Sigma). Cells were counted on a hemocytometer under a light
microscope and viability determined by trypan blue exclusion.
Viability of the cells was always 095%. Cells were then plated at
a density of 4.0!105 cells/well into a 24-well plate (Falcon, Prima-
ria 24, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) at a volume
of 300 ml/well of isotonic medium supplemented with 10% fetal
bovine serum. The cells were preincubated for 4 days at 26-28 8C
under a humidified atmosphere of 95% O2 and 5% CO2, with one
change of culture medium at 48 h post-plating. Before each expe-
riment, cells were washed once with serum-free medium. A final
300 ml serum-free medium was added containing A233, GHRP6
(Lipotec), or control medium without hormones. The medium was
replaced at 4 h.Incubations were terminated at 8 h, and hormone
release was quantified for the 0-4 and 4-8 h intervals. GH release
was expressed as secretion per unit volume of medium (ng/ml).

GH assays

The GH secreted in vitro was measured using a noncom-
petitive ELISA as described by Lugo et al. 2008 (11). The 96-
well MaxiSorp plates (Nalge Nunc International, Roskilde,
Denmark) were coated (3 h at 37 8C) with anti-tilapia GH mo-
noclonal antibody 1 (tiGH1 mAb; CIGB, Santi Spiritus, Cuba)
at 10 mg/ml in 0.05 M carbonate buffer (pH 9.6, 100 ml/well).
The plates were washed two times with PBS-T (137 mM NaCl,
2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4 .7H20, and 0.05% Tween 20,
pH 7.3) and blocked with 3% skim milk (Oxoid, Cambridge,
UK) in PBS 1! (200 ml/well) for 1 h at 37 8C. A standard tiGH
curve in the range of 35-0.136 ng/ml was obtained by twofold
dilutions in 0.5% skim milk in PBS 1!, dispensed by dupli-
cate in the same plate. Test samples were diluted at a ratio of
1:2 as described earlier and were incubated on the plates over-
night at 4 8C. After washing the plates four times with PBS-T,
100 ml HRP - tiGH2 mAb conjugate (CIGB), diluted at a ratio
of 1:15 000 in PBS 1lcontaining 0.5% skim milk, were added
to each well. The plates were incubated for 1 h at 37 8C and
then washed eight times with PBS-T. Then, the substrate buffer
(0.2 M Na2HPO4, 0.1 M citric acid (pH 5.0) containing
0.5 mg/ml ortho-phenylenediamine and 5 ml 30% H,0,) was
added (100 ml/well). The reaction was stopped 15 min later by
adding 50 ml of 2.5 M sulfuric acid per well. The absorbance was
measured at 492 nm using the Titertek Multiskan Plus spectro-
photometer. The accepted upper limit of the assay background
was 0.094. The lower detection limit of the assay was 0.1 ng/ml.
The degree of variation and intra- and interassay coefficients of
variation are 3.90 and 13.45% respectively.

Isolation and culture of leukocytes

Peripheral blood leukocytes were isolated as described by
Acosta et al, 2010(12) .Tilapias were anesthetized in tricaine
methanesulfonate (MS222), and blood was collected from the
caudal vessels using a heparinized syringe. Blood was diluted 1:2
in RPMI-1640 medium, containing 4 ug/mL of gentamicin. The
mixture was placed on Ficoll-Paque™ Research Grade (Amers-
ham Pharmacia Biotech, Sweden) and centrifuged at 400 g for
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25 min. The leukocyte band was harvested, washed with phos-
phate-buffered saline (PBS, pH 7.6), and suspended in RPMI-
1640 medium with 0.5% tilapia serum, and cultured at 25 _C, in
5% CO2 for 24 h. Leukocyte viability was assessed by trypan blue
exclusion (viability N95%).

Growth conditions for macrophage cell line 1774

Murine macrophage cell lines J774 was obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC). The cells were cultured
as monolayers in Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM)
F12 supplemented with 20% fetal bovine serum, 100 mg/mL peni-
cillin/streptomycin, and 2mM L-glutamine (Mediatech, Inc., Her-
ndon, VA) at 37 1C in a humidified atmosphere of 5% CO,. The
cultured cells were grown to 70-80% confluence in 75 cm2 flasks
for preparation of samples that were used in further analysis.

Superoxide production in cell culture

To analyze the effect of GHSs on the immune system, the
superoxide anion was measured in tilapia PBLs and macrophage
cell line J774 as the reduction of NBT (Sigma) as described by
Yada et al. 2006 (13)

Growth performance experiment

The growth promoting activity of A233 was evaluated in
tilapia larvae (Oreochromis sp.) of 0.007G0.001 g mean weight
and (n=200). The effect was compared with GHRP6 as positive
control. The fish were acclimated at 28 8C in 120 1 tanks with
running fresh water for 1 week before the experiment. They were
fed with a basal diet to satiation twice a day. Before treatment, the
tanks were cleaned. The fish were immersed into each treatment
for 60 min without water recirculation. The immersion procedure
was performed three times a week, for a period of 1 month. Three
experimental groups were handled with the following treatments:
groups 1 and 2 received the peptides A228 and GHRP6 (positive
control) at a dose of 0.1 mg/l, respectively, and a no treated group
in the third one. Growth-promoting effects were evaluated by
measuring the body weight increase.

Statistical analysis

Results were evaluated using GraphPad Prism version 4.0 for
Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, USA. All results
are expressed as the mean +S.D. Statistical analysis was perfor-
med using one-way ANOVA by Newman-Keuls’s or Dunnett’s
method for data with normal distribution and equal variances:
GH assays, superoxide production, growth performance expe-
riment of tilapia (Oreochromis sp.) larvae. Data with unequal
variances were analyzed by the Kruskal-Wallis test followed by
Dunn’s multiple comparisons post-test. Treatments were consi-
dered to be significantly different if P<0.05.

1
Results

The molecules A 228 and A233 (Fig. 1A) were selected from
the virtual libraries described by Rodriguez et al. 2007(10), and,
in order to determine in vitro and in vivo whether this novels
mimetic molecules function as GHSs, the following assays were
conducted on the growth and immune system.

GH in vitro assays using pituitary cell culture

To evaluate the effect of A228 and A233 peptide on GH se-
cretion, we performed an in vitro culture of cells in the pituitary
gland of tilapia (Oreochromis sp.). the peptides at a concentration
of 10 nM stimulated GH secretion at 8 h by cells in the anterior
pituitary gland (Table). The stimulatory effect of GRLN and
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GHSs on the release of GH in vitro by the pituitary gland has
been reported in mammals, birds, and different species of fish
(14,15,16 17, 18).

Determination and characterization of superoxide anion in-
duction in PBLs and macrophage cell line 774

Superoxide anion produced by cultured tilapia (Oreochro-

Table. Effects of the A233 on GH secretion by cultured tilapia
pituitary cells. Experiments were tested in triplicate with pitui-
taries from six animals. Data represent arithmetic mean of the
tilapia GH+S.D

GH (ng/ml)
0.1258 + 0.033
0.4238 + 0.057**
0.3424 + 0.083*
0.3134 0.10*

Experimental groups
Control

GHRP-6 (10 nM)
A233 (10 nM)

A228 (10 nM)

I+

* Statistical differences with respect to the control * (p <0.05) and **
(p<0.01)

mis sp.) PBLs were measured by the addition of A 228 as positive
control GHRP-6 was included and also A233, which in previous
results was capable of enhance superoxide anion production in
leukocytes from tilapia head kidney. The peptides induced signi-
ficant increases in superoxide production. The concentration of
peptide used was 10 n M taking in consideration previous results
( 19) , The increase of superoxide anion production was statisti-
cally higher in cells stimulated with the peptides, to compare with
no treated cells, among the different treatments there were not
statistical differences, in both cultures, PBLs ( Figure 2 ) this effect
is similar to that reported by Acosta et al. 2010,(12) who stimula-
ted phagocytic peripheral blood cells of tilapia (Oreochromis sp.)
with recombinant tiGH (Oreochromis hornorum).

The results obtained in the production of superoxide anion
with the macrophage cell line J774.after the stimulation with the
peptides, were very similar, there were obtained statistically di-
fferences in the superoxide anion production of cells treated with
the peptides , and compare with negative control. (Figure 3)

In vivo biological activity assays

Experiments were performed to evaluate the biological effect
of the peptide on the growth rate of tilapia larvae. The effect of
these peptides on fish growth was determined by measuring the
increase in body weight. The tilapia larvae treated with A228
showed a significant increase in body weight compared with the
controls as well as the larvae treated with GHRP -6 , just 9 days
after treatment.

—
Discussion

In this study, we demonstrate the effect of another peptide
molecule having internal cycles and composed solely of L-amino
acids that are capable of exerting, due to their chemical structure,
similar functions to those attributed to GRLN, des-acyl GRLN,
and other peptidic GHS. They are a group of peptide compounds
and peptides capable of stimulating production and GH secretion
in vitro and in vivo.

There were not differences between both peptides A228 and
A233, the structural difference do not interfere on GH secreta-
gogue function at least in this kind of primary culture of pituitary
cells experiment.

Our results are similar to those obtained in tilapia (Oreochro-
mis mossambicus), where the effect of GRLN on GH secretion in
vitro was dependent on the concentration of the endogenous secre-
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Fig. 1. 2D representation of the peptide amide A228 (GKFGDLSPEHQ) and A233 (GKFDLSPEHQ). with an internal lactam bond between side chains of
underlined amino acids The lactam bond between Lys and Asp was formed during the synthesis procedure on solid-phase support and is essential for

the biological activity of the molecule.

tagogue used (15). Other researchers have reported the stimulatory
effect of the synthetic peptides GHRP-6, PACAP, and PACAP-re-
lated peptide from Clarias gariepinus on the release of GH in vitro
by the pituitary gland of tilapia (Oreochromis niloticus); (11,19).
There should be conducted an experiment using the A228 peptide
to study the GH releasing in vivo after the administration of GHS.

It has been reported that the immune system of both fish
and mammals possesses both non-specific and specific immune
responses with cellular and humoral components. However, fish
depends more heavily on non-specific defence mechanisms. The
use of immunostimulants given as dietary supplement can im-
prove the innate defense of aquatic animals principally fish and
thus providing resistance to pathogens during period of stress,
such as grading, sea transfer and vaccination.
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Neutrophils and macrophages are known as the phagocytic
leucocytes in fish peripheral blood (20) . Macrophages play a key
role in the host immune system. They are in the first line of de-
fence, participating in detection and identification of potential
pathogens. As part of mechanisms involved in the innate system
they respond to stimuli activating phagocytosis and releasing re-
active oxygen and nitrogen species which destroy microbes. They
also initiate the inflammatory response through cytokine produc-
tion, and furthermore, macrophage acts a link between the inna-
te and adaptive immune responses acting as antigen-presenting
cells to prime T cells. ( 21)

The existence of the binding sites of GH has been shown in
both types of leucocytes in the gilthead sea bream Sparus aurata
It is known also that the administration in vivo and in vitro GH
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stimulates the production of superoxide anion after phagocytosis
as a mechanism for elimination of pathogens (2)

In our result we could state the biological action of or pepti-
de in fish and mammals system, There are controversial reports
about the effects of ghrelin on phagocytotic activity of leukocytes.
In fish (rainbow trout), the administration of ghrelin increased
phagocytosis and superoxide production in zymosan-stimulated
leukocytes, which was abolished by pretreatment of leukocytes
with a GHS-R antagonist (2). It was also shown that ghrelin in-
creased mRNA levels of superoxide dismutase and GH in leu-
kocytes, suggesting that the effects of ghrelin was mediated, at
least in part, by stimulating GH secretion from leukocytes. On
the other hand, ghrelin administration reportedly reduced the
elevated phagocytic activity of peritoneal macrophages induced
by acute cold-restraint stress in rats ( 22 ) . In our study we have
found an increase of superoxide anion in fish PBL and cell line
J774 from murine macrophages after A228 stimulation even has
been reported that ghrelin modulates phagocytosis directly or
indirectly via GH, but in a different way in different species it
should be considered the treatment conditions to evaluate this
biological activity.

GHSs are useful molecules as growth enhancement molecu-
les These synthetic molecules are effective in stimulating produc-
tion and release of endogenous hormone as a physiological res-
ponse, with no side effects on the pituitary or toxicity potential;
besides their low molecular weight, it makes a better entrance to
the organism.

In our laboratory, we have successfully employed the im-
mersion bath technique to study the effects of nutritional supple-
ments and growth factors on growth control and the immune sys-
tem in fish (12). The immersion bath method used for our studies
requires little manipulation and causes minimum stress to fish
during treatment. There is evidence suggesting that the gill pillar
cells are a possible entry site for some molecules when fish are
treated by immersion bath (6).

This study evaluated the biological function of synthetic
peptide A228 on weight gain of tilapia (Oreochromis sp). Tila-
pia larvae showed a significant increase in growth after 9 days of
treatment

with peptide A228 (0.1 mg/1). All animals received the same
commercial diet, so the increase in weight and height is due to
the administration of peptide A228. The positive control group
represented by the fish treated with the peptide GHRP6 signi-
ficantly increased their growth. Similar results were obtained in
a former work to administrate A233 peptide, another GHS, to
fish larvae enhancing growth and some. humoral innate immune
system parameters ( 19)

These results are similar to those found in mice where the-
re was an increase in body weight after dosing by s.c. injection
of the synthetic peptide GHRP2 (23). In adult rats, GHRP6 also
increased body weight (24) as well as other GHSR agonists, like
SM-130686 administered orally (25) and BIM-28131 administe-
red by s.c. injection (26). It has been reported that GHSR1a ago-
nist, a pentapeptide with D-amino acids, promotes weight gain
in rats, by i.p. administration during 7 days (27). Moreover, the
administration, by the same method, of GH tilapia (O. horno-
rum) secreted into the culture supernatant of yeast Pichia pastori
(28) to larvae of tilapia (Oreochromis sp.), significantly increased
growth of these animals. Administration of tilapia recombinant
neuropeptide Y (Oreochromis sp.) to larvae of African catfish (C.
gariepinus) also produced an increase in animal weight (29).

In addition, treatment with PACAP and PACAP-related pep-
tide from C. gariepinus larvae of African catfish (C. gariepinus),
tilapia (O. niloticus), and common carp (Cyprinus carpio) in-
creased body weight and length in three fish species (11).

The application of the peptide during the early stages of fish
development should be very important, The peptide designed
by modeling bioinformatics from human ghrelin receptor and
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obtained by chemical synthesis is recognized by the secretagogue
receptor GHS-R1a, stimulating the secretion of growth hormone
due to the action of growth hormone results in further develo-
pment of cells and tissues of the larvae. It promotes accelerated
growth with increased weight concurrently is recognized by im-
mune system cells and stimulates the innate immune response,
the main defense mechanism of fish during the early stages of life
as a result you can get higher quality larvae

To summarize, the action of this GHS has been assessed
employing in vitro and in vivo methods, we have demonstra-
ted the effect of a new growth hormone secretagogue , A228,
as a growth hormone secretagogue, that elicits GH in tilapia
pituitary cell culture and also has stimulatory effect on the su-
peroxide anion production on tilapia PBL and a cell line J774
from mice macrophages .To administrate the molecule using
immersion baths, the weight gain is enhanced in tilapia larvae .
These results support the interrelation between endocrine and
immune system.
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Fig. 2. Effects of A228 and A233 on superoxide anion production by tila-
pia (Oreochromis sp.) PBLs. Cells were incubated with the peptides for
4 h at 28 8C in 5%C02. Cells with Hanks’ solution (pH 7.4) were the con-
trol. Data are expressed as the absorbance at 620 nm and barsand bars
represent S.D. of the mean (S.E.M., nZ5). Statistical differences between
groups for Newman—Keuls’s test.
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Fig. 3. Effects of A228 and A233 on superoxide anion production in ma-
crophage cell line J774. Cells were incubated with the peptides for 4 h
at 37 8C in 5%C02. Cells with Hanks’ solution (pH 7.4) were the control.
Data are expressed as the absorbance at 620 nm and barsand bars re-
present S.D. of the mean (S.E.M., nZ5). Statistical differences between
groups for Newman—Keuls’s test.
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INVESTIGACION

Terapia celular en la necrosis aséptica de la cabeza e
del fémur en pacientes con drepanocitosis

Cell therapy in aseptic necrosis of the femoral head in patients
with sickle cell disease

Aymara Maria Baganet-Cobas?, José Armando Galvan-Cabrera!, Mariela Forrellat-Barrios*, Norma D. Fernandez-Delgado?,
Ana Iris Gonzalez-Iglesias?, Consuelo Macias-Abraham?, Rosa Maria Lam-Diaz!, Tania Gonzalez-Suarez’, Inés Maria Tarta-
bull-Matienzo?, Porfirio Hernandez-Ramirez*

Introduccion: la necrosis aséptica de la cabeza femoral (NACF) es una causa importante de morbilidad en pacientes jovenes
con drepanocitosis. En su tratamiento ningin método es completamente satisfactorio. Investigaciones recientes sugieren que
la terapia celular puede contribuir a la reparacion de tejidos como el 6seo resultando Utiles en el proceso de osteogénesis y
angiogénesis. Objetivo: evaluar la utilidad del implante de concentrado de células mononucleares autélogas de médula 6sea
(CMN-MO) en el tratamiento de la NACF en pacientes con drepanocitosis. Método: se incluyeron 18 pacientes, con una edad
promedio de 32,8 afios (rango entre 21 y 46 afios), con un seguimiento minimo de dos afos. A todos se les realizé descompresion
de la cabeza femoral por perforacion e implante de CMN-MO. A estas células se les cuantifico por citometria de flujo expresion
de moléculas CD34, CD45, CD117, HLADR, CD29 y CD14. Resultados: el promedio de viabilidad del concentrado implantado fue
del 97%. Fenotipicamente las CMN-MO mostraron un patron de expresion asociado a poblaciones de células madre adherentes
del estroma medular CD34-/CD45-/DR-/CD29+/CD14-/CD117-. Los mejores resultados clinicos y radiograficos se observaron
en pacientes en estadios iniciales (I o Il) de la enfermedad. En 12 caderas (72,9 %) tratadas, los pacientes no refirieron ningdn
dolor a los dos afios posteriores al tratamiento. Se obtuvieron buenos resultados radioldgicos en siete pacientes (41,2 %). Tres
pacientes (17,6 %) requirieron el remplazo total de cadera. Conclusiones: el implante de CMN-MO para los primeros estadios de
la NACF, es un tratamiento Util en los pacientes con drepanocitosis. El método empleado es relativamente simple y poco costoso.

Palabras clave: necrosis aséptica de cadera, perforaciones de la cabeza femoral, células madre adultas, células mononucleares,
medula 6sea, medicina regenerativa, anemia drepanocitica, Cuba.

ABSTRACT

Introduction: Aseptic necrosis of the femoral head (NACF) is an important cause of morbidity in young patients with sickle
cell disease. In any treatment method it is completely satisfactory. Recent research suggests that cell therapy can help re-
pair tissue such as bone proving useful in the process of osteogenesis and angiogenesis. Objective: To evaluate the useful-
ness of implant concentrated autologous mononuclear bone marrow cells (BM-MNCs) in the treatment of patients with sic-
kle cell disease NACF. Method: 18 patients were included, with an average age of 32.8 years (range 21 to 46 years) with
a minimum follow-up of two years. All underwent decompression of the femoral head by drilling and implant CMN-MO. The-
se cells were quantified by flow cytometry expression of CD34 molecules, CD45, CD117, HLA-DR, CD29 and CD14. Results:
The average viability of the implanted concentrate was 97%. Phenotypically BM-MNCs showed an expression pattern asso-
ciated with populations of adherent stem cells marrow stromal CD34 / CD45 / DR / CD29 + / CD14- / CD117-. The best cli-
nical and radiographic results were observed in patients in early stages of the disease (I or ll). In 12 hips (72.9%) treated pa-
tients did not report any pain at two years after treatment. Radiologic good results were obtained in seven patients (41.2%).
Three patients (17.6%) required total hip replacement. Conclusions: The implantation of BM-MNCs for the early sta-
ges of the NACF, is a useful treatment in patients with sickle cell disease. The method is relatively simple and inexpensive.

Keywords: aseptic necrosis of the hip, femoral head perforations, adult stem cells, mononuclear cells, bone marrow, regenerative
medicine, sickle cell anemia, Cuba.Introduccion

La necrosis aséptica de la cabeza femoral (NACF)  prevalencia se estima entre el 4 y el 20 % y en estudios
también conocida como osteonecrosis, necrosis avas-  realizados recientemente en nuestro centro es de 11 %.
cular, necrosis 6sea isquémica es una de las causas mas ~ (1-4) Tiene una alta incidencia bilateral y en su fase
importantes de morbilidad en los pacientes con drepa-  final puede llevar a la destruccién temprana de la ar-
nocitosis. Frecuentemente afecta a pacientes en la ter-  ticulacion, con necesidad de remplazo total de cadera.
cera o cuarta décadas de la vida. Internacionalmente su ~ (5-7) A pesar de los adelantos de las ciencias médicas,
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la comprension de la patogenia y etiologia de la NACF contintia
siendo un diagndstico desafiante y un dilema terapéutico.

Varios estudios han analizado la historia natural de la NACF
y la asociacién con los esteroides y abuso del alcohol,(8-10)
pero son pocos los articulos que estudian la historia natural de
la NACF en los pacientes adultos con drepanocitosis. Se conoce
que la progresion de la NACF en pacientes con drepanocitosis es
mas frecuente y mas rapida que cuando se asocia a otras causas de
osteonecrosis.(1, 4, 11, 12) El diagnostico precoz es fundamental
dado que la historia natural de esta complicacion es hacia la pro-
gresion. En general, la mayoria de los estudios han demostrado
que el tratamiento conservador no impide el colapso de la cabeza
femoral en mas del 85 % de los casos.(13-15) De no ser tratada,
la destruccion de la cabeza femoral se observa en el 87% de los
pacientes con drepanocitosis en los primeros cinco afos de diag-
nosticada la complicacién. Generalmente el inicio de esta dolen-
cia se produce en pacientes jovenes por lo que se recomiendan
tratamientos encaminados a la preservacion de la articulacion
desde los estadios iniciales de la NACF dado los pobres resultados
a largo plazo de la artroplastia total de cadera.(16-18)

Durante las ultimas tres décadas, uno de los tratamientos
quirdrgicos més extendidos en las fases tempranas de la NACF y
encaminado a la preservacion de la articulacion, son las perfora-
ciones de la cabeza del fémur.(2, 13, 19)

En 1964, Arlet y Ficat,(20) propusieron que las perforaciones
centrales de la cabeza femoral permiten descomprimir la cdma-
ra rigida intradsea, a la vez que favorece el retorno venoso y asi
se promueve la revascularizacién de la cabeza femoral. Ficat en
1985, Smith en 1995 y Aigner en 2002, informaron buenos resul-
tados con el uso de este procedimiento.(21-23) Ademds se conoce
que en los pacientes con NACF el niimero de células mesenqui-
males y los compartimientos del estroma de la médula 6sea (MO)
estan deprimidos, y la capacidad osteoblastica de las células estd
disminuida.(24, 25) Este hallazgo sugirié la posibilidad de que las
células mononucleares de la médula 6sea (CMN-MO) pudieran
implantarse en una lesién necrética de la cabeza femoral, ya que
contiene células del estroma que tienen muchas de las caracteris-
ticas de las células madre.(26-28)

En los dltimos afios el desarrollo y aplicacién de novedosos
métodos terapéuticos en particular la terapia celular o regene-
rativa, con el empleo de las células madre autélogas adultas ha
permitido ampliar el espectro de tratamiento y lograr la mejoria
para muchos padecimientos con escasas posibilidades terapéu-
ticas. Estas células son capaces de diferenciarse hacia lineas ce-
lulares de diferentes tejidos; siendo utilizadas tanto en pacientes
con isquemia de miembros inferiores como en pacientes con
cardiopatia isquémica;(29-32) lo que ha impulsado a una nueva
especialidad, la medicina regenerativa, cuyo desarrollo esta unido
estrechamente con los nuevos conocimientos relacionados con
las propiedades de las células madre embrionarias y adultas, asi
como al potencial regenerativo y terapéutico proporcionado por
las células madre. Esta capacidad, a menudo reconocida con el
término de plasticidad, ha despertado el interés, de la comunidad
cientifica internacional.(33-36)

Tomando en cuenta la ausencia casi total de reacciones ad-
versas como consecuencia de este tratamiento en pacientes con
isquemia critica de miembros inferiores, que incluye los estudios
realizados en nuestro pais,(37, 38) se consider6 que este proceder
podria aplicarse para beneficiar a pacientes con drepanocitosis,
que tienen ya una afectacion dsea lo suficientemente importante
como para que se manifieste clinicamente con dolor a la marcha
y limitacion de algunos movimientos de la cadera y que ademds
no sean tributarios de recibir una cirugia. Se conoce que si estos
pacientes no reciben algun tipo de tratamiento avanzaran inexo-
rablemente hacia el empeoramiento de la complicacién y una
proporcion no despreciable de ellos a la larga engrosaran la lista
de los pacientes que requeriran remplazo protésico total.

A partir de estos antecedentes se realiz6 un estudio para eva-
luar el uso del implante de CMN-MO autdlogas en pacientes con
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drepanocitosis y NACF y evaluar el tiempo en que se alcanza la
mejoria clinica en aras de ofrecer a estos pacientes una opcién
terapéutica mas y contribuir a elevar su calidad de vida.

1
Métodos

Desde febrero del 2007 a marzo de 2012 se realizé un estu-
dio piloto, cuasiexperimental, aleatorio con seguimiento médico
minimo de dos afos posteriores al implante. Se incluyeron 18 pa-
cientes con drepanocitosis atendidos en la consulta de ortopedia
del Instituto de Hematologia e Inmunologia. Todos tenian diag-
nodstico de NACF segun la clasificacion de Ficat,(20) que es un
sistema de clasificacion de cuatro estadios en base a los cambios
radiograficos de la cadera (estadio I, normal; estadio II, presen-
ta lesiones escleroticas o quisticas; estadio III, presenta colapso
subcondral y estadio IV, disminucion del espacio articular con
lesiones degenerativas). En todos los casos habian sido tratados
previamente sin éxito por los métodos habituales y no eran tribu-
tarios de recibir una cirugia. El diagndstico de la NACF se confir-
mo6 por exdmenes radiograficos simples y gammagrafia con tec-
necio 99 (99Tm). Se les implantaron CMN-MO por via intradsea.
Se excluyeron los casos con diabetes mellitus mal controlada, in-
suficiencia cardiaca crénica o hepatica descompensada. Ninguno
tenia una enfermedad infecciosa concurrente que pudiese entor-
pecer el tratamiento. En la tabla 1 se resumen las caracteristicas
generales de los pacientes.

Obtencidn de las células mononucleares
de la médula ésea

La obtencién de la médula dsea del propio paciente para la
extraccion de las CMN-MO se hizo en el salén de operaciones,
previa anestesia general endovenosa. Se realizé mediante la aspi-
raciéon de médula 6sea de la cresta iliaca posterior; y se colect6 en
bolsas plasticas que contenian CPD-adenina, como anticoagulan-
te. Las células se aislaron mediante un gradiente de densidad con
Ficoll - Hypaque, segun el proceder estandarizado que se emplea
en el Instituto de Hematologia e Inmunologia.(39) Finalmente las
células fueron resuspendidas en solucion salina para su inyeccion.

Recuento e identificacion de células mononucleares
de la médula ésea

Al concentrado se le realizé el recuento de CMN-MO me-
diante conteo en un contador automadtico de células MINDRAY
BC-3200 (Bio-Medical Electronics Co. Ltd, Shenzhen, China). El
recuento diferencial se realizé ademas en extensiones del CMN-
MO en laminas de cristal tefiidas con May - Grunwald - Giemsa.
Para la determinacion de la viabilidad se emple6 el método del
Tripan azul. En una submuestra (n=10) se realiz6 la caracteri-
zacién inmunofenotipica del concentrado CMN-MO. Para ello
se cuantifico la expresion de las moléculas CD34, CD45, CD117,
HLADR, CD29 y CD14, mediante inmunofluorescencia directa
por citometria de flujo utilizando simple y doble marcaje en un
citdémetro FaCScan (BentonDickinson, EE UU).

Implantacién de las células mononucleares
de la médula dsea en la cadera afectada

El implante se llevé a cabo en el salén de operaciones, bajo
anestesia general endovenosa en mesa ortopédica y controlada con
un intensificador de imagenes. Se realizé una incision lateral de
unos 5 cm de longitud, distal al trocante mayor; se localizé el hueso
y a unos 2 cm por debajo de la fosa trocantérica del trocante mayor
se inicio la perforacion con un trépano de 4.5 mm de didmetro,
que se paso a través del cuello y la cabeza femoral hasta la zona ne-
crotica hasta 2-3 mm de la superficie articular. Se implantaron las
células a través del orificio en la zona necrética mediante un trocar
de biopsia dsea. Posteriormente se sutur6 por planos.
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Seguimiento evolutivo

En el post-operatorio fueron egresados entre las 48 horas y
siete dias. Se restringi6 el apoyo del miembro operado por ocho
semanas. Todos los pacientes fueron seguidos por un minimo de
dos afios en consulta externa, siendo evaluados por la escala de
la Clinica de los Hermanos Mayo.(40) Esta escala de medicién
de los resultados tiene un maximo de 80 puntos y estd basada en
especial en el sintoma dolor, ya que es la principal causa que lleva
al paciente al acto operatorio. La asignacion de puntos se describe
a continuacion:

Evaluacion de la intensidad del dolor (10 a 40 puntos): 10
intenso, 20 moderado, 30 ocasional y 40 ausencia de dolor.

Evaluacion a la funcién (0 a 20 puntos): Incluye distancia de
marcha; 15 puntos (0 no camina, 2 en la casa, 7 hasta 300 metros,
12 hasta 600 metros y 15 hasta 1000 metros) y uso de bastones; 5
puntos (3 permanente, 4 ocasional y 5 ninguno).

Evaluacion de la movilidad y poder muscular (0 a 20 pun-
tos): de 3 a 5 para capacidad de introducirse en un automovil (3
con dificultad y 5 facilmente); de 3 a 5 para cuidado de sus pies
(3 con dificultad y 5 facilmente); de 0 a 5 claudicacion (0 severa,
3 moderada y 5 no presenta); de 0 a 5 para subir escaleras (0 no
puede, 2 escaldn a escaldn, 4 sosteniéndose y 5 normal).

La respuesta se midi6 por la suma de los valores dados a
estos parametros clinicos y se consider6: malo por debajo de 49
puntos; regular entre 50 y 59; bueno entre 60 y 69 y excelente
entre 70 y 80 puntos.

La valoracién radiografica fue realizada por los expertos
comparando las imagenes, antes y después del implante, donde
solo se evaluaba la evolucion del drea necrética. La misma podia
desaparecer, disminuir, mantenerse o aumentar el area.

Analisis estadistico

El tratamiento de los datos se realiz6 mediante el programa
estadistico SPSS version 15.0 para Windows, previa confeccion
de una base de datos donde se introdujo la informacién obtenida.
Como medida de resumen para los datos cuantitativos se utiliza-
ron la media y la desviacién estandar y para los cualitativos las
frecuencias absolutas y los porcentajes.

Se realiz6 la comparacion del promedio de los valores de
las variables cuantitativas antes del tratamiento y a los 6, 12 y 24
meses, mediante la prueba de Friedman, considerando un nivel
de significacién de p <0,05. En caso de que las comparaciones
multiples resultaran estadisticamente significativas, para analizar
cudles grupos diferfan entre si, se utiliz6 la prueba de Wilcoxon
para dos muestras relacionadas, acompanada de la correccion de
Bonferroni para controlar la probabilidad de cometer errores de
tipo I. La aplicacion de esta correccion al hacer comparaciones
por pares llevo a basar las decisiones en un nivel de significacién
de 0,05/6=0,008. Es decir, se considerd que los promedios de dos
variables diferian significativamente cuando el nivel critico obte-
nido fuera menor que 0,008.

Aspectos éticos

Esta investigacion se realiz6 de acuerdo a los principios esta-
blecidos en la Declaracion de Helsinski (41) para la investigacion
con seres humanos y se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de cada paciente o su representante legal, asi como la apro-
bacion de los consejos cientificos y de ética de la investigacion del
Instituto de Hematologia e Inmunologia.

1
Resultados

No se presentaron efectos adversos con la extraccion de la
MO, aunque un paciente presenté un sindrome toracico agudo en
las primeras 48 horas de implantado, que evolucioné favorable-
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mente con el tratamiento aplicado. No hubo infeccion en el sitio
de extraccion, ni en la herida quirdrgica.

El promedio del volumen total de extraccion fue de 94,6 mL.
El promedio del volumen final del concentrado fue de 9,2 mL con
un rango entre 6 y 12 mL. En ese volumen el conteo de células
mononucleares tuvo una media de 546,6 x 10° con un rango de
(60 a 1208 x 10°). La viabilidad celular oscil6 entre 89 a 99 %, con
un promedio de 97 %.

En la caracterizacién fenotipica del concentrado se observo
una mayor expresion de las moléculas especificas de membrana
que corresponden con el patrén de expresion de las poblaciones
de células madre adherentes del estroma medular CD34-/CD45-/
DR-/CD29+/CD14-/CD117- comparadas con el fenotipo de mo-
léculas de membrana descrito para la célula madre hematopoyéti-
ca CD34+/CD45-/CD117+/DR+ (tabla 2). Esto demuestra la pre-
sencia de células mesenquimales, hematopoyéticas y endoteliales
en el concentrado implantado.

La escala de la Clinica de los hermanos Mayo se aplic6 a
los 18 pacientes. Una paciente fallecié por un tromboembolis-
mo pulmonar a los siete meses de tratada, cuando se encontraba
en rehabilitacién, este evento no estuvo asociado al implante de
CMN-MO. Se observé mejoria en todos los pardmetros evalua-
dos por esta escala. En la tabla 3 se reflejan la media y la des-
viacién estandar de las diferentes variables en cada una de las
etapas evaluadas. La disminucion de la intensidad del dolor fue
evidente desde la primera semana del tratamiento en el 100% de
los pacientes. En general, las comparaciones de todas las variables
de tratamiento fueron significativas (p=0.000). En las pruebas a
posteriori todas las comparaciones fueron significativas, excepto
la de 12 meses vs 24 meses (tabla 3).

En cuanto a la evaluacién de la respuesta final, la media de
los resultados fue de 72,9 puntos y se informaron 12 pacientes por
encima de dicha cifra.

En la evaluacion radiografica se evidencid resolucién com-
pleta del area necrdtica en siete caderas (41,2 %) y disminucién
en tres caderas (17,6 %). Mientras que en cuatro caderas (23,5 %)
no hubo variacién radioldgica y en otras tres caderas (17,6 %) se
evidenci6é un aumento del drea necrédtica. En la figura se muestra
uno de los pacientes con evolucion satisfactoria. El remplazo to-
tal de cadera fue necesario en tres pacientes (17,6 %), de ellas uno
en estadio II y dos en estadio III, segtin la clasificacién empleada.

Los mejores resultados clinicos y radiograficos se observa-
ron e aquellos pacientes que se encontraron en los estadios inicia-
les (I o IT) de la enfermedad.

——
Discusion

Con el implante de CMN-MO se observo mejoria significati-
va (p=0.000) de los signos y sintomas causados por la NACF que
se mantuvo por un periodo mayor a dos afos. Es de destacar que
se alcanza una mejoria clinica a partir de los 6 meses de implanta-
do siendo méxima a los 12 meses y que se mantiene a los 24 meses
en la mayoria de los pacientes segtin se muestra en la tabla 3.

Algunos estudios han indicado que en la evolucién de la
NACF y especificamente la destruccion de la cabeza femoral pue-
de influir el tamano de la lesidn, localizacion, estadio y causa de
la NACE(1, 5, 11) En este estudio el 82 % tuvo una evolucién
favorable independientemente de las variables antes expuestas,
por lo que podemos sugerir que esta terapia es efectiva en paci-
entes con drepanocitosis. Varios autores plantean que la descom-
presion es un tratamiento aceptable para la lesion grado I de Ficat
pero que deben ser utilizados método alternativos de tratamiento
para los estadios II y III porque para estos los resultados no son
favorables.(42, 43) Nuestros resultados sugieren que el implante
de CMN-MO mas que una alternativa es un complemento viable
para el tratamiento de la NACF en pacientes con drepanocitosis
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porque incluso en el 50% de los pacientes con lesion grado III
se logré posponer el reemplazo protésico por mas de dos afos,
por lo que este invasivo proceder sdlo estaria indicado en grados
avanzados de necrosis. No obstante, mientras mas incipiente sea
el grado de lesién mejor seran los resultados.

Se conoce que existe una disminucién del nimero de
células mesenquimales en el tercio proximal del fémur en los
pacientes con NACF.(24, 25) Esta insuficiencia de células os-
teogénicas podria explicar un inadecuado mecanismo de repa-
racion Osea, que conduce al colapso de la cabeza femoral. Cuan-
do se realiza el implante de este concentrado celular obtenido
de la medula 6sea aumenta el nimero de células y se favorece
o0 potencia este mecanismo. Se ha comprobado que las células
madre hematopoyéticas pueden producir varios elementos sol-
ubles que son esenciales para su accion y que incluyen factores
que intervienen en la citoproteccion, proliferacion, diferencia-
ci6én y migracién celular, angiogénesis, respuesta inflamatoria,
asentamiento celular, entre otras.(44) Estudios recientes evi-
dencian la existencia de diferentes poblaciones de células madre
no hematopoyéticas en la medula 6sea y que incluyen: células
madre mesenquimales (CMM); células progenitoras multi-
potentes adultas (MAPCs, del inglés progenitor multipotent
stem cells); células inducibles de multilinaje adultas aisladas de
médula 6sea (MIAMI, del inglés marrow isolated adult multilin-
eage inducible); células madre multipotentes adultas (MASCs,
del inglés, multipotent adult stem cells); células progenitoras
endoteliales (CPE); omnicitos y células madre pequenas pareci-
das a células embrionarias, conocidas como VSELs (del inglés,
very small embryonic like) que han sido identificadas y carac-
terizadas como una poblacién de células adherentes derivadas
de la médula 6sea capaces de diferenciarse a multiples lineas
mesodérmicas.(45,46) Ellas tienen la capacidad de diferenciarse
hacia osteoblastos, condrocitos, adipocitos o incluso musculo
esquelético segun las condiciones en las que se cultivan lo que
contribuyen a la osteogénesis y angiogénesis, a esto se debe la
efectividad de las CMN-MO,(47) favoreciendo el proceso de re-
modelacién dsea; principalmente en las etapas mdas tempranas
de la NACF. Aunque la muestra es pequeiia podemos avalar el
efecto terapéutico del implante de CMN-MO en la NACF en
pacientes con drepanocitosis. El mismo tiene una repercusion
notable sobre la calidad de vida del enfermo ya que permite
su incorporacién a la actividad diaria y evita su invalidez. Este
proceder tiene como ventajas que es sencillo, facil y econdmico
para centros con recursos limitados, lo que facilita su extensién
sobre todo en regiones con una alta incidencia de pacientes
con drepanocitosis. Estos resultados concuerdan con estudios
anteriores.(7,26,48) Aunque hay relativamente pocas investiga-
ciones clinicas en este campo; algunas de ellas pequeios ensayos
no controlados, han evidenciado los efectos beneficiosos de la
implantaciéon de CMN-MO en la NACFE.

A B

Fig. Paciente masculino de 46 afios de edad, SC. A) Preimplante. B) 1
afio después de implantado.
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Tabla 1. Caracteristicas basales de la muestra. n=18

Edad Media Rango
Edad (afios) 32,8 21-46
Sexo N %
Femenino 10 55,56
Masculino 8 44,44
Hemoglobinopatia

Homocigdtico SS 13 72,22
Heterocigdtico SC 5 27,78
Lateralidad

Derecho 7 38,89
lzquierdo 11 61,11
Clasificacion de Ficat

Estadio | 3 16,67
Estadio Il 9 50,00
Estadio Il 6 33,33
Tiempo de evoluciéon

Menos de 2 afios 4 22,22
Entre 2 y 3 afos 5 27,78
Mas de 3 afios 9 50,00

Tabla 2. Expresion fenotipica de marcadores de membrana

Simple Marcado Doble Marcado

Marcador

N= 6 (%) N =4 (%)
CD34-/CD45- 19,28 20,79
HLA DR 86,30 15,66
CD29+ 27,64 36,08
CD14- 91,84 95,89
CD117- 16,83 11,23
Conclusiones

El implante de CMN-MO para los primeros estadios de la
NACE es un tratamiento util en los pacientes con drepanocitosis.
Se observé mejoria clinica a partir de los seis meses de implan-
tado que se mantenia a los dos anos. La mejoria radiologica se
observo a partir del primer afio de implantado. No se observaron
complicaciones por el tratamiento.

El método empleado es relativamente simple, poco costoso
lo que permite su extension a otras instituciones de salud inclu-
yendo las que tengan recursos limitados.
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Importancia de los lipopéptidos de Bacillus subtilis C
en el control bioldgico de enfermedades en cultivos
de gran valor econdmico

Importance of Bacillus subtilis lipopeptides in the biological control
of diseases in crops of high economic value

Franklin Eduardo Sanchez Pila
Universidad de Investigacion de Tecnologia Experimental Yachay. Ecuador.

Se determinaron los avances en el control bioldgico de enfermedades en cultivos de importancia econémica, en donde Bacillus
subtilis tiene un rol preponderante, puesto que sus lipopéptidos demuestran su efectividad al momento de controlar un rango
muy amplio de enfermedades que atacan a los cultivos de mayor importancia en nuestro pais y en el mundo. En los tres cultivos
analizados se dan detalles de la efectividad de Basillus subtilis para el control de las enfermedades mas devastadoras. En Magna-
porthe ryzae se determina que la severidad puede ser detenida con gran efectividad, por lo que sera necesario ampliar la experi-
mentacion hacia la proteccion de la semilla del arroz. Para Rhizoctonia solani los resultados exhibidos son muy alentadores. Esta
enfermedad es de mucha importancia no solo en el cultivo de papas, sino que en toda la variedad de solanaceas y leguminosas
cultivadas principalmente en el callejon interandino. En tanto que para Mycosphaerella fijiensis se detallan excelentes resultados
ante un patégeno extremadamente agresivo y que su control trae grandes impactos en la poblacién y en el ambiente. Ante lo
manifestado el Bacillus subtilis se perfila como uno de los principales agentes biocontroladores para lograr un correcto manejo
fitosanitario de los cultivos de mayor importancia en nuestro medio.

Keywords: Bacillus subtilis, Surfactinas, Iturrinas, Fengicinas, arroz, solanaceas, banano.

ABSTRACT

Advances in the biological control of diseases in economically important crops, where Bacillus subtilis has a preponderant role
were determined, since their lipopeptides demonstrate its effectiveness when controlling a wide range of diseases that attack
crops of major importance in our country and the world. In the three crops tested details Basillus subtilis effectiveness for control
of the most devastating diseases are given. In Magnaporthe ryzae it is determined that the severity can be stopped very effecti-
vely, so experimentation will be necessary to extend the protection of seed rice. For Rhizoctonia solani displayed results are very
encouraging. This disease is very important not only in the cultivation of potatoes, but in every variety of Solanaceae and legumes
grown mainly in the inter-Andean alley. While for Mycosphaerella fijiensis excellent results are detailed to an extremely aggressi-
ve pathogen and its control brings great impacts on the population and the environment. Given what was said Bacillus subtilis is
emerging as a major biocontrol agents for proper phytosanitary management of crops of major importance in our environment.

Keywords: Bacillus subtilis, surfactin, Iturrinas, Fengicinas, rice, Solanaceae, bananas.

células bacterianas, facilitando asi la colonizacion de la
rizosfera [1]. Con esta caracteristica, este lipopéptido
en condiciones in situ, expresa accion protectora y un
biocontrol eficiente en arabidopsis frente a Pseudomo-
nas syringae, debido a la formacién de un biofilm an-
timicrobiano que permite la colonizacion de las super-
ficies de las raices para la secrecién de un antibiético,
la surfactina [3].

La familia de las iturrinas representada por la itu-

Introduccion

El uso indiscriminado de agroquimicos para el
control de enfermedades de las plantas cultivadas ha
perturbado el balance ecoldgico de los microorganis-
mos del suelo, conduciendo al desarrollo de cepas de
patogenos resistentes, contaminacion de aguas freati-
cas y obviamente riesgos a la salud de los humanos [1].

En el contexto del control bioldgico de enferme-

dades de los cultivos, las tres familias de lipopéptidos
de Baccillus, Surfactina, Iturrinas y Fengicinas han
sido estudiadas por sus potenciales actividades antago-
nicas contra varios fitopatogenos [1].

Las surfactinas es la familia mas estudiada de los
lipopéptidos [2], tiene la habilidad de inducir resisten-
cia sistémica en plantas y la propiedad para proliferar

rrina A, micosubtilinas y baciliomicinas, muestran una
fuerte actividad antifungosa [2]. La iturrina A purifi-
cada suprime el crecimiento de varios tipos de hongos
incluyendo Rhizoctonia solani en ensayos con placas [5].
Aunque las surfactinas tienen una actividad antibidtica
relativamente débil, la actividad antibidtica de la iturrina
A es muy fuerte [6].

!Licenciado en Bioquimica. Master en Biotecnologia Mencidn Investigacion de nuevos productos. Quito, Ecuador.
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Fig. 1. Resultados del porcentaje de mortalidad de las plantas de
Arabidopsis antes los diferentes tratamientos.

Las fengicinas son un lipopéptido bioactivo producido por
algunas cepas de Bacillus subtilis, que demuestra actividad anti-
fungica contra los filamentos de los hongos. Como la mayoria de
péptidos naturales antimicrobianos, las fengicinas probablemen-
te actiian haciendo la membrana plasmitica de la célula objetivo
mas permeable [7].

Los lipopéptidos son conocidos por actuar de manera sinér-
gica, algunos estudios sugieren surfactinas con iturrinas [8], sur-
factinas con fegicinas [9] y fengicinas con iturrinas [10].

Modo de accidn

« Colonizacién de la rizésfera

Las raices de las plantas exudan un enorme rango de com-
puestos de bajo peso molecular potencialmente valiosos dentro de
la rizésfera. Algunas de las experiencias de interacciones quimicas,
fisicas y bioldgicas en plantas terrestres son aquellas que ocurren
entre las raices y su ambiente circundante en el suelo [11].

Bais [3]reporta que parte del mecanismo de biocontrol de
Bacillus subtilis 6051 se adhiere a la superficie de las raices de Ara-
bidopsis. Después de cuatro dias en medios Murashige y Skooglas
para crecimiento conjunto de Arabidopsis y Bacillus subtilis 6051,
utilizando microscopio de barrido laser, se observa que las células
de Bacillus subtilis 6051 han colonizado toda la superficie de la
raiz de Arabidopsis. En parte del mismo estudio, la Arabidopsis
cultivada en suelo estéril con Bacillus subtilis 6051 forma una bio-
pelicula estable y no patogénica.

Antagonismo

Una vez establecido en la rizdsfera, los aislados de Bacillus
pueden desplegar todo su arsenal de antibidticos [1]. La Iturina A
muestra una fuerte actividad antibidtica con un amplio espectro
antifingico, haciéndola un agente ideal para el control biolégico
con el objetivo de reducir el uso de pesticidas en la agricultura.
Este efecto se demuestra cuando en una suspensién de esporas
de P, crustosum, estas se hinchan y los lados crecen. Esto es de-
bido al desequilibrio osmético causado por los antibidticos [12].
Igualmente Marrone informa que los lipopéptidos extraidos de
Bacillus subtilis UMAF6639, el cual produce iturina A, fegicina y
surfactina inhiben la germinacion de las esporas. [13]

La produccién de iturrina A es frecuentemente un factor
muy importante con respecto a la actividad antimicética. Ensayos
de inhibicién in vitro contra siete diferentes patégenos de pos-
cosecha en citricos, aguacates y mangos, probaron el rango de la
capacidad antagonista de iturina A de Bacillus amyloliquefaciens.
Todos los patogenos fueron afectados sin excepcion, en compara-
cion con otros dos lipopéptidos, fengycinas y surfactinas que no
tuvieron mayor efecto en todos los patégenos [12].

La iturrina A trastorna la membrana citoplasmatica del hon-
go, creando canales a través de la membrana, lo cual permite la
liberacion de iones vitales como el K* [14].

Bionatura « Volumen 1/Nutmero 3

Induccion a la resistencia

Las fengicinas y las surfactinas pueden interactuar con las
células de las plantas como factor determinante para la activacion
de una respuesta inmunitaria a través de la estimulacién del feno-
meno de induccidn al sistema de resistencia [1].

Junto con el antagonismo directo, algunas bacterias bené-
ficas pueden proteger las plantas indirectamente, a través de la
estimulacién del mecanismo inducible, que hace al hospedero
mas resistente al futuro ingreso de patégenos. Esa induccién,
de la capacidad defensiva mejorada puede ser sistémica, como
se mostro con los tratamientos de raices con bacterias para pro-
vocar la proteccion de la parte aérea y de raices de las plantas.
Este fendmeno es conocido como “resistencia sistémica induci-
da” RSI [15].

Las fengicinas muestran una fuerte actividad antifingica vy,
por lo tanto, puede desempenar un doble rol para la reduccion de
las enfermedades de las plantas. Estos compuestos pueden actuar
mejorando la capacidad defensiva del hospedero, pero también a
través del antagonismo microbiano directo [15]. Las surfactinas
no son fungotdxicas, pero tienen fuertes propiedades hemoliticas,
antibacteriales, antivirales and antitumorales X. Mucha de su
actividad bioldgica puede estar relacionada a su efecto sobre la
parte lipidica de las membranas. De su estructura tipo detergen-
te, estas moléculas pueden facilmente asociarse y anclarse firme-
mente dentro de las capas de lipidos, creando algtn disturbio o
perforaciones en el plasma de la membrana que puede activar un
torrente de eventos moleculares derivando en respuestas defensi-
vas. Las fengicinas también pueden facilmente interactuar con las
capas de lipidos e igualmente pueden alterar la estructura de las
membranas y permeabilizarla [15].

Utilizacion de Basillus subtilis en cultivos
de importancia econémica

Arroz

El arroz (Oryza sativa) es uno de los cultivos mds impor-
tantes en la alimentacion, el cual provee el 23 % de las calorias
consumidas alrededor del mundo [16]. El consumo per capita
de arroz en Ecuador es de 54 kilogramos. El tizon del arroz es la
enfermedad mas destructiva del cultivo, causada por Magnapor-
the ryzae, cada afo esta enfermedad causa pérdidas entre el 10 al
30 % del arroz cultivado [17].

La habilidad del tizdn del arroz de mutar en nuevas razas, es
la causa del limitado éxito en el control a través de la induccién
a la resistencia [18]. En un ensayo donde se utilizaron hojas de
arroz tratadas con y sin Bacillus subtilis en presencia del patogeno
fueron incubadas de 5 a 10 dias, las hojas tratadas no mostraron
sintomas visibles del tizon permaneciendo verdes y saludables.
Estas mostraron que desarrollaron proteccion en contra de Mag-
naporthe ryzae. Las hojas que no fueron tratadas con Bacillus sub-
tilis y que fueron infestadas con el patégeno mostraron desarrollo
de la enfermedad [19].

Las dosis utilizadas en el ensayo demuestran que es un factor
determinante para el control del patégeno los tratamientos C, D,
E presentan diferencias muy significativas, con respecto de A y B.
Por lo que se deduce que la utilizacién de Bacillus subtillis con-
trola de manera eficaz, segtin la dosis aplicada la proliferacion de
Magnaporthe ryza.

Solanaceas

La papa (Solanum tuberosum L.) es el tercer cultivo para
alimentacion mas importante del mundo después del trigo y el
arroz (http://www.fao.org/potato-2008/en/potato/pdf.html). La
produccion de papas es amenazada por muchas enfermedades,
incluido el tizon temprano causado por Rhizoctonia solani que es
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una de las mayores enfermedades de la papa alrededor del mundo
19. Los sintomas son los siguientes [20]

« Hojas: manchas necréticas en las hojas de color marrén
claro a oscuro con anillos concéntricos, manchas restrin-
gidas por las nervaduras.

« Tallos: manchas necrdticas.

o Tubérculos: manchas circulares o irregulares de color ma-
rrén oscuro, ligeramente hundidas.

Aunque algunos fungicidas quimicos han probado su efec-
tividad para el control de Rhizoctonia solani estos son utiles en
produccién organica, por lo que el uso de agentes bioldgicos
parece ser una buena alternativa para proteger los cultivos. Re-
cientemente, bacterias y agentes fungicos han sido descritos para
el control de Rhizoctonia solani. [21]. En este contexto, Bacillus
subtilis ha sido ampliamente estudiado como potencial agente
bioldgico contra varias enfermedades de cultivos, debido a su ha-
bilidad de producir ciertos antibiéticos, lipoproteinas y enzimas
hidroliticas [22].
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Fig. 2. Resultados del ensayo para determinar la efectividad de Bacillus

subtilis para contrarrestar Magnaporthe ryzae. Se detallan los trata-

mientos [19].

A. Hojas inoculadas Magnaporthe ryzae.

B. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (0,5 ml/mL)
+inoculadas Magnaporthe ryzae.

C. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (1,0 ml/mL) + inoculadas
Magnaporthe ryzae.

D. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (2,0 ml/mL) + inoculadas
Magnaporthe ryzae.

E. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (0,5 ml/mL).

F. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (1,0 ml/mL).

G. Hojas tratadas con Bacillus subtilis (2,0 ml/mL).

H. Control.

La habilidad de Bacillus subtilis V26 para el control de Rhi-
zoctonia solani fue confirmada por la determinacién del radio de
inhibicion en contra de este hongo, ademas se verifico mediante
la observacién con microscopio 6ptico. El sobrenadante de culti-
vo de Bacillus subtilis V26 contiene quitosanasa y proteasa, ade-
mas de compuestos antifingicos. [19]

La habilidad de esta cepa para producir quitosanasa y pro-
teasa sugiere que esta puede actuar sobre el crecimiento de Rhi-
zoctonia solani por antibiosis. De hecho, la actividad de las quito-
sanasas hidrolisa el quitosan, el cual se encuentra entre uno de los
principales constituyentes de la pared celular del hongo. El sobre-
nadante del cultivo Bacillus subtilis V26 provoca vacuolizacion y
deformacion en las hifas de Rhizoctonia solani. . [19]

Rodajas de patatas fueron tratadas con Bacillus subtilis V26
antes y después de inocular el hongo, con el fin de revelar si V26 de-
sarrolla actividades curativas o protectantes. Aunque los dos trata-
mientos fueron efectivos en reducir la infeccién fungica, el control
mas efectivo fue alcanzado cuando V26 fue aplicado 24 horas antes
de la inoculacién (actividad protectante). Esto podria ser debido
al hecho que las endosporas de Bacillus subtilles necesitan tiempo
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para germinar antes de que estén listos para inhibir la germinacién
de Rhizoctonia solani.

Las cepas de Bacillus mejoran significativamente el creci-
miento de las plantas, inhibiendo los patdgenos del suelo cuando
se usa un tratamiento de suelo. Analisis estadisticos en la pudri-
cion negra y llagas de las raices causadas por Rhizoctonia solani
indicaron que hay diferencias significativas entre los tratamien-
tos. La cepa V26 fue capaz de controlar la pudricién negra (81 %
eficacia), asi como las llagas de las raices (63 % eficacia) mds efi-
ciente que el fungicida comercial Prevam (Decahidrato Tetrabo-
rohidrato de sodio). Curiosamente, la cepa V26 parece ser mas
efectiva en la supresion de la pudriciéon negra que muchos otros
hongos y bacterias antagonistas. [6]

La incidencia de la enfermedad en raices de todas las plantas
tratadas fue significativamente menor que las plantas que no reci-
bieron tratamiento y que fueron usadas como control

Fincidencia de la enfermedad
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Fig. 3. Incidencia de Rhizoctonia solani en raices después de 60 dias
de inoculacion del patégeno en un experimento montado en macetas,
tratadas con la cepa V26 de Bacillus subtilis.

Control .

SPO1 106 esporas/mL lavadas en suspension de esporas .

SPO2 109 esporas/mL.

SPO2-CM 109 esporas/mL.

NPK fertilizante.

PREVAM fungicida comercial.

» Banano

El cultivo del banano es el cuarto mas importante después
del arroz, trigo y maiz, es cultivado en regiones tropicales de mas
de 100 paises y juega un rol clave en las economias de muchos
paises en desarrollo [23].

Entre las enfermedades que reduce la produccién de banano
esta la Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijien-
sis siendo esta la mds peligrosa. El hongo ataca las hojas, dismi-
nuyendo el area fotosintética de la planta y causa la maduracién
prematura de la fruta resultado en significantes pérdidas [24]. Ac-
tualmente el control de esta enfermedad mayormente se basa en
recurrentes aplicaciones de fungicidas protectantes y sistémicos,
los cuales son aplicados via aérea todo el ano en plantaciones que
producen banano de exportacion [25].

Gutierrez-Monsalve [25], utilizando un fungicida microbia-
no a base de Bacillus subtilis EA-CB0015 demuestra mediante ex-
perimentos de campo y en invernadero la efectividad de Bacillus
subtilis EA-CB0015 y sus metabolitos para el control de Mycos-
phaerella fijiensis. El fungicida fue aplicado como una suspension
en agua a una dosis de 1,5 L/ha, la cual fue capaz de reducir la se-
veridad de la enfermedad en el mismo rango de fungicidas como
chlorothalonil y mancozeb, fungicidas protectantes cominmente
usados en los programas de control de Sigatoka negra. Ademis,
el fungicida microbiano a 1,5 L/ha mostr6 ser efectivo cuando se
aplica en combinacién con fungicidas sistémicos como parte de
un programa de control comparable a un programa con fungi-
cidas comercialmente usados para el control de la enfermedad.
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Fig. 4. Reduccién de la severidad de la enfermedad de Sigatoka negra en
plantas de Mycosphaerella fijensis utilizando B. subtitlis.

Los resultados mostraron que se podria introducir un
conjunto de herramientas para el control de Sigatoka negra en
el cultivo de banano, ya sea como una suspension en agua o en
combinacién con fungicidas sistémicos, reduciendo la carga de
fungicidas en las regiones productoras y el riesgo del desarrollo
de resistencia del patdgeno a los fungicidas.

1
Conclusiones

Es necesario implementar en el pais planes de investigacién
que permitan profundizar ain mas en campo del biocontrol de
enfermedades, con la perspectiva de encontrar soluciones viables
y conjuntos a los modelos que cada dia se van implementando y
que se direccionan en métodos que no pongan en riesgo al pro-
ductor o al medio ambiente.

Los lipopéptidos de Bacillus subtilis se enmarcan en agentes
bioldgicos de gran potencialidad, en donde es necesario detallar
sus roles, principalmente en las sinergias que podrian desarrollar,
no solo entre ellos, sino con otros microorganismos de la rizds-
fera. Al disponer de buena cantidad de evidencia con respecto de
las surfactinas, es necesario entender y ampliar los conocimientos
con respecto de las iturrinas y las fengycinas.

Una de los grandes retos para los investigadores gira en tor-
no a desarrollar alternativas practicas para la obtencién a gran
escala de los lipopéptidos, asi como la mejor formulacién para
las aplicaciones en los cultivos, si bien la evidencia muestra gran
efectividad a nivel de laboratorio, es necesario encontrar la me-
jor forma para que puedan ser aplicadas a campo abierto. En
esta revision, existe suficiente evidencia de la efectividad de los
lipopeptidos como controladores de las enfermedades més devas-
tadoras en los cultivos de mayor importancia, pero es necesario
determinar formulaciones que faciliten su obtencion y aplicacion.

I ——
Referencias bibliograficas

1. M. Ongena and P. Jacques, “Bacillus lipopeptides: versatile weapons
for plant disease biocontrol,” Trends in Microbiology, vol.16, no.3,
pp-115-125, 2008.

2. Meenu Saraf, Urja Pandya, Aarti Thakkar, “Role of allelochemicals
in plant growth promoting rhizobacteria for biocontrol of phyto-
pathogens” Microbiological Research, 2014

Bionatura « Volumen 1/Nutmero 3

3.Bais HP, Fall R, Vivanco JM. Biocontrol of B. subtilis against infec-
tion of Arabidopsis Roots by P. syringae is facilitated by biofilm for-
mation and surfactin production. Plant Physiol 2004; 134:307-19.

4.Phae CG, Shoda M, Kubota H (1990) “Suppressive effect of Bacil-
lus subtilis and its products on phytopathogenic microorganisms”
] Ferment Bioeng 69:1-7

5. Asaka O, Shoda M (1996) “Biocontrol of Rhizoctonia solani damp-
ingoff of tomato with Bacillus subtilis RB14.” Appl Environ Micro-

biol 62:4081-4085

6. M. Deleu, M. Paquot, and T. Nylander, “Effect of fengycin, a lipo-

peptide produced by Bacillus subtilis, on model biomembranes,”

Biophysical Journal, vol.94, no.7, pp.2667-2679, 2008.

Maget-Dana, R. et al. (1992) “Surfactin/Iturin A interactions may

explain the synergistic effect of surfactin on the biological proper-

ties of iturin A” Biochimie 74, 1047-1051

.Ongena, M. et al. (2007) “Surfactin and fengycin lipopeptides of Ba-

cillus subtilis as elicitors of induced systemic resistance in plants”.
Environ. Microbiol. 9, 1084-1090
9. Romero, D. et al. (2007) “The iturin and fengycin families of lipo-
peptides are key factors in antagonism of Bacillus subtilis toward
Podosphaera fusca” Mol. Plant Microbe Interact. 20, 430-440
10. Bais, H.P. et al. (2006) “The role of root exudates in rhizosphere in-
terations with plants and other organisms” Annu. Rev. Plant Biol.
57,233-266

. Arrebola, E., Jacobs, R. & Korsten, L. (2010). “Iturin A is the princi-
pal inhibitor in the biocontrol activity of Bacillus amyloliquefaciens
PPCB004 against postharvest fungal pathogens.” J. Appl. Microbiol.
108: 386-395.

. Marrone, P.G. (2002) “An effective biofungicide with novel modes of
action.” Pesticide Outlook 13, 193-194.

13. Hsieh, EC,, Lin, T.C., Meng, M. and Kao, S.S. (2008) “Comparing
methods for identifying Bacillus strains capable of producing the
antifungal lipopeptide iturin A” Curr Microbiol 56, 1-5.

14. Ongena M, Jourdan E, Adam A, Paquot M, Brans A, Joris B, et al.
“Surfactin and fengycin Lipopeptides of Bacillus subtilis as elicitors
of induced systemic resistance in plants” Environ Microbiol 2007;
9 (4):1084-90.

15. Brar, D.S. & Khush, G.S. 2002. “Transferring genes from wild spe-
cies into rice” In Kang, M.S. ed. Quantitative genetics, genomics and
plant breeding, p. 197-217, Oxford, CABI.

16. Savary, S., Willocquet, L., Elazegui, E. A., Castilla, N. P, and Teng,
P. S. 2000. “Rice pest constraints in tropical Asia: quantification of
yield losses due to rice pests in a range of production situations.”
Plant Dis. 84:357-369.

17. Gnanamanickam, S.S., Candole, B.L., and Mew, T. W. (1992) “Influence
of soil factors and cultural practice on biological control of sheath blight
of rice with antagonistic bacteria”. Plant and Soil, 144: 67-75.

18.S. Ben Khedbher, et al., “Efficacy of Bacillus subtilis V26 as a biologi-
cal control agent against Rhizoctonia solani on potato,” C. R. Biolo-
gies (2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.crvi.2015.09.005

19. W. Pérez y G. Forbes (2011). “Guia de identificacién de plagas que
afectan a la papa en la zona andina. Centro Internacional de la Papa”
(CIP). 44 pags.

20. R. Grosch, K. Scherwinski, J. Lottmann, G. Berg, “The most promis-
ing candidates were applied in field trials. Fungal antagonists of the
plant pathogen Rhizoctonia solani: selection, control efficacy and
influence on the indigenous microbial community;,” Microbiol. Res.
110 (2006) 1464-1474.

21.C.D. De Jensen, J.A. Percich, PH. Graham, “Integrated management
strategies of bean root rot with Bacillus subtilis and Rhizobium in
Minnesota,” Field Crop. Res. 74 (2002) 107-115.

22. Frison, E.A., Escalant, J.V,, Sharrock, S., 2004. “The global Musa genom-
ic consortium: A boost for banana improvement, in: Mohan Jain,” S.,
Swennen, R. (Eds.), Banana improvement: Cellular, molecular biology,
and induced mutations. Science Publishers, Inc., Enfield, NH, USA.

23. Marin, D.H., Romero, R.A., Guzmdn, M., Sutton, T.B. 2003. “Black
Sigatoka: An increasing threat to banana cultivation” Plant Dis. 87,
208-222.

24. Gutierrez-Monsalve, J.A., Mosquera, S., Gonzélez-Jaramillo, L.M.,
Mira, J.J., VillegasEscobar, V., “Effective control of black Sigato-
ka disease using a microbial fungicide based on Bacillus subtilis
EACB0015 culture” Biological Control (2015), doi: http://dx.doi.
org/10.1016/j.biocontrol.2015.04.012

~

o)

1

—

1

NS}

Recibido: 3 de junio de 2016.
Aprobado: 10 de julio de 2016.

http://www.revistabionatura.com




ARTICULO DE REVISION

Banco de recursos genéticos de Auricularia spp.
con fines industriales

Bank of genetic resources Auricularia spp. for industrial purposes

Edwin Ortiz!, Claudia Soto Arroyave? Carlos Saransi’, Klever Ayala?, Lucia Faz!, Napoledn Benavides?, Pablo Vela?,
Patricia Rosero?, William Gémez!, José Huaca Pinchao?, Gustavo Reyes Lara®, Rubén Dario Guzman Torres*,
Guillermo Parrado Castro®, Stefania Duarte Trujillo®, Alejandro Pineda Soto®.

139 ——

La Auricularia spp. presenta amplio potencial industrial debido a sus propiedades nutricionales y medicinales. La obtencion
de cepas viables y puras de este género se ha visto limitada por una identificacion de especies meramente macroscopica y la
utilizacion tanto de medios como técnicas de conservacion inadecuados. El objetivo de esta revision fue describir el proceso
de obtencion de cepas puras y viables del género Auricularia spp. a partir del medio natural, para resaltar datos técnicos, que
faciliten la conformacion de bancos de recursos genéticos fungicos. Estos fungarios constituyen una alternativa para la preser-
vacion la biodiversidad fangica del Ecuador y la obtencion de cepas puras y viables. Lo anterior se logra con buenas practicas
de identificacion tanto fenotipica como genotipica, de aislamiento en medio selectivos para evitar la inhibicion competitiva por
otros microorganismos, de conservacion y de almacenamiento de especies por congelacion, liofilizacion, repique o inmersion en
liquidos inertes como agua o aceite mineral.

Palabras clave: Auricularia spp., recursos genéticos, biodiversidad fingica, aprovechamiento industrial.

ABSTRACT

Auricularia spp. has broad industrial potential due to its nutritional and medicinal properties. Obtaining viable and pure strains
of this genus has been seen limited by a merely macroscopic identification of species and the utilization of both inadequate
mediums and inadequate conservation techniques. The objective of this review was to describe the process of obtaining pure and
viable strains of the genus Auricularia spp. from the natural environment, to highlight technical data that facilitate the establish-
ment of banks of fungal genetic resources. These fungarios are an alternative for preserving the fungal biodiversity of Ecuador
and obtaining pure and viable strains. This is achieved with good practices of phenotypic and genotypic identification, isolation
on selective medium to avoid competitive inhibition by other microorganisms, conservation and storage of species by freezing,

Iyophilization, peal or immersion in inert liquids such as water or oil mineral.

Keywords: Auricularia spp., genetic resources, biodiversity fungal, industrial use.

Introduccion

Se estima que existen en la naturaleza mas de
1,5 millones de especies de hongos, de las cuales sélo
se han descrito alrededor de 69 000 . Tan sélo en el
Ecuador se han estimado mas de 100 000 especies de
hongos ? y descrito tan solo 5 000 °. Sin embargo, no
se posee ningun registro oficial acerca de la cantidad
de hongos que se encuentran en el territorio nacional;
aunque existen colecciones ttiles para la obtencion de
cepas flingicas con propdsitos académicos *. Una de las
mas importantes es el Fungario de la Pontificia Uni-
versidad Catdlica del Ecuador (PUCE) ®, el cual cuenta
con més de 6 000 ejemplares, que fueron catalogados

mediante la realizacién de proyectos de cooperacion
internacional ©.

Los bancos de recursos genéticos permiten identi-
ficar y conservar las especies fingicas para su posterior
estudio y uso, convirtiéndose ademas, en fuentes con-
fiables para la obtencién de cepas fungicas puras gené-
ticamente estables necesarias para la puesta en marcha
de procesos productivos eficientes 7*°. El aprovecha-
miento de hongos filamentosos en los sectores alimen-
ticio, cosmetoldgico y farmacéutico ha impulsado la
formacion de bancos de recursos genético con especies
fungicas de interés *°.

Estudios realizados a diversas especies del género
Auricularia spp. han demostrado su potencial para la
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produccién de biomasa y metabolitos secundarios, sin embargo,
se desconoce el proceso a seguir para la conservacion de cepas de
interés, lo que conlleva a limitaciones tecnolédgicas en la identifi-
cacién de las especies a nivel tanto fenotipico como genotipico, y
en la selecciéon de medio apropiados para el aislamiento '* 2.

El objetivo de esta revision es describir el proceso de ob-
tencion de cepas del género Auricularia spp. a partir del medio
natural, para resaltar datos técnicos, que por desconocimiento y
no aplicacion han obstaculizado la obtencién de cepas puras y vi-
ables con fines tanto industriales como académicos.Hongo oreja
de palo (Auricularia spp.)

Auricularia spp. es una seta producida a escala industrial,
perteneciente a la familia Auriculariaceae, ampliamente conoci-
da como hongo oreja u oreja gelatinosa de palo. Se han descrito
alrededor de quince especies **; entre ellas se encuentran: A.
auricula, A. polytricha, A. delicata, A. mesentérica, A. cornea, A.
peltata, A. fuscosuccinea, y A. auricula-judae; siendo las dos pri-
meras las mds producidas y estudiadas a nivel mundial '. Crece
de forma natural en los tallos y las raices de algunos arboles, asi
como en materiales de madera en descomposicion ', lo que se
debe al sistema enzimético que tiene para degradarle; principal-
mente celulasas, hemicelulasas y ligninasas '”'*the validity of the
generally accepted, major decay types (white, brown, and soft rot.
La Auricularia spp puede crecer sobre la madera himeda (Fig. 1).

Seguin Chang y Miles *, este hongo fue el primero en cultivar-
se a nivel mundial, en China, hace 2 600 afos. Actualmente, es el
cuarto hongo mas consumido a nivel mundial después de Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes *. Su produccién
a escala industrial representa una excelente alternativa para el reci-
claje de residuos agroindustriales y la generaciéon de proteina uni-
celular. Este hongo presenta una larga vida de anaquel , aunque su
palatabilidad se ha visto limitada por su textura correosa *.

La Fermentacion en Estado Sélido (FES) es uno de los méto-
dos mas empleados para la produccion industrial de esta especie
fungica, en la cual se utiliza una amplia gama de sustratos ligno-
celuldsicos como fuente de nutrientes y medio para su desarrollo
22 destacandose el aserrin de madera, cascarilla de arroz, tusa,
bagazo de cafia, paja de trigo y paja de sorgo . Residuos menos
convencionales como pulpa de café %, residuos del prensado de la
oliva %, hojas de platano, fibra de coco, cascaras de cacao *, hojas
y raquis de palma de aceite ¥ y demads residuos de poscosecha 2
también han mostrado ser aptos para la produccion de Auricula-
ria spp. Otros autores han mezclado diferentes sustratos lignoce-
lulésicos para formular medios que cumplan los requerimientos
nutricionales del hongo y aumenten sus rendimientos ***. Tam-
bién se reporta la adicion de suplementos organicos al medio con
el fin de compensar la escasez de minerales y vitaminas, necesa-
rios para la obtencién de altos rendimientos de produccién **3'.

Fig. 1. Auricularia spp. que ha crecido sobre troncos en descomposicion.

Fuente: cortesia de Edwin Ortiz.

Bionatura

Volumen 1/ Numero 3

Recoleccion

Se identifican macroscopicamente los cuerpos fructiferos.
Entre las principales caracteristicas a evaluar, se encuentran el
color, la textura, y el tamao de las colonias. Las especies del gé-
nero Auricularia spp. se caracterizan por poseer cuerpos fructi-
feros cerosos (Fig. 2) y cartilaginoso que varian el color marrén
a negro violdceo *2. Por tanto, es facil reconocer los hongos que
pertenecen a este género; sin embargo, la identificacion a nivel de
especie es una tarea dificil, dada la gran diversidad morfoldgica
que poseen los distintos cuerpos fructiferos * (Fig. 3).

Fig. 2. Cuerpos fructiferos cartilaginosos de Auricularia spp.

Fuente: cortesia de Edwin Ortiz.

Fig. 3. Recoleccién de carpdforos de Auricularia spp.

Fuente: cortesia de Nicolds Ortiz.

Aislamiento

Los hongos se aislan del medio natural con el fin de obte-
ner cepas puras para emplearlas como semilla o in6culo sobre el
sustrato %. El aislamiento de la cepa puede hacerse a partir de las
esporas del cuerpo fructifero o de la carne del mismo (micelio
anastomosado) . El empleo del micelio indculo presenta venta-
jas frente a las esporas ya que las hifas no requieren de una com-
patibilidad sexual para fructificar, como es el caso de las esporas™.

El uso de medios selectivos para el desarrollo de distintos
hongos es una técnica que favorece crecimiento de cultivos axéni-
cos. La acidificacion del medio de cultivo es una estrategia para la
inhibicién de bacterias, gracias a que la mayoria de especies como
Auricularia se desarrollan en un pH éacido; ademas, la adicién de
antibidticos garantiza la inhibicién de dichos contaminantes mi-
crobianos *. Segtin Quimio® los medios de cultivo mas eficientes
para el aislamiento de especies del género Auricularia spp., en or-
den descendente son: glucosa-extracto de levadura, extracto de
malta y extracto de papa. Una vez aislado el hongo en cajas de
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Petri o tubos de ensayo (Fig. 4), debe mantenerse en refrigera-
cion y repicarse periddicamente para evitar el envejecimiento de
la cepa **. Es necesario contar con una camara de flujo laminar
para favorecer la axenia de los cultivos; el empleo de mecheros de
bunsen no es muy efectivo.

Fig. 4. Screeening de cepas en cajas de Petri con agar selectivo.

Fuente: Cortesia de Julio Pineda, CEBA.

Identificacion

Se basa principalmente en la identificacién de las caracteris-
ticas microscopicas del hongo mediante observacién tanto del mi-
celio como de sus estructuras reproductivas utilizando lactofenol
o azul de algodén como reveladores de microscopia (Fig. 5). Las
caracteristicas tanto macroscopicas como microscopicas son com-
paradas con las claves taxondmicas existentes en la literatura, con
el fin de clasificar la especie fingica *. Actualmente, existe una base
de datos con claves taxonémicas denominada FUNGIPEDIAY,
disponible gratuitamente en la web.

Kobayashi ! propuso como base para la identificacion de las
distintas especies de este género las caracteristicas morfologicas de
los cuerpos fructiferos, la estructura del tejido, los filamentos en
la superficie superior, el color del himendforo, la zona pilosa y el
tamano de la capa medular. Una de las formas para diferenciar al-
gunas de las especies del género Auricularia segin Lowy *,se basa
en la existencia o carencia de una capa medular intermedia en las
hifas. Especies como A. cdrnea, A. fuscosuccinea, A. tenuis, A. emini
y A. polytricha poseen capa medular, mientras que especies como
A. auricula-judae, A. delicata, A. mesentérica, A. ornata, y A. pel-
tata no poseen esta estructura '?A. . cornea, A. fuscosuccinea, A.
tenuis, A. emini'y A. polytricha poseen capa medular, mientras que
especies como A. auricula-judae, A. delicata, A. mesentérica, A. or-
nata, y A. peltata no poseen esta estructura '2. No obstante, todas
las caracteristicas fisicas mencionadas pueden verse afectadas por
las condiciones de cultivo, como la temperatura, la humedad, la luz
y la ubicacion de la seta sobre el sustrato .

Actualmente, la identificacion de especies o cepas fingicas
puede realizarse mediante estudios filogenéticos moleculares que
secuencian el ADN nuclear presente en las estructuras fingicas, lo
que permite establecer grados de emparentamiento entre hongos e
identificar infinidad de especies con una mayor exactitud . La am-
plificacién aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD, por sus siglas en
inglés), es una tecnologia filogénica que ha sido empleada para la
diferenciacion de cepas individuales de A. auricula y A. polytricha,
que no pueden ser discriminadas por polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés)®.

Caracterizacion fisicoquimica

Nutricionalmente, Auricularia spp. contiene altos niveles
de proteina (aproximadamente el 30 % en base seca) y de ele-
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Fig. 5. Identificacion de caracteristicas microscépicas del hongo.

Fuente: Cortesia de Stefania Duarte. Laboratorio de microbiologia
Universidad de los Llanos.

mentos esenciales como vitaminas, minerales (Ca, P, Fe), y po-
lisacaridos . Segin Stamets* la composicién nutricional de A.
auricula en base seca es: 8-10 % de proteina; 0,8-1,2 % de grasa;
84-87 % de carbohidratos; 9-14 % de fibra y 4-7 % de cenizas.
Teniendo en cuenta que su contenido de agua es de aproxima-
damente el 90 %. El cuerpo fructifero de A. auricula es rico en
hetero-polisacaridos, que estin conformados por una cadena
principal de residuos de D -glucosa con varias cadenas laterales
de residuos B-1,3 como manosa, glucosa, xilosa y 4cido glucu-
rénico *. Adicional a sus propiedades nutricionales, cuenta con
propiedades medicinales debido a que esta especie posee una
gran gama de compuestos bioactivos favorables para la salud, lo
que le convierte en un alimento nutracéutico o funcional de alta
calidad. En la tabla se resumen las principales bioactividades de
Auricularia spp.

Las propiedades medicinales de Auricularia spp. otorgan
aplicaciones terapéuticas potenciales a sus compuestos bioacti-
vos. Los polisacaridos de Auricularia aurea con carga negativa
han sido empleados para formar polielectrolitos catidnicos en
medio 4cido de bajo peso molecular tras unién con quitosano,
con el fin de servir como biopelicula y vehiculo para farmacos
proteicos hacia el intestino, donde se biodegrada y los libera *.
La melanina se aplica industrialmente como pigmento natural,
antioxidante y agente antibacterial en los sectores alimenticio,
cosmetologico, farmacoldgico, entre otros 2. Asi mismo, los po-
lisacaridos de A. auricula han sido empleados por su actividad
antioxidante como conservantes de enlatados, principalmente es-
cabeche #*”ISSN” : “01418130”, “abstract” : “The study planned to
determine proximate composition, antioxidant activity and che-
mical characterization in the fruit bodies of Auricularia auricula
and pickled product. Two polysaccharide fractions (AAPE, AAPP
y como suplementos de la harina de trigo para la elaboracién de
panes enriquecidos *.

Conservacion y almacenamiento de cepas puras

El mantenimiento y la preservacion de especies fungicas ase-
gura la estabilidad genética de las cepas y sus particularidades fe-
notipicas. La eleccion del método adecuado dependera del tipo de
hongo a preservar, la cantidad de especies o cepas, la finalidad del
espécimen y los recursos humanos y financieros disponibles *.
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Tabla. Principales actividades bioldgicas de Auricularia spp.

Bioactividad

Antibacterial

Antiviral

Antioxidante

Antiinflamatoria

Inmuno-mo-
duladora

Antitumoral

Cardioprotectora

Hipolipemiante

Hipoglicémico

Anticoagulante,
antiplaquetario

Variedad

A. auricular, A.
polytricha

A. auricula - judae

A. auricula,

A. polytricha, A.
fuscosuccinea

A. auricula - judae

A. auricula, A.
polytricha

A. auricula - judae,
A. polytricha

A. auricula

A. auricula, A.
polytricha

A. auricula-judae

A. auricula

Compuesto bioactivo

Referencia

Melanina, eumelanina, feomelani-

na, compuestos solubles en etanol.

42,62,63

Malondialdehido, acido ascérbico,
glutation reducido, superodxido dis- 64
mutasa, catalasa y peroxidasa.

Acido ascérbico, tocoferoles, fenoles totales,

polisacdaridos, polisacaridos sulfatados y
polisacaridos carboximetilados (los dos

40,65-69

ultimos tienen mayor actividad bioldgica)

Glucuronoxilomananos, glucuro-

70

noxiloglucomananos, glucanos

Polisacaridos sulfatados, proteinas

71-73

simples sin hidratos de carbono

Diazane, heteroglicanos 4cidos, betaglucanos

74-77

(a-1,3; a-1,4; B-1,3), D-glucopiranosil (1,4)

Polisacaridos

Polisacéridos solubles en agua

78

79-81¢ “id” : “ITEM-2”, “itemData” : {
“DOI” : “10.1016/j.ifset.2008.06.004”,
“ISSN” : “14668564”, “abstract” :
“Auricularia auricula and hawthorn
are well known for both traditional
food and folk medicine. To develop

a novel healthy functional diet (FD

Polisacéridos solubles en agua 82

Polisacaridos acidos

Fig. 6. Laboratorio de Microbiologia del Centro Ecuatoriano de Biotecnologia

y Ambiente (CEBA).

Fuente: cortesia de Edwin Ortiz.

Adicionalmente, se requiere de unas instalaciones adecuadas
que garanticen la asepxia (Fig. 6). Algunos de los métodos para la
conservacion y almacenamiento de cepas flngicas son:

Transferencia periddica: Este método consiste en repicar

peridédicamente el microorganismo en un medio de cultivo fres-
co cada vez que el organismos consuma los nutrientes del cultivo
predecesor, brindandole las condiciones 6ptimas para su desarro-
llo *. Este método es poco recomendable ya que las células se
siguen multiplicando obteniendo como resultado descendientes
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lejanos de las células iniciales, lo que puede ocasionar la pérdida
de caracteristicas propias del hongo y la modificacién de su infor-
macion genética consecuencia de la alternancia generacional *°.

Liofilizacion: La liofilizacién se basa en la restriccion de la
actividad metabolica causada por la eliminacion de agua del teji-
do fungico almacenado, a través de un proceso de congelacion y
sublimacidn. Este proceso al igual que el de congelacién requiere
el uso de sustancias criopreservantes, pero de menor punto de
evaporacion en el que se suspende el material a liofilizar /. Una de
las ventajas de la aplicacion de este método es que permite alma-
cenar los lidfilos a temperatura ambiente, facilitando las labores
de envié de cepas y disminuyendo costos causados por el uso de
sistemas de refrigeracién *.

Congelacion: La congelacion o criopreservacion es un mé-
todo ampliamente utilizado actualmente para la conservacion de
hongos **°. Este consiste en almacenar el tejido fingico en sus-
pensién en un agente crioprotector liquido a temperaturas meno-
res a cero grados centigrados, congelando el agua en el tejido, lo
que limita la disponibilidad de agua liquida para las células, dis-
minuyendo ademas las funciones metaboélicas de las mismas. Es
importante tener en cuenta el uso de sustancias criopresenvantes
como el glicerol para evitar una posible lisis celular causada por la
formacidn de cristales de hielo en el interior de la célula, ademads
este método requiere del uso especial de equipos que manten-
gan la temperatura de almacenamiento para evitar la reactivacion
de las células, por tanto demanda un mayor consumo energético
ocasionando un incremento en los costos *.

Inmersion en aceite mineral: Este método consiste en al-
macenar trozos de hongos desarrollados, en tubos de ensayo que
contienen agar distribuido en la superficie interna del mismo, el
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cual posteriormente se recubre con una capa de aceite mineral
estéril **2. A través de la conservacion de cepas por este método
se reportan tiempos de almacenamiento de hongos filamentosos
que van de los 3 a los 47 afos, logrando un gran porcentaje de
material puro y viable .

Inmersion en agua destilada estéril: El método de preser-
vacion en agua destilada estéril es reconocido por ser un méto-
do sencillo y econdémico, que asegura la preservacion exitosa de
cultivos fingicos por tiempo prolongado sin que disminuya la
viabilidad de las cepas. Consiste en seleccionar muestras de tejido
desarrollado (esporas o hifas) depositandolas en recipientes con
agua destilada estéril para ser almacenados *->”.

Banco de recursos genéticos

El Plan de Accién Mundial (PAM) para la Conservacién y
la Utilizacién Sostenible de los Recursos Fitogenéticos para la
Agricultura y la Alimentacion (RFAA), propuesto en la Cuarta
Conferencia Técnica Internacional sobre RFAA (1996) y adopta-
do por mas de 150 paises incluyendo a Ecuador, establece como
objetivo aumentar la seguridad alimentaria mundial mediante la
conservacion y la utilizacién sostenible de los recursos fitogenéti-
cos *. Este plan prioriza la conservacion de la diversidad genética
de los recursos que permitan afrontar la crisis alimentaria, medi-
ante la utilizacion de técnicas de conservacion in situ y ex situ del
genoma de especies con potencial genético para la produccién
sostenible. El Departamento Nacional de Recursos Fitogenéti-
cos (DENAREF) lidera el Banco Nacional de Germoplasma del
Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias
(INTAP) del Ecuador, la cual es la institucion publica mas rele-
vante en cuanto al nimero de especies almacenadas en bancos de
germoplasma se refiere en el pais; sin embargo, esta coleccién no
incluye al reino fungi *"*.

Por su parte, el Fungario QCA (M) de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la PUCE ° cuenta con mas de
6 000 ejemplares representados en al menos 40 érdenes y 112 fa-
milias, provenientes de 19 provincias; siendo considerada la col-
eccién mds grande de este tipo en el pais. Ha logrado aumentar
significativamente su nimero de especimenes gracias a dos co-
operaciones internacionales: Con la British Mycological Society
en 1993 y la Universidad de Copenhauge durante los afios 2002 a
2004. El fungario tiene un proyecto estudiantil de accién social en
la Reserva orquideoldgica El Pahuma, donde se han identificado
y recolectado varias especies de hongos, entre las que se encuen-
tra Auricularia spp.

El éxito para el establecimiento de un banco de recursos
genéticos de cualquier cepa fungica se basa en la conservacién de
la pureza, preservacion de la viabilidad y la estabilidad genética
de los tejidos almacenados *.

Seleccidn de cepas de interés

La seleccién de determinadas cepas fungicas para la pro-
duccién de biomasa se realiza a través de una serie de analisis o
ensayos que relacionen los aspectos de mayor relevancia para su
produccién industrial en pro de la obtencién de caracteristicas
de interés. Pruebas de crecimiento micelial *>*°son algunos de los
aspectos a tener en cuenta. Una vez establecida la cepa se procede
a realizar labores de aislamiento e identificacién que ratifiquen la
correcta escogencia del material fungico a reproducir. Ensayos de
reproductibilidad en placas de Petri y la realizacién de cultivos a
pequena escala son métodos de seleccion que permiten eviden-
ciar los factores anteriormente mencionados.

1
Conclusiones

Los bancos de recursos genéticos fingicos o fungarios son
una alternativa para preservar la biodiversidad de hongos del
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Ecuador; constituyéndose como un soporte para la realizacién
de estudios de biologia molecular y aplicaciones industriales. El
éxito para el establecimiento de un banco de recursos genéticos
de Auricularia spp. se basa en la conservacion de la pureza, pre-
servacion de la viabilidad y la estabilidad genética de los tejidos
almacenados. Lo anterior se logra con buenas précticas de iden-
tificacién tanto fenotipica como genotipica, de aislamiento en
medio selectivos para evitar la inhibicién competitiva por otros
microorganismos, de conservaciéon y de almacenamiento de es-
pecies por congelacion, liofilizacion, repique o inmersion en li-
quidos inertes como agua o aceite mineral.
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% Mecanismos de invasion del esporozoito de Plasmodium
en el mosquito vector Anopheles

Mechanisms of invasion from sporozoite of Plasmodium into the mosquito
vector Anopheles

Lilian M. Spencer?, Emiliana Mendoza?, Alberto Louro*

La Malaria o Paludismo es una de las enfermedades tropicales considerada un problema de salud pablica a nivel mundial por la
OMS. Plasmodium es un protozoario cuyo vector es la hembra del mosquito Anopheles. En este vector se cumplen dos procesos
fundamentales en el ciclo de vida del parasito, como son la reproduccion sexual, con la formacién de un cigoto mévil llamado
ooquineto como producto de la fertilizacion entre los gametos; y la invasion del epitelio del estémago y formacion del ooquiste. ElI
estadio producto de esta esporogonia son los esporozoitos (reproduccion asexual) que se dirigen a las glandulas salivales; y es
el infectivo para el mamifero. El esporozoito es el responsable de establecer la enfermedad en su hospedador vertebrado y por
lo tanto los procesos de invasion de este a las glandulas salivales del mosquito es uno de los puntos fundamentales de estudio.
Nosotros presentamos una revision acerca de los mecanismos de invasion del parasito dentro del vector mosquito y las proteinas
mas importantes que median este proceso. Uno de los aspectos mas estudiados en las investigaciones en malaria ha sido deter-
minar la antigenicidad de dichas proteinas en esta parte del ciclo con el fin de ser usadas en el disefio de vacunas. Entre ellas,
algunas de las mas estudiadas son: P230, P48/45, P28, P25, CTRP, CS, TRAP, WARP y SOAP las cuales han sido consideradas en
las estrategias para inhibir el desarrollo del pardsito, mejor conocidas como vacunas de blogueo de trasmisién por el vector. Por
lo tanto, presentamos algunas de las estrategias en el disefio de vacunas, basado en las proteinas implicadas en los estadios
desarrollados dentro del vector.

Palabras clave: Plasmodium, invasion, esporozoito, vacuna.

ABSTRACT

Malaria is a tropical disease considered a public health problem worldwide by WHO. Plasmodium is a protozoan whose vector
is the female Anopheles mosquito. This vector has two fundamental processes in the life cycle of the parasite, such as sexual
reproduction, with the formation of a mobile zygote called ookinete, product of fertilization between gametes and then invade the
lining of the stomach and form the oocyst. The product of this sporogonic stage are sporozoites (asexual reproduction) that target
the salivary glands, which is infective for the mammal. The sporozoite is responsible for establishing the disease in the vertebrate
host and therefore the processes by which this invasion of the salivary glands of the mosquito take place are one of the key points
of study. We present a review of the mechanisms of invasion of the parasite within the mosquito vector and the most important
proteins that mediate this process. The most studied aspect in malaria research was to determine the antigenicity of such proteins
in this part of the cycle in order for them to be used in vaccine design. Including some of the most studied, they are: P230, P48 /
45, P28, P25, CTRP, CS, TRAP, WARP and SOAP, which have been considered in strategies to inhibit the development of the para-
site, which is better known as blocking transmission vaccines by the vector. Therefore, we present some strategies in designing
vaccines based on proteins involved in developed stages within the vector.

Key words: Plasmodium, invasion, sporozoite, vaccine.

I — responsable de la mayoria de las muertes en humanos.!
Introduccion Recientemente P. knowlesis, un Plasmodium de prima-
tes, ha sido determinado como una nueva especie que
es causante de la malaria en el hombre por un proceso
de zoonosis.?

La malaria o paludismo es una enfermedad infec-
ciosa transmitida por la hembra del mosquito Anophe-
les. Cinco especies de Plasmodium infectan humanos, o ) )
entre ellos, tres causan la enfermedad grave provocan- La Organizacién Mundial de la. Salud (OMS) esti-
do fiebres intermitentes pero pocas veces de manera Maque cada afio entre 300 y 500 millones de personas
fatal, y son Plasmodium vivax, P. ovale, P. knowlensi, P SO1 infectadas por malaria a nivel mundial y se produ-
malariae y P. falciparum. Esta tltima especie es lamas ~ cen de 1,5a 2,7 millones de muertes de todas las edades
agresiva en relacion a las manifestaciones clinicas y es ~ POr afio a causa de esta enfermedad.
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E1 90 % de las muertes se concentra en Africa, afectando es-
pecialmente a nifios menores de 5 afios y mujeres embarazadas.
Se considera que la mitad de la poblacién mundial esta en riesgo
de contraer la enfermedad, abarcando principalmente dreas en
Africa, Asia y América del Sur.?

La Oficina Panamericana de Salud (OPS) ha reportado que en
las Américas se ha reducido en un 79 % la mortalidad por malaria o
paludismo entre 2000 y el 2014; y solo 2 paises de los 21 en América
Latina siguen reportando aumentos en el nimero total de casos >.

El ciclo bioldgico de Plasmodium comienza en la fase sexual
(esporogonia) cuando el mosquito Anopheles se infecta al ingerir
sangre infectada de una persona que tiene los parasitos sexual-
mente diferenciados en gametocitos. En el estémago del mosqui-
to los microgrametocitos comienzan un proceso de exflagelacién
originando formas flageladas méviles (microgametos); mientras
que los macrogametocitos maduran y se transforman en macro-
gametos que son fecundados por los microgametos originando
un cigoto. El cigoto se transforma en ooquineto (cigoto movil).
Este penetra la pared del estomago del mosquito pasando por el
epitelio del estdmago hasta llegar a la ldmina basal; alli crece y
forma un ooquiste, para luego dar origen a los esporozoitos.*>$

Los esporozoitos entran en la hemolinfa, en la cavidad del mos-
quito, hasta invadir las glandulas salivales donde permanecen hasta
ser inoculados, con la saliva, en la piel del hospedador mamifero.®

En P. vivax y P. ovale se da una fase latente llamada hipno-
zoito. Estos elementos son la causa de las recaidas tardias, que se
presentan en infecciones por estas especies.**

Los merozoitos penetran en los eritrocitos formando los
trofozoitos, y cuando el nucleo del trofozoito tardio se divide en
varios fragmentos (esquizogonia eritrocitica) se constituye un
esquizonte. Luego de que culmina el proceso de maduracion se
produce la rotura del eritrocito y se liberan los merozoitos en el
torrente sanguineo. Esta fase del parasito invade de nuevo otros
eritrocitos y se contintia desarrollando la esquizogonia eritroci-
tica.>*” En la Fig. 1 estd representado el ciclo de vida del Plasmo-
dium y su transmision por el mosquito Anopheles.

La etapa de desarrollo del parasito en el hombre (esquizogo-
nia hepdtica) comienza con una fase pre-eritrocitica, donde los
esporozoitos pasan al torrente circulatorio después de ser inocu-
lado por el mosquito Anopheles. De alli pasan a las células paren-
quimatosas hepdticas donde crecen y se multiplican por esquizo-

Eritrocitos

maduros

Esquizantes
inmaduros

Mecanismos de invasion del esporozoito de Plasmodium en el mosquito vector Anopheles
Mechanisms of invasion from sporozoite of Plasmodium into the mosquito vector Anopheles
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Esquizontes

gonia (reproduccion sexual) y dan lugar al esquizonte hepatico o
criptozoico (esquizogonia primaria exoeritrocitica). Este madura
y sufre ruptura, liberando merozoitos tisulares, los cuales luego
invaden los globulos rojos (eritrocitos).

En el mosquito vector las formas méviles (esporozoito y oo-
quineto) del parasito Plasmodium contienen organelos secretores
especializados (micronemas) en su extremo apical (complejo api-
cal). Estas formas y las no moéviles (gametos y ooquistes) secretan
una variedad de proteinas durante la fase sexual que juegan un
papel importante en el proceso de fertilizacion, el reconocimiento
dela célula hospedadora y en los distintos mecanismos de despla-
zamiento de dicho parasito.*’

Las proteinas mds importantes y/o estudiadas durante el
proceso de invasion son: P16 y P27, expresadas principalmen-
te durante la gametogénesis; P230 y P48/45 expresadas durante
el proceso de fertilizacion y diferenciacion del cigoto; Proteina
Quinasa Dependiente de Calcio (CDPK4), P25 y P28, Quitinasa,
Proteina Relacionada a TRAP y a la Circunsporozoito (CTRP),
Proteina Relacionada al dominio del factor A de Von Willebrand
(WARP) y Proteina Adhesiva Secretada por Ooquinetos (SOAP),
que estan presentes en la post-fertilizacion y que son importantes
para el proceso de invasion por parte del ooquineto mévil, en los
tejidos que incluye el epitelio del estdmago del mosquito. Luego
de la formacion del ooquiste, se expresan proteinas como la Pro-
teina Circunsporozoitica (CSP), Proteina Anénima Relacionada
con la Trombospondina (TRAP), Membrana Apical Antigeno/
Unida al Eritrocito (MAEBL), Proteina trompospondina (TRSP)
y Proteina de los micronemas del esporozoito para el transito ce-
lular (SPECT), que son esenciales para la motilidad del esporo-
zoito y su invasion a las glandulas salivales.

Actualmente muchas investigaciones han orientado su inte-
rés en el estudio del desarrollo de Plasmodium en el mosquito, ya
que implica interacciones significativas del parasito con las dis-
tintas células hospedadoras. Aunque todavia queda mucho por
descubrir, el conocimiento actual de la biologia del desarrollo
esporogonico en el vector ha demostrado ser ttil en el disefio de
vacunas experimentales utilizando los distintos antigenos antes
mencionados.!®!! Por lo tanto, la identificaciéon de dichas molé-
culas dianas podrian conducir al desarrollo de nuevas y eficaces
vacunas de bloqueo de transmision y de esta manera prevenir o
disminuir la expansion de poblaciones de parasitos.'>'?

Mosquito
vector

Esporozoitos "4 =
‘ff-ﬁ L -‘:

- T

Esquizontes
en sangre

Fig. 1. Ciclo de vida de Plasmodium y su transmisién por el mosquito hembra Anopheles.
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Desarrollo de Plasmodium en el vector mosquito
Anopheles

La fase sexual constituye un proceso obligado en el ciclo de
vida del pardsito y es requerido para su transmisién entre los dos
hospedadores, vertebrado e invertebrado (mosquito). La etapa se
desarrolla desde la formacion de los gametocitos en la sangre del
vertebrado, que son succionados por el mosquito, hasta la for-
macion de los esporozoitos luego de que invaden las glandulas
salivales, para ser inoculados de nuevo en el hospedador humano,
completandose de esta manera el proceso de esporogonia.’?

El desarrollo de la gametogéneis es clasificado en 5 etapas
morfologicas™, establecidas como etapas I, II, IIL, IV y V; el ini-
cio de la etapa I no se diferencia morfolégicamente del trofozoito
asexual, el cambio distinguible ocurre al finalizar la etapa II, con
la formacién de una pelicula compleja que consiste en la mem-
brana subpelicular de la vacuola, sostenido por una matriz de
microtubulos orientados longitudinalmente que le provee estabi-
lidad. Esta membrana desaparece en la etapa V.'>'¢ Otras caracte-
risticas especificas de los gametocitos es la presencia de cuerpos
osmiofilicos (CO), que son organelos secretores especificos de
gametocitos ubicados en el limite de dicha membrana.

Los gametocitos se diferencian en dos tipos: micro y macro-
gametocitos, que en el estémago del mosquito se forman 8 micro-
gametos contra un macrogameto. El sexo de estos es establecido
en el esquizonte involucrado'”', y la proporcién de género es
sesgada, formandose uno masculino en relacién a 5 gametocitos
femeninos. Los gametocitos en etapa V son liberados en la sangre
periférica'®*?' y sélo se vuelven maduros para diferenciarse en
gametos y ser tomados por los mosquitos después de 2 o 3 dias de
circulacion periférica.”»*

Cuando el mosquito Anopheles hembra succiona la sangre de
un humano infectado, los gametocitos maduros son succionados
llegando al estémago de dicho mosquito. En este punto los game-
tocitos reciben sefales ambientales, implicando grandes cambios,
para iniciar la diferenciaciéon en gametos. En sélo 10 minutos am-
bos gametocitos, masculino y femenino, disgregan la membrana
eritrocitica, probablemente debido a la liberacién de sustancias que
activan esto, quedando libres en el estémago. En este periodo, el
macrogametocito se forma en un gameto haploide no mévil, mien-
tras que el microgametocito replica su genoma 3 veces, pasando de
haploide a octaploide**?, y produciendo 8 flagelos, pasando por un
proceso llamado exflagelacion. Estos microgametos exflagelados se
adhieren normalmente a eritrocitos vecinos que se encuentran en
el lamen del estémago del vector, y son ocultos dentro de rosetas,
formando lo que se denominan centros de exflagelacion.'®*

Los factores criticos medioambientales que activan la exfla-
gelacion son: un descenso de la temperatura de aproximadamen-
te 5 °C, que ocurre cuando el parasito pasa del hospedador ver-
tebrado homeotérmico al mosquito vector poiquilotérmico'®*
y un incremento de pH, probablemente mediado por la via de
bicarbonato, que cambia de 7.4, en la sangre, a 8.3 en el estomago
del mosquito.'*” Ademas de la presencia de 4cido xanturénico,
molécula derivada sintetizada en el mosquito.***! Luego de que el
microgamento emerge, se separa del cuerpo residual y esta libre,
moviéndose en forma sinosoidal®, para encontrar un macroga-
metocito y que ocurra la fertilizacién como reproduccién sexual
del parasito.'®

La fusion de los gametos es seguida por la meiosis, y el cigoto
se convierte en tetraploide.”* Durante las siguientes 24 horas, el
cigoto se transforma en ooquineto, marcando asi el final de la fase
sexual del Plasmodium.** El ooquineto es alargado, mévil y posee
un complejo apical, lo que le permite romper y atravesar el epite-
lio del estdmago, antes de establecerse entre el epitelio y la lamina
basal. Este complejo se forma por organelos secretores llamados
micronemas que contienen proteinas (CTRP, WARP, CS, SOAP y
TRAP), las cuales estan implicadas en la motilidad, en la difusién
a través del tejido y en la invasion.”® El ooquineto es considerado
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un estadio clave del ciclo de vida del parasito, debido a que existe
una estrategia de éxito baja para la formacion del proximo estadio
de ooquiste; por lo que deben de desarrollarse gran nimero de
ooquinetos para aumentar la probabilidad de éxito de la forma-
cion del ooquiste.'s**

Cuando el ooquineto sale de la célula epitelial se enfrenta al
medio ambiente del hemocele, donde el reconocimiento por los
receptores inmunes pueden desencadenar un proceso de enquis-
tamiento, rapido y efectivo en la superficie de los parasitos que
estan expuestos.” Los parasitos que no murieron por este proceso
contintian hasta llegar a la ldmina basal, donde la interaccién con
dicha lamina parece inhibir la motilidad “gliding” (migracién).
El ooquineto inicia la transformacién a una forma replicativa y
trofica, llamado ooquiste.®

El ooquiste adquiere forma esférica ya que pierde el comple-
jo apical y las capas peliculares internas.* Dentro de la diferencia-
cion celular, el reticulo endoplasmatico (ER) y el aparato de Golgi
se expanden significativamente. El nuicleo poliploide original se
divide aproximadamente una vez cada dia, de tal manera que des-
pués de 12-18 dias, existen de 2000 a 8000 nucleos haploides en
el ooquiste. A medida que crece, este segrega una pared promi-
nente amorfa que lo separa del epitelio estomacal y que recubre la
ldmina basal. El intercambio de nutrientes ocurre a través de esta
pared, que supuestamente contiene abundantes proteinas tras-
glutaminasas.”” Los defectos en la gametogénesis, fertilizacion,
formacion del ooquineto, motilidad del ooquineto, el proceso de
atravesar la célula epitelial del vector y el desarrollo del ooquis-
te, lleva a una reduccién en el numero de ooquistes maduros. El
desarrollo de dichos ooquistes dura aproximadamente de 10 a 12
dias. El ooquiste es la tinica etapa de desarrollo del parasito que es
extracelular del ciclo de vida del parasito.”

Luego de la divisién nuclear, el citoplasma de la célula co-
mienza a subdividirse por la expansion del espacio cisternal del
Reticulo Endoplasmatico, y las células hijas (los esporozoitos) se
desarrollan en la superficie de la célula, pasando por un proceso
previo de particién en compartimientos llamado esporoblastos.
Los esporozoitos en desarrollo salen del esporoblasto en un pro-
ceso que envuelve la movilizaciéon del nicleo y otros organelos
celulares en cada esporozoito involucrado.?®

Luego de que la maduracidén de los esporozoitos se completa,
millones de estos seran liberados del ooquiste cuando este estalle,
en la hemolinfa del mosquito. Atin no se sabe si el estallido del
ooquiste ocurre debido a la ruptura pasiva de la pared celular o
por la activa degradacién mediado por el esporozoito.”

Migracion e invasion del esporozoito a las glandulas
salivales

Los esporozoitos adquieren motilidad antes de ser liberados
del ooquiste. Varias investigaciones han determinado que la mo-
tilidad de deslizamiento y la invasiéon de la célula hospedadora
por los esporozoitos y otras etapas invasivas son impulsadas por
un motor de actina-miosina situado entre la membrana plasmati-
ca del parasito y su citoesqueleto.

Luego de la liberacién de los esporozoitos en el hemocele,
estos son transportados por la circulacion de la hemolinfa a todos
los tejidos del mosquito. Los esporozoitos en el hemocele even-
tualmente pasan por la ldmina basal de las glandulas salivales del
mosquito. Durante este encuentro los ligandos de los parasitos
reconocen receptores especificos que permiten que el esporozoito
se adhiera a la ldmina basal de las glandulas salivales y no a nin-
gun otro tejido del mosquito.” Los esporozoitos adheridos rom-
pen la lamina basal e invaden las células acinares secretoras de las
glandulas salivales a través de su membrana plasmatica basal.®’
La invasion se cree que ocurre en una membrana vacuolar de la
célula hospedadora y no por la disrupcién de la membrana plas-
matica. La existencia de esta vacuola es breve y s6lo acompaiia al
esporozoito a través del citoplasma de las células acinares.*
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Finalmente, los esporozoitos salen de la vacuola transitoria a
medida que emergen de la parte apical de la membrana plasmatica
dela célula acinar en el conducto de la glandula salival.*’ Se han iden-
tificado gran cantidad de ligandos del parésito que son necesarios
para la unidn inicial de los esporozoitos a las glandulas salivales.

El primer estudio que mostr6 patrones de migracién y mo-
tilidad de esporozoitos de P. berghei dentro de las glandulas sali-
vales del mosquito in vivo, fue el de Frischknecht y colaboradores
en el 2004."

Enla Fig. 2, se muestra el desarrollo completo del parasito en
el mosquito vector y las principales proteinas implicadas y con-
sideradas de importantes en el disefio de las vacunas de bloqueo
de trasmision.

El desarrollo del ciclo de vida en el mosquito comienza cuan-
do el mosquito hembra ingiere sangre de un vertebrado infectado
de malaria. Poco después, los parasitos ingeridos en forma de ga-
metocitos, se convierten en gametos masculinos y femeninos ocu-
rriendo la fertilizacion para formar los zigotos transformandose en
un ooquineto moévil que se ubica en la membrana basal del epitelio
intestinal formandose el ooquiste. Inmediato a esto, ocurre la di-
vision multinuclear, seguido de la divisiéon de membrana y la libe-
racién de miles de esporozoitos haploides que atraviesan la matriz
peritrofica del epitelio y salen a la hemolinfa. Luego estos invaden
las células epiteliales de las glandulas salivales, lograndolo a través
de vacuolas que se forman alrededor de los esporozoitos para atra-
vesar la célula y asi entrar a la cavidad secretoria de la gldandula.
Se indican las principales proteinas en los diferentes estadios de
invasion que ocurren en el mosquito, las cuales son consideradas
antigenos candidatos en el diseflo de vacunas.

Principales proteinas expresadas e involucradas
en el desarrollo del parasito en el vector mosquito

Las primeras proteinas de la fase sexual fueron descubiertas
en 1983 mediante el marcaje de la superficie de los cigotos con
radioisotopos, lo que resultd en la identificacion de 4 proteinas,

Vector de transmision
(hembra Anopheles sp.)

HEMOCELE

Ooquineto de la membrana
basal del epitelic del tubo
digestivo medio

Epitelio del tubo

digestive medio Ooquiste
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Pfs25, Pfs41, Pfs48/45 y Pfs230.2*34434 Las proteinas Pfs230 y
Pfs48/45 son co-expresadas en asociacién con la superficie de los
gametocitos, comenzando a mds tardar de la etapa II de la ga-
metogénesis, antes de que la fertilizacion se haya completado.*”*

Pero antes de que se expresen dichas proteinas, pertenecien-
tes a esta superfamilia, se expresa la Pfs16. Esta proteina es sinte-
tizada durante la gametocitogénesis, en gametocitos femeninos y
masculinos, y se localiza en la membrana de la vacuola parasitd-
fora de los parasitos.**

Por otro lado, la proteina Pfs230 ha sido estudiada en deta-
lle. Los gametocitos de ambos sexos (masculino y femenino) ex-
presan una proteina precursora de 363 kDa, que posteriormente
sufre protedlisis formandose una proteina de 310 kDa, que hace
referencia a la Pfs en P, falciparum porque fue descrita original-
mente como una proteina de 230 kDa.'® Este proceso de prote6li-
sis ocurre durante la activacion de gametocitos y puede ser inhi-
bido por un inhibidor de proteasas®** que demuestra bloquear la
exflagelacion dejando al microgameto inmévil. >

La Pfs230 media la unién de los gametocitos masculinos
emergentes a los eritrocitos durante la formacion de los centros
de exflagelacion, siendo caracterizada como una proteina de ad-
hesion.'***

La proteina Pfs48/45, que consiste en dos polipéptidos con
pesos de 48 y 45 kDa respectivamente, es expresada en la super-
ficie de gametocitos maduros y gametos femeninos y masculinos
de P, falciparum y P. berghei, siendo detectada desde el dia 2 de
la gametocitogénesis y en la fertilizacion."® La falta de la proteina
Pbs48/45 no afecta la fertilidad en gametos femeninos, sino la de
los microgametos y en consecuencia, también la produccién de
oooquinetos y ooquistes.

También se han identificado proteinas quinasas, como la
proteina quinasa dependiente de calcio (CDPK4), expresada ma-
yormente en gametocitos masculinos y esta involucrada en la se-
falizacion y regulacion de la fase sexual.”®

Proceso de transcitosis en la célula epitelial
de la glandula salival
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Fig. 2. Migracion e invasion del Plasmodium en el mosquito vector.
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Las P25 y P28 son las proteinas mas predominantes en la
superficie de cigotos, ooquinetos y hasta en el ooquiste, y son
muy similares entre parasitos de malaria en roedores, aves y hu-
manos.**>**%' Ambas proteinas estan adheridas a la superficie del
ooquineto por el glicosil fosfatidil inositol (GPI) de anclaje®?, y
comparten un patroén de expresion similar, estando una adjacente
ala otra en el genoma.*

También se ha observado que estas proteinas participan en
la interaccion de la lamina basal, mediada principalmente por la
laminina, con el ooquiste. Al parecer, esta interaccién induce la
transformacioén del ooquineto mévil a un ooquiste sésil, y se cree
que dicha transformacion es desencadenada por las dos proteina
(P25 y P28) que se unen e interactiian con la laminina para la
transformacion del ooquineto.**

Los investigadores han caracterizado cuatro proteinas pro-
venientes de micronemas en los ooquinetos: la Quitinasa (pcthl)
la cual estd presente en todas las especies de Plasmodium, la pro-
teina relacionada al dominio del factor A de Von Willebrand (si-
glas en inglés: WARP) y la proteina adhesiva secretada por ooqui-
netos (siglas en inglés: SOAP), las cuales son proteinas solubles;
mientras que la proteina relacionada a TRAP y a la circunsporo-
zoito (siglas en inglés: CTRP) estd asociada a la membrana del
parasito.®

La proteina CTRP es sintetizada 10 horas luego de la fer-
tilizacién, cuando el cigoto se transforma en el ooquineto. Esta
proteina tiene dominios con funcién adhesiva entre célula-célula
y célula-matriz peritrofica, por lo que juega un rol importante en
la motilidad y estabilidad del ooquineto para invadir las células
epiteliales del estomago.®**

La proteina WARP es expresada en la etapa final del desarro-
llo del oquinento y a principios del ooquiste®<, y ha sido identi-
ficada en P. berghei, P. falciparum y P. vivax. Varios estudios han
sugerido que WARP juega un rol importante en la adhesién. Du-
rante la invasion del estomago del mosquito, esta proteina puede
mediar el apego del ooquineto al estdmago, y durante la diferen-
ciacién de ooquineto a ooquiste puede mediar la interacciéon con
la membrana basal del mosquito®*¢. Igualmente, estd la proteina
SOAP, que es expresada en la misma etapa que WARP, es prin-
cipalmente requerida para la invasién del estémago y parece in-
teractuar con la ldmina basal, al igual que las proteinas P25/28 y
CTRR67,68,69

A nivel de las glandulas salivales las proteinas circumsporo-
zoita (CS) y la anonima relacionada a trombospondina (TRAP)
son dos de las mas estudiadas en el parasito y consideradas en el
disenio de una vacuna. Estas proteinas han sido identificadas en
todas las especies de Plasmodium 537077273

La CS es una proteina de membrana anclada a GPI de 60
kDa que cubre toda la superficie del esporozoito. La expresion
de esta proteina comienza a principios de la fase del ooquiste,
mostrando un pico cuando el esporozoito se encuentra en las
glandulas salivales. Estudios han revelado que esta proteina estd
involucrada principalmente en el proceso de citoquinesis durante
la formacién del esporozoito, en el proceso de salida del ooquiste,
en la motilidad “gliding” (secretada en el polo anterior) y en la
invasion del esporozoito a las glandulas salivales.>***"*”> La pro-
teina TRAP, estd localizada en la superficie del esporozoito, y la
expresion comienza en la etapa tardia del ooquiste, luego de que
se completa la morfogénesis del esporozoito. Varios estudios han
demostrado que TRAP es importante para la motilidad y la inva-
sién de las glandulas salivales.”””

También existen otras proteinas como MAEBL, AMA-1 y
SPECT que estan presentes en la superficie del esporozoito du-
rante la invasién de las glandulas salivales pero, no parecen ser
fundamentales para la invasién, atribuyéndoles funciones en
otras fases del desarrollo del esporozoito (invasion del hepatocito
y eritrocito).”®”
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Vacunas de bloqueo de trasmision

Lainmunidad para generar el bloqueo de la transmision para
el control de la malaria fue reportado por primera vez en 1976
por Gwadz; y por Carter y Chert en Plasmodium gallinaceum de
la malaria aviar.®*%! Estudios posteriores para el bloqueo de trans-
mision fueron confirmando que los inmundgenos estaban pre-
sentes en la superficie de los gametos masculinos y femeninos y
en los oooquinetos que invaden el estémago del mosquito.*?

Las vacunas de bloqueo de transmisiéon (VBT) estan disefia-
das para interrumpir la transmision de la enfermedad y se basan
en la produccion de anticuerpos contra antigenos de la fase se-
xual del parasito y otras proteinas que se desarrollan en el mos-
quito, impidiendo asi la infeccion de los mosquitos vectores.®* Los
anticuerpos generados por el hospedador vertebrado contra los
gametocitos bloqueardn la fertilizacion y los anticuerpos contra
los ooquinetos bloqueardn el paso a través del estomago. Tedri-
camente, este tipo de vacunas podrian reducir la prevalencia de
la morbilidad y mortalidad por malaria en areas endémicas e in-
cluso contribuir a la erradicacion de esta parasitosis en areas de
baja transmision.®#

En este tipo de vacunas, una persona que tenga anticuerpos
contra antigenos de la fase sexual no estarian protegidos contra la
infeccion de la malaria, pero impediria que el parasito se trans-
mitiera del mosquito al humano y luego al mosquito nuevamente.
Este tipo de vacuna se considera “altruista’, justamente porque la
persona vacunada no se beneficia directamente ni estd protegida,
pero puede proteger a la comunidad circundante al disminuir la
posibilidad de transmisién en el vector.®

Las principales proteinas propuestas como candidatas de
VBT pueden dividirse en dos categorias: (1) Antigenos expresa-
dos en gametocitos y gametos, como la P48/45 y P230, en donde
la inmunidad es impulsada naturalmente por la infeccidn, y (2)
antigenos expresados en la fase de gametos, cigotos y oooquine-
tos en el vector mosquito, incluyendo la P25 y la P28, que nunca
se manifiestan en el hospedador humano.*¢

También se ha demostrado que anticuerpos contra proteinas
expresadas en los oooquinetos, como las WARP y CTRP, tienen
importante actividad bloqueadora de transmision, sugiriendo
que estas también se incluyen como candidatas para desarrollar
las VBT.%*%%%7 Ademds, estas dos proteinas estdn presentes du-
rante el desarrollo del parasito en el mosquito, son consideradas
candidatas para vacunas preeritrociticas. Estas proteinas que tie-
nen alta efectividad, por proporcionar una inmunidad estéril, son
consideradas como vacunas que también interrumpen la trans-
mision del parasito.®®

Por otra parte, las proteinas CS tienen una regién central
repetida que genera la respuesta de anticuerpos mediante expo-
sicién natural o por vacunacion.**° Esta proteina junto con la
TRAP son de gran importancia como candidatas a vacuna, por el
hecho de que animales y humanos inmunizados con esporozoitos
atenuados por irradiacidn presentaban titulos altos de anticuer-
pos contra estas proteinas. Sin embargo, para este efecto era ne-
cesario titulos mas altos de anticuerpos.® Pero la mayoria de los
ensayo de vacunas basados en estos dos antigenos, por si solos,
han dado resultados no satisfactorios.”*

En los ultimos afios, los resultados mas exitosos con las va-
cunas de malaria, se han obtenido al combinar antigenos pro-
venientes diferentes etapas de desarrollo del pardsito.* Una de
estas es la RTS que ha sido la primera vacuna contra la malaria
que ha demostrado niveles significativos de proteccion clinica en
ensayos de campo. Esta vacuna consiste en una molécula hibrida
compuesta por la region repetida de los epitopos de células T (T)
de la CS junto con el antigeno de superficie de la hepatitis B (S)
en forma de una matriz.’*' Sin embargo, no protege por comple-
to (100 %), por lo que no es una vacuna ideal para erradicar la
enfermedad.
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Mechanisms of invasion from sporozoite of Plasmodium into the mosquito vector Anopheles

Tomando en cuenta los ensayos de disefio de vacunas an-
ti-maldaricas, las VBT presentan dificultades por no alcanzar ni-
veles 6ptimos de cobertura al vacunar tanto adultos, como en
ninos.®%

1
Conclusiones

La etapa sexual como parte del ciclo de vida de Plasmodium
constituye un proceso clave para la sobrevivencia del parasito, ya
que generara el estadio infeccioso (esporozoito) para el hospeda-
dor vertebrado y varias proteinas de superficie intervienen en la
invasion del pardsito en el mosquito vector, presentandose des-
de la pre-fertilizacion (P230, P48/45), pasando por la formacién
del cigoto y el oooquineto (CDPK4, P25 y P28, Quitinasa como
MAPK-2) para luego invadir el epitelio del estdémago (CTRP,
WARP y SOAP), formandose el ooquiste y por ultimo los esporo-
zoitos que invaden las glandulas salivales (CS, TRAP y SPECT).
El estudio de estas proteinas es importante, ya que varias de ellas
(P230, P48/45, P25 y P28) son consideradas candidatas para el
desarrollo de VBT vy otras para el desarrollo de vacunas pre-eri-
trociticas (CS, TRAP), por ser proteinas inmunogénicas que per-
miten disminuir la dispersion de la malaria en zonas endémicas.

El conocimiento de las proteinas antigénicas en los diferen-
tes estadios del parasito, tanto en el vector como en el humano,
son consideradas para el desarrollo de una estrategia exitosa de
una vacuna. Lo que proponen los investigadores es una vacuna
multi-antigénica con proteinas provenientes de la etapa sexual,
de la pre-eritrocitica y de la eritrocitica; y de esta manera lograr
aminorar los niveles de la infectividad de malaria en zonas con
alto riesgo de padecerla.

Otro aspecto a considerar para la lucha contra la malaria es
la quimioterapia aplicada para la cura de la enfermedad. La OMS/
OPS recomiendan el uso de Cloroquina como tratamiento en la
mayoria de los paises con infecciones con P. vivax. Sin embargo,
para P, falciparum se ha reportado una alta resistencia en zonas
endémicas a la cloroquina, por lo que la OMS/OPS recomienda
una terapia de combinacién basada en la Artemisinina, como tra-
tamiento principal contra este pardsito 2.

Finalmente no debemos olvidar la profilaxis para esta en-
fermedad. Las medidas preventivas recomendadas son: el uso de
mosquiteros impregnados con insecticida, usar ropa adecuada
como pantalones largos y camisas manga larga en dreas endémi-
cas y rociado interno residual de los insecticidas en las zonas de
trasmision de malaria; para disminuir el riesgo de las picaduras
de los mosquitos infectados.
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NEWS AND VIEWS

El volcan Chimborazo “El Coloso de los Andes”

The Volcano Chimborazo “The Colossus of the Andes”

Dario Felix Castro lzurieta
Yachay Tech University, Urcuqui. Ecuador

Por muchos afios se penso que el Monte Everest localizado en Nepal podia ser considerado como el punto mas alto del mundo en
todo sentido; sin embargo, un estudio realizado por el Instituto Geografico Militar del Ecuador (IGM) con ayuda del Instituto Francés
de Investigacion para el Desarrollo (IRD), el cual consisti6 en realizar nuevas mediciones considerando el centro de la Tierra como
referencia, arrojaron que el volcan Chimborazo es el punto més alto del planeta superando al Everest por un margen de alrededor
de dos kilometros. Gracias a estos nuevos datos relevantes, el volcan Chimborazo ha hecho eco alrededor del mundo siendo un
atractivo para cientificos y curiosos en general interesados en saber un poco mas sobre la geologia y la biologia del lugar.

Palabras clave: Chimborazo, Everest, planeta, monte, volcan.

ABSTRACTS

For many years it was thought that the Mount Everest located in Nepal could be considered to be the highest point of the world
in any sense; nevertheless, a study realized by the Military Geographical Institute of the Ecuador (IGM) with help of the French
Institute of Investigation for the Development (IRD) which consisted of realizing new measurements considering the center of the
Earth to be a reference throwing that the volcano Chimborazo is the highest point of the planet overcoming the Everest for a margin
of about two kilometers. Thanks to this new excellent information, the volcano Chimborazo has done echo about the world being
an attraction for scientific and curious in general been interesting in knowing a little more on the geology and the local biology.

Key words: Chimborazo, Everest, planet, mount, volcano.

Introduccion

El volcan Chimborazo estd ubicado en la provin-
cia que lleva su nombre a unos 150 kilémetros al sur
de Quito, capital de Ecuador, posee una altura desde el
nivel del mar de 6268 metros, dandole asi la categoria
de ser el Volcan mas alto de la Cordillera Real. Se esti-
ma que la ultima erupcién de este coloso se dio entre el
siglo V' y el siglo VII y en un andlisis de promedio, por
estudios de las dltimas erupciones, existe un intervalo
de tiempo eruptivo de mil aos, siendo considerado un
volcan potencialmente activo y un riesgo para las zonas
pobladas alrededor de este como Riobamba y Amba-
to'. 8 (Fig.1)

Para la conmemoracién de los 280 afios de la
primera mision geodésica al volcan, la cual consistio
en una delegacién de cientificos de la Academia de
Ciencias de Paris que tenfan como objetivo completar
datos para determinar la forma de la Tierra’, se orga-
nizé un ascenso a la cubre del Chimborazo donde se
realiz6 la medicion mediante el sistema global de nave-
gacion por satélite siendo sus siglas en inglés GNSS en
la cual se logré determinar que este volcan es el pun-
to mas alejado del centro de la Tierra con un radio de
6384,4 kilometros y con una precision de mas - menos
tres metros, siendo este valor mayor a los registrados
por el volcan Huascaran de Peru y el Monte Everest de
Nepal adjudicandose el titulo del pico mas alto con res-
pecto al centro de la Tierra® (Fig .2)
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Fig. 1. Vicufia (Vicugna vicugna) or vicugna is wild South
American camelid, which live in the high alpine areas of the
Andes. It is a relative of the llama. It is understood that the
Inca valued vicufias for their wool. The vicufia is the national
animal of Ecuador, Peru and Bolivia. The photo was taken on
the road through the Andes near the inactive stratovolcano
Chimborazo, in the Cordillera Occidental of the Andes. Photo
taken on: August 06th, 2012 © Xura | Dreamstime.com -

Esta diferencia de altura entre el volcan Chimbo-
razo y el Monte Everest se debe a la forma de la tierra
puesto que en la regién ecuatorial se ensancha au-
mentando su radio, siendo asi esta zona la mds cerca
al espacio. Por esta razén el Chimborazo presenta una
diferencia de 1.8 kilémetros en relacion al Everest pro-
claméndose asi el punto mas alejado del centro de la
Tierra; sin embargo, si se realiza la medicion desde el
nivel del mar el Monte Everest sigue siendo la cumbre
mas alta del planeta®.
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Fig. 2. Imagen comparativa entre el Monte Everest y el Chimborazo. (Longas, H. (10.04.2016). El volcan Chimborazo le quita un récord al Everest. El Pais,

Ecuador.

Fuente: Instituto Geografico Militar de Ecuador. HEBER LONGAS/EI PAIS. Disponible desde: http://elpais.com/elpais/2016/04/06/ciencia/1459968044 _

919086.html)

El volcdn Chimborazo es un relevante casquete glaciar que
se encuentra conformado por una cupula somital que es una es-
tructura con forma de domo que se proyecta hacia arriba desde el
cuerpo principal y 16 lenguas glaciares (forman parte del glacial,
pero discurren por gravedad a lo largo de un valle)' sin embargo,
en estas ultimas décadas se ha podido observar una regresion del
glaciar generando un impacto negativo ambiental sobre diferen-
tes poblaciones del sector*.

Los deshielos de estos glaciares han permitido la observa-
cién y reconocimiento de estructuras volcanicas que antes per-
manecian ocultas, hecho que ha despertado el interés de nuevos
estudios geoldgicos en el lugar. El agua proveniente de estos des-
hielos son el inicio de importantes sistemas fluviales como el rio
Mocha, el rio Chimborazo y el rio Ambato que son afluentes del
rio Pastaza que se dirige hasta el Amazonas*.

En este volcan tenemos la Reserva de Produccién Faunistica
Chimborazo creada el 26 de octubre de 1987, esta reserva se
encuentra compartida por las provincias de Chimborazo, Bolivar
y Tungurahua teniendo una extension total de 58560 hectareas
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con una altura que varia desde los 3800 a los 6310 metros sobre el
nivel del mar. Tiene como objetivo preponderar los ecosistemas
dominantes como el paramo y la puna, ademds de precautelar el
desarrollo del habitat de los camélidos endémicos como es el caso
de la vicuiia, la llama y la alpaca que son consideradas especies
ligadas a la identidad cultural de la zona®.

Dentro del ecosistema que encierra esta gran reserva ecoldgica
se destaca su relativa aridez que actda atrapando la humedad
proveniente de los vientos occidentales, siendo un lugar con muy
poca presencia de precipitaciones, por lo tanto el suelo actiia como
una esponja facilitando acumulacién del agua y permitiendo
el crecimiento de una gran diversidad de plantas herbaceas
autdctonas del padramo como es el caso de la paja de paramo (Stipa
ichu), fachag (Bidens andicola), chuquiragua o flor del andinista
(Chugquiraga jussieui), las orejas de conejo (Stachys lanata), el ro-
merillo (Hipericum laricifolium), el sunfo (Clinopodium nubigenum
Kuntze) y el ashpachocho (Lupinus pubescens); también, existen
arboles como el kishwuar (Buddleja incana) y arboles de papel
(Polylepis) que se encuentran formando pequefos bosques®.
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Dentro de la flora de tipo herbacea podemos resaltar a la
cola de caballo (Equisetum arvense) que posee propiedades hepa-
toprotectoras por la escision del metanol (MeOH) resultando en
aislamiento de dos resinas fenolicas (Phenolic petrosins) y cuatro
flavonoides, de los cuales es necesario dar mencién al phenolic
petrosin Onitin y al flavonoide Luteolin ya que estos muestran
la caracteristica de hepatoproteccion en la actividad citotoxica
generada por la tacrina en células hepéticas G2. El analisis EC,
(concentracion media efectiva) que se emplea comiinmente para
determinar concentraciones de toxinas o drogas que causan un
efecto en el cuerpo, arroj6 un resultado positivo para el uso de
esta planta para el tratamiento de la hepatitis en la medicina
oriental tradicional’. (Fig.3)

Fig. 3. Equisetum arvense The morning dew, nature. Photo taken on:
May 09th, 2015. © Janmikol | Dreamstime.com

El parque también presenta una gran diversidad de especies
de animales entre los cuales tenemos a mamiferos, aves, anfibios
y reptiles. Entre los mamiferos encontramos a las llamas (Lama
glama), alpacas (Vicugna pacos) y vicuias (Vicugna vicugna) cuyo
hébitat natural es el paramo, también podemos encontrar a los ve-
nados (Odocoileus peruvianus), chucuris (Mustela frenata), lobos
de paramo (Pseudalopex culpaeus), conejos (Sylvilagus brasiliensis),
pumas (Puma concolor) y zariglieyas andinas (Didelphis perni-
gra), dentro de las aves tenemos la presencia de condores (Vultur
gryphus) (Fig.4), curiquingues (Phalcoboenus caruncutalus), gavi-
lanes, ligles, tangaras montana enmascarada (Buthraupis wetmorei)
y colibries donde se resalta el colibri estrellita del Chimborazo
(Oreotrochilus Chimborazo), dentro de los anfibios estan las ranas
marsupiales (Gastrotheca riobambae) y las ranas cutin y por ultimo
dentro de los reptiles estan las guagsas (Stenocercusguentheri) y la-
gartijas completando asi la fauna de la reserva®.

Conforme a la informacién brindada por el Ministerio del
Ambiente del Ecuador la vicufia como especie endémica se en-
cuentra ligada a las culturas andinas hasta su desaparicién debido
a la conquista espafola, para la recuperacién de esta especie se
firmé un convenio con paises andinos vecinos con el fin de la
conservacién y manejo de la vicuia. El paramo del Chimbora-
zo posee las mejores condiciones climdticas y ecoldgicas para la
reintroduccién de esta especie que inicié mediante donaciones
dentro del marco del acuerdo firmado. Las donaciones fueron por
parte de paises vecinos andinos como son Chile, Pert y Bolivia
sumando un total de 277 ejemplares que a la fecha del ultimo
estudio poblacional realizado en el mes de julio de 2012 existe un
total de 4824 ejemplares, siendo un existo la reinsercion de esta
especie endémica del lugar.
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Fig. 4. Andean condor (Vultur gryphus) against sunset sky background.
Photo taken on: March 03rd, 2012. © Jackf | Dreamstime.com -

Conclusiones

Con la ultima misién geodésica la cual tuvo lugar del 2 al 6
de febrero de 2016° a la cumbre del Chimborazo se ha roto una
hegemonia existente con el paso de los afios como era el titulo
otorgado al Monte Everest del punto mas lejano de la superficie
terrestre. El volcan Chimborazo no solamente es destacado por
su altura, en este ultimo tiempo se ha visto un aumento en el in-
terés de estudiar y comprender aspectos que encierra la belleza
de este simbolo nacional, como es el caso de su geologia y la bio-
diversidad que ha tomado como hogar las laderas de este impre-
sionante volcan.
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