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El papel de Open Journal System en el
proceso editorial

1 proceso editorial de una revista cientifica, cuenta
con varias etapas que aglutinan a actores diversos
en cada una de ellas. La realizacion de estas etapas sin
apoyo de un software especializado hace que el pro-
ceso editorial se vuelva lento e ineficiente. La Revista
Centroamericana de Investigacion y Postgrado Cien-
cia, Tecnologia y Salud ha tenido la oportunidad de
utilizar desde sus inicios un software para esto. Open
Journal System (OJS), desarrollado y actualizado por
el Public Knowledge Project (PKP) de la universida-
des de Vancouver, British Columbia y Simon Fraser.
OIJS, como se conoce en latinoamerica, es un software
libre disefiado para mejorar la calidad y divulgacion del
contenido cientifico y mantenerlo en formato abierto
desde el 2002, y en estos momentos, el software mas
utilizado para realizar las publicaciones abiertas de
revision por pares en el mundo (Alperin et al., 2016).
OJS ha pasado por varias versiones y actualmen-
te se encuentra en la 3.0. Como revista que fomenta
el acceso abierto y la calidad de la gestion editorial
fomentamos el uso de OJS, aunque el proceso de man-
tenimiento y actualizacion, nos ha representado difi-
cultades y complejidades. Luego de casi un afio y seis
meses de no poder utilizar la plataforma, en el nimero
8,1 contamos con la actualizacion de la plataforma a
su version 3.0, lo que acompaia a varias mejoras, una
ellas, de las mas importantes, es contar con doi (niume-
ro de identificacion digital). El doi es uno de los estan-
dares mas importantes para los documentos cientificos,
porque permite la preservacion digital de la informa-
cion y la posibilidad de que los lectores y usuarios de

la informacion siempre tenga acceso al material. La
incorporacion del doi por medio de Crossref también
ha permitido tener acceso a Turnitin, el software anti-
plagio mas reconocido en el ambito académico. Otra
ventaja del doi es contar dentro de OJS con mddulos
especializados para medir el impacto de los articulos
por medio de métricas alternativas (Plum analytics)
que vincula el articulo con las lecturas en Mendeley y
otras redes sociales. Otra de las mejoras considerables
es la oportunidad de compartir documentos complen-
tarios en la publicacion. En estos momentos podemos
publicar informacion de datos, cddigo y otros archivos
complementarios en beneficio de los lectores y nuestros
usuarios. Aunque en calidad hemos avanzado como
revista, seguir con el proceso de busqueda de pares de
alto nivel, apoyo y seguimiento en la publicacion para
autores sin experiencia previa, seguimiento constante,
reconocemos que el tiempo sin OJS, conllevo atrasos
substanciales en los procesos editoriales.

El cambio de versiéon a 3.0 implica un cambio
estructural en como se han trabajado los procesos edi-
toriales con la version 2.0. Como usuario de la platafor-
ma desde el 2014, divide el proceso en dos secciones
(flujo de trabajo y publicacion), en comparacion con
las dos secciones anteriores (revision y edicion). En
esta nueva version, a diferencia de la anterior, permite
optimizar el seguimiento del flujo de trabajo, ya que
se divide en cuatro: envio, revision, editorial y produc-
cion, dejando la publicacion para controlar de mejor
manera los metadatos de cada articulo. La seccion de
envio permite controlar los manuscritos previo a pares.
Todas aquellas revisiones que se realizan para mejorar
la estructura y calidad de los manuscritos previo a pa-
res se hacen desde esa seccion. La seccidn de revision,
esta destinada para la revision por pares permitiendo el
reenvio de manera sencilla e intuitiva a varias rondas



Vol.8 Num. 1

Editorial / Editorial

ene/jun 2021

de revision. La seccion editorial, a su vez permite todo
el proceso previo a maquetacion, revision de citacion
y referencias, revision de redaccion, revision de grafi-
cas, tablas y dejar listo el material para la produccion.
La seccion de produccion es la seccion para preparar
los distintos formatos de salida: PDF, HTML, XML,
para finalizar el proceso con la etapa de publicacion.
Como usuario y editora de revistas cientificas, encuen-
tro esta nueva version fascinante, intuitiva y de facil
aprendizaje. Con esta nueva version de OJS esperamos
aumentar aiin mas la visibilidad de la revista, mejorar
los tiempos de publicacion y buscar indizaciones con
mayor impacto para la ciencia centroamericana.

Andrea Rodas
Editora ejecutiva CTS
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nio Cano nace en la ciudad de Guatemala el 1 de

diciembre de 1964, siendo el primero de seis her-
manos. Sus primeros afios los vivié en Taxisco, Santa
Rosa. Regresa a la capital a los 7 afios de edad, donde
cursa la educacion primaria y secundaria en la escuela
e instituto Primero de Julio, ubicados en la colonia del
mismo nombre.
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Mientras estudiaba la escuela primaria, jugd
fatbol y participo6 en el grupo de Scouts, una de las
actividades que mas le apasionaron, por el contacto
con la naturaleza. A la edad de 12 afios, empez6 a
jugar beisbol, como receptor, en el Diamante Enrique
“Trapo” Torrebiarte.
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Luego, estudio en el Instituto Nacional Central
para Varones, donde se graduo6 de bachiller en ciencias
y letras en 1982. Desde la primaria, siempre fue muy
buen estudiante y durante varios afios obtuvo becas es-
tudiantiles, incluso en la Universidad de San Carlos de
Guatemala (Usac), donde entr6 a estudiar a la Escuela
de Biologia en 1983 y se graduo en 1990.

Como estudiante universitario fue ayudante
de catedra en varios cursos y también fue uno de los
cofundadores de la Organizacion de Estudiantes de
Biologia.

Enio también fue un apasionado de la musica. En
los afios 80 ingreso6 a la Escuela de Musica de Proyec-
cion Folklorica Latinoamericana (Emprofola), donde
perfecciono su interpretacion de la marimba y otros
instrumentos tradicionales (tzijolaj y percusiones). Du-
rante varios aflos, junto con otros colegas de Emprofola
participé en varios conciertos, conocidos como pefas.
Su interés por la marimba hizo que, junto con otros
profesionales, desde 2007 a 2020 plantearan tres pro-
yectos de investigacion cientifico-comparativos sobre
la marimba.

Se intereso en los insectos desde que era estu-
diante y gracias al entomoélogo, Dr. Jack Schuster de la
Universidad del Valle (UVG), desarroll6 la pasion por
estudiar a los escarabajos pasalidos. De 1992 a 2018,
fue curador de la Coleccion de Artropodos en la UVG,
junto con el Dr. Schuster, con quien publico varios arti-
culos cientificos y a quien considerd su mentor, colega
y amigo, seguramente el mas cercano de todos. Como
taxénomo describié 32 nuevas especies de coledpteros
para Mesoamérica (16 de la familia Passalidae y 16 de
la familia Scarabacidae).

En 1998, se graduo de la maestria en ciencias en
Estudios Ambientales en la UVG y en 2016 obtuvo un
doctorado en Ciencias Biologicas en la Universidad
Nacional Autonoma de México; los cuales obtuvo con

8|

ayuda de un subsidio y una beca otorgada por la Usac,
respectivamente.

En 2007, ingres6 como profesor titular a la Escue-
la de Biologia de la Usac, donde colaboré grandemente
en el trabajo curatorial de su Coleccion Entomologica.

En ambas universidades fue un destacado do-
cente, impartiendo cursos de: Biogeografia, Biologia
General, Biometria, Ecologia Estadistica, Entomologia,
Entomologia Forestal, Entomologia Sistematica, Esta-
distica Ecoldgica, Evolucion, Historia del Pensamiento
Evolutivo, Investigacion Aplicada I y I1, Principios de
Geologia y Paleontologia, Sistematica y Taxonomia.

Su ardua y constante labor estudiando y con-
servando la entomofauna mesoamericana, asi como
su disposicion desinteresada a colaborar y facilitar el
trabajo de otros investigadores, fue reconocida por
varios entomologos, quienes nombraron varias espe-
cies en su honor: Phyllophaga canoana Morén, 2003;
Villala canoi Goemans, 2005; Stenocrates eniocanoi
Ratcliffe & Cave, 2013; Pararhicnoderma eniocanoi
Cadena-Castafieda & Monzon-Sierra, 2014; Plumolepi-
lius canoi Barrios-Izas & Anderson, 2016; Passalus ca-
noi Jiménez-Ferbans, Reyes-Castillo & Schuster, 2019;
Macrodactylus eniocanoi Arce-Pérez & Moron 2020;
Epectinaspis canoi Ramires-Ponce, Delgado & Soto,
2021; Dichotomius enioi Montoya-Molina & Vaz-
De, 2021.

Ademas, Enio fue un reconocido asesor y revi-
sor de tesis, revisor de articulos, y publico mas de 36
articulos cientificos. Por otro lado, fue el editor de los
dos volumenes de los libros Biodiversidad de Guate-
mala (2006 y 2012), valiosas obras que actualizaron la
informacion bioldgica del pais, para lo cual contd con
el apoyo de mas de 50 investigadores que escribieron
distintos capitulos.

Asimismo, sobresale su participacién como coau-
tor del libro The Dynastine Scarab Beetles of Mexico,
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Guatemala, and Belize (Coleoptera: Scarabaeidae:
Dynastinae) de 2013 y del libro Insectos de
Guatemala: Guia de Identificacion con dos ediciones
(2015 y 2018).

Paralelo a su vida profesional, desde el 2013
jugo softbol en el equipo Rockies, en los campos de
la Confederacion Deportiva Autonoma de Guatemala
(CDAG) en la zona 15 capitalina y por su buen desem-
pefio en el torneo 2018-2019, recibio la medalla de oro
por ser el mejor receptor.

El martes 23 de marzo de 2021, fallecié Enio
Cano Davila, a sus 57 afios por causas naturales,
dejando un legado valioso para la biodiversidad de
Guatemala. Previo a su deceso estaba trabajando con
el Dr. Schuster, en la descripcion de nuevas especies

de ronrones de mayo (Phyllophaga) y otros pasalidos.
Ademas, estaba digitalizando la coleccion de entomo-
logia de la Usac.

Enio era un hombre integro y noble, con un parti-
cular sentido del humor, dedicado pap4, fiel y carifioso
amigo, colega, destacado investigador, docente, ameno
y calificado conferencista, experto en el estudio de co-
ledpteros y otros grupos de seres vivos; su partida deja
un gran vacio en la ciencia mesoamericana.

Magaly Arrecis, Carolina Rosales de Zea

y Javier Rivas Romero

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
Universidad de San Carlos de Guatemala
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Resumen

]\]eurolaena lobata es utilizada tradicionalmente en Centroamérica para tratar la mordedura de serpiente, pero su
efectividad para contrarrestar el envenenamiento producido por Bothrops asper ha sido poco estudiada. Se evalud
la capacidad del extracto etandlico de sus hojas para inhibir las actividades proteolitica, fosfolipasa A, (PLA ; evaluada
como hemolisis indirecta) y coagulante del veneno in vitro. El material vegetal fue colectado en Izabal, Guatemala,
secado, se hicieron extracciones con etanol y se evaluo la presencia de actividades proteolitica, PLA y coagulante in-
trinsecas en ensayos de concentracion-actividad. Los efectos inhibitorios de la actividad proteolitica y PLA, del veneno
se evaluaron después de pre-incubar concentraciones variables del extracto con concentraciones fijas de veneno. La
inhibicion de la actividad coagulante del veneno no fue evaluada porque el extracto presentd actividad anticoagulante
intrinseca dependiente de la concentracion. El extracto inhibi6 completamente las actividades proteolitica (CE, = 15.7
pg/ul) y PLA, (CE,, = 32.5 pg/ul) del veneno. El andlisis fitoquimico utilizando ensayos macro y semimicrométricos de
cromatografia en capa fina, demostro la presencia de flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, sesquiterpenlactonas
y aceites esenciales en el extracto. Su efecto sobre las proteinas del veneno se evalu6 por electroforesis SDS-PAGE,
mostrando cambios en el patréon electroforético atribuidos a la formacion de complejos moleculares con los metabo-
litos del extracto. Los resultados indican que el extracto podria inhibir los efectos toxicos del veneno inducidos por
las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs) y PLA s, pero podria afectar las alteraciones en la coagulacion,

coadyuvando en la desfibrinogenacion inducida por el veneno.

Palabras claves: Guatemala, efecto coagulante, envenenamiento ofidico, metabolitos especializados, antidoto

Abstract

]\]eurolaena lobata has been used by traditional healers in Central America to treat snakebite, but its ability to
neutralize Bothrops asper envenomations needs to be proved. This study evaluated the inhibitory potential of the
ethanolic extract of the leaves of N. lobata against proteolytic, phospholipase A, (PLA ) and coagulant activities of the
venom in vitro. Leaves were collected in Izabal, Guatemala, dried, extracted with ethanol and concentration-response
assays were conducted to detect intrinsic proteolytic, PLA, (evaluated as indirect hemolysis) and coagulant activities.
Assays for anti-proteolytic and anti-PLA, activities were performed after pre-incubation of several amounts of extract
with a fixed concentration of venom. Inhibition assay for the coagulant effect of the venom was not tested because
pre-incubation of thrombin with the extract prolonged the clotting time of plasma in a concentration-dependent manner.
Proteolytic (EC,, = 15.7 ug/ul) and PLA, (EC, = 32.5 pg/ul) activities of the venom resulted completely inhibited by
the extract. Phytochemical profiles, determined by micrometric assays and semi microanalysis by thin layer chro-
matography, showed the presence of flavonoids, coumarins, saponins, tannins, sesquiterpene lactones and essential oils
in the extract. SDS-PAGE was used to assess the action of the extract on the venom proteins. Results showed changes
in the electrophoretic profile, probably due to the formation of insoluble complexes with plant specialized metabolites.
These findings demonstrated that the extract could be able to inhibit toxic effects triggered by zinc-dependent snake
venom metalloproteinases (SVMPs) y PLA s but might aggravate the alterations induced by the venom in coagulation.

Keywords: Guatemala, coagulant effect, antidote, specialized metabolites, snakebite
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Patricia Saravia-Otten ... et al.

Introduccion

El envenenamiento ofidico es un problema de
salud publica importante a nivel mundial y una de las
20 enfermedades desatendidas determinadas como
prioritarias por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, 2017). En la region centroamericana ocurren
alrededor de 5,500 casos anuales, pero el nimero de
accidentes ofidicos podria ser mucho mayor, ya que
no se registran los casos que no son tratados en los
centros de salud (Chippaux, 2017; Gutiérrez, 2014). La
mayoria de los accidentes ofidicos son producidos por
la mordedura de la serpiente Bothrops asper (barba
amarilla, terciopelo o equis). El envenenamiento se
caracteriza por producir dafio tisular prominente en el
sitio de la mordedura, con manifestaciones que inclu-
yen edema, hemorragia y necrosis de tejidos blandos.
En casos mas graves se producen manifestaciones sis-
témicas, caracterizadas principalmente por sangrado,
coagulopatia, dafio renal y choque cardiovascular. En
algunos casos, el envenenamiento produce secuelas
fisicas a largo plazo, como desfiguracién o amputacion
(Gutiérrez, Escalante et al., 2009; Gutiérrez, Rucavado
et al., 2009). Estos efectos son el resultado de la ac-
cion de los componentes del veneno, principalmente
las metaloproteinasas dependientes de zinc (SVMPs),
fosfolipasas A, (PLA s) y serina proteinasas (SVSPs)
(Angulo & Lomonte, 2009).

Eltnico tratamiento validado para contrarrestar
el envenenamiento es la administracion intravenosa de
antivenenos, los cuales son efectivos para neutralizar
los efectos sistémicos, pero no tanto para contrarrestar
el dafio local, el cual aparece muy pronto después de
la mordedura y es irreversible, a menos que se trate a
tiempo el caso (Felix-Silva et al., 2017). El uso de an-
tivenenos presenta serias limitaciones en las regiones
rurales en donde ocurre la mayor parte de los acci-
dentes ofidicos, debido a que el acceso a los centros
de atencion médica es dificil y la disponibilidad de
antivenenos puede ser escasa. Por esta razén, muchos
de los envenenamientos ofidicos en la regién centroa-
mericana son tratados por curanderos tradicionales con
antidotos preparados con plantas medicinales nativas,
segun practicas ancestrales (Coe & Anderson, 2005;
Giovannini & Howes, 2017).

En la actualidad, la busqueda de antidotos pre-
parados con plantas se ha enfocado en la identifica-
cion de plantas de uso etnomédico que contrarresten
eficazmente la accion de los componentes del vene-
no que producen dafio local, tales como las PLA s y
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SVMPs del veneno de B. asper, ya que proporciona-
ria a la poblacion afectada una alternativa terapéutica
complementaria que podrian administrarse en el sitio
en donde ocurre el accidente, lograria disminuir las
secuelas del envenenamiento (Félix-Silva et al., 2017)
y permitiria que los afectados pudieran trasladarse a
tiempo a un centro de atencion hospitalaria para reci-
bir el tratamiento con antiveneno para neutralizar los
efectos sistémicos.

Existen al menos 208 especies vegetales en la
regidn centroamericana que se utilizan para este
propdsito, siendo los géneros Piper, Aristolochia,
Hamelia, Ipomoea, Passiflora 'y Peperomia los mas
frecuentemente reportados, aunque ain es necesario
realizar estudios clinicos que validen cientificamente
su efectividad terapéutica (Giovannini & Howes, 2017).
Neurolaena lobata (L.) R. Br. ex Cass, (Astereaceae)
(tres puntas, mano de lagarto, gavilana) es una de las
plantas de uso tradicional para tratar la mordedura de
serpiente en Centroamérica y Colombia (Giovannini &
Howes, 2017; Otero, Fonnegra et al., 2000; Saravia et
al., 2001). Es una planta encontrada en Centroamérica,
sur de México, el Caribe (Turner, 1982), asi como en
la region oeste de Colombia (Otero, Fonnegra et al.,
2000) y region norte de Brasil (Gracioso et al., 1998).
Diversos estudios reportan que extractos y fracciones
organicas de esta planta tienen propiedades antiulce-
rosas (Gracioso et al., 2000), antimicrobianas (Lentz
et al., 1998), antinociceptivas (Gracioso et al., 1998)
y antiinflamatorias (McKinnon et al., 2014; Walshe-
Roussel et al., 2013). Estas propiedades podrian expli-
car su uso tradicional como antiofidico, ya que podrian
contrarrestar los efectos locales del envenenamiento.
Ademas, también podria favorecer la posterior cica-
trizacion en el sitio de la mordedura, ya que el estudio
realizado por Nayak y colaboradores (2014) reportd
que la administracion topica del extracto etandlico de
las hojas N. lobata promovio la cicatrizacion cutanea
exitosa en un modelo animal, lo cual se atribuy? a la
capacidad de los taninos y saponinas de la planta para
contrarrestar la hemorragia, detener el crecimiento de
bacterias y acelerar el proceso de cicatrizacion.

Existen pocos estudios que validen la capacidad
de N. lobata para neutralizar los efectos del envene-
namiento por mordedura de las serpientes del género
Bothrops. En el estudio realizado por Castro y cola-
boradores (1999) en Costa Rica, el extracto etandlico
de N. lobata no mostro efecto neutralizante del efecto
hemorragico del veneno de B. asper en ratones, mien-
tras que en Colombia el extracto etanélico logrd una
inhibicion parcial (44%) de dicho efecto del veneno de
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B. atrox (Otero, Nufez et al., 2000). En el estudio rea-
lizado por Saravia y colaboradores (2001), se reporto
que en el norte de Guatemala se utilizan las hojas de
la planta para tratar el envenenamiento. Aunque no
existe una receta en comun en la preparacion, modo
de empleo y dosificacion, se reportd la administracion
oral de una infusion preparada con las hojas, asi como
la aplicacion sobre la mordedura de cataplasmas pre-
parados con las hojas usadas para hacer la infusion,
o bien, masticadas por el paciente junto con hojas de
tabaco (Hay, 2002). Aunque en la evaluacion prelimi-
nar de sus extractos acuoso y etanolico no se logro la
neutralizacion de los principales efectos del veneno
(Saravia et al., 2001), se encontré que potencialmen-
te podria neutralizar el efecto hemorragico local. Sin
embargo, también se encontrd que tenian actividades
intrinsecas que afectaban la hemostasia.

Dada la importancia clinica de estos hallazgos
y considerando los multiples usos tradicionales de N.
lobata en la region, en este estudio se dio continuidad
a la evaluacion de la eficacia del extracto etanolico
de sus hojas para inhibir las actividades proteolitica,
PLA y procoagulantes del veneno de B. asper, para los
cuales se preincubaron mezclas que contenian veneno
y extracto. Se identificaron los principales metabolitos
especializados presentes en la composicion quimica del

Figura 1
Mapa de colecta de Neurolaena lobata (L.) Cass

Lago de
Izabal

A.

Neurolaena
b lobata

IZABAL

extracto y se evaluod su accion sobre las proteinas del
veneno mediante electroforesis SDS-PAGE.

Materiales y Metodos

Colecta del material vegetal

La colecta se realizd con base en un muestreo
estratificado, preferencial y por conveniencia en el
departamento de Izabal, Guatemala (Carretera entre
la Ruidosa y Rio Dulce, Livingston, [zabal. N 15° 35
32770 088° 55 48.9*) a 50 m s.n.m., seguin se muestra
en el mapa de colecta elaborado por el Br. Balmore
Valladares (Figura 1). Las hojas se colectaron de po-
blaciones silvestres que crecen espontdneamente en
los matorrales y bosques cercanos a las viviendas de
las comunidades visitadasz. La recoleccion, embalaje
y transporte se realizé conforme a los principios de
las buenas practicas de colecta y el proceso conforme
a las técnicas convencionales de secado y molienda.
Se depositd una muestra en el Herbario CFEH (Cemat
Farmaya Ethnobotanical Herbarium) del Laboratorio
de Productos Naturales Farmaya y se le asigno el ni-
mero de registro CFEH 1,389.

Nota. A. Mapa de la ubicacion de colecta de las hojas de Neurolaena lobata (L.) Cass. en el departamento de Izabal.
B. Individuo de N. lobata (Tres puntas) en etapa de floracion en el departamento de Izabal (Fotografia tomada por

Max Mérida).
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Preparacion de extractos vegetales

El extracto etandlico de las hojas se obtuvo por
percolacion seglin la metodologia descrita previamen-
te (Saravia-Otten et al., 2017). Se pesaron 300 g del
material vegetal seco, se agrego etanol al 50% y se
percold durante 24 h con recambios del disolvente. Los
menstruos extraidos se concentraron en rotavapor y
los extractos concentrados se llevaron a sequedad en
un desecador con silica. El extracto seco se peso y se
determiné que el porcentaje de rendimiento fue del
35.8%.

Veneno de B. asper

Se utilizé una mezcla de veneno colectado en
el serpentario del Instituto Clodomiro Picado, Uni-
versidad de Costa Rica, el cual fue obtenido a partir
de no menos de 40 especimenes adultos provenientes
de la region del Pacifico de Costa Rica. La mezcla de
veneno fue centrifugada, liofilizada y almacenada a
-20 °C hasta su uso.

Disefio experimental de los bioensayos

Para cada una de las actividades estudiadas, antes
de enfrentar el veneno con el extracto vegetal se evalud
la presencia de dichas actividades intrinsecas en los
extractos de la planta, a las concentraciones conteni-
das en las proporciones veneno:extracto (p:p) definidas
para cada ensayo. Para ello se efectué un estudio de
la relacion concentracion-actividad como se descri-
bié previamente (Saravia-Otten et al., 2017). Para las
pruebas de actividad hemolitica indirecta intrinseca
de la planta, se evaluaron concentraciones del extracto
de 6-96 pg/ul, para la actividad proteolitica intrinseca
las concentraciones fueron de 3.9-62.5 pg/ul, para la
actividad coagulante y anticoagulante intrinseca se
analizaron concentraciones de 0.053-50 pg/pl. La pre-
sencia de actividades intrinsecas en el extracto vegetal,
invalidarian los resultados de las pruebas de inhibicion.

Para los ensayos de inhibicion se utilizo el ensayo
de preincubacion, el cual consiste en incubar controles
y mezclas conteniendo la concentracion reto (CR) del
veneno con concentraciones variables del extracto a
37 °C por 30 min, al cabo de los cuales se estudio
la actividad inhibitoria de cada efecto, empleando los
mismos métodos utilizados en los estudios de la rela-
cion concentracion-actividad. La capacidad inhibitoria
se expreso en términos porcentuales, en donde el 100%
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correspondio a la inhibicion total del efecto evaluado y
el 0% a un efecto de igual magnitud al inducido por el
veneno solo. La potencia del extracto se expresd como
la concentracion efectiva media (CE,), definida como
la concentracion del extracto capaz de inhibir el 50%
del efecto estudiado.

Actividad PLA2

La actividad enzimatica PLA se midi6 por el
ensayo de hemolisis indirecta, utilizando el método
agarosa-yema de huevo-eritrocitos como se describe en
Gutiérrez y colaboradores (1988). La CR consistio en
una dosis hemolitica indirecta minima (HDmlI), defini-
da como la cantidad de veneno (0.24 pg/ul) que indujo
un halo hemolitico de 20 mm de diametro, después
de 20 h de incubacién. Los ensayos de inhibicion se
realizaron enfrentando la CR de veneno al extracto en
mezclas que contenian veneno:extracto (p:p) en propor-
ciones de 1:25 hasta 1:400. Como controles negativos
se utilizaron PBS solo para el veneno y DMSO en PBS
(5% v/v) para el extracto. Como control positivo se usd
la CR de veneno. Mezclas y controles se incubaron
por 30 min a 37 °C, posteriormente se colocaron 15
pl de cada una de las muestras en los pozos del gel
de agarosa-yema de huevo-eritrocitos, se incubaron a
37 °C por 20 h, después de las cuales se midieron los
halos de hemdlisis. La actividad hemolitica indirecta
se expreso como porcentaje, tomando como 100% el
diametro del halo hemolitico del pozo que contenia
el control positivo y 0% el del pozo que contenia el
control negativo.

Actividad proteolitica

La actividad proteolitica sobre azocaseina se eva-
lud segun el método de Wang y colaboradores (2004)
con las modificaciones descritas en Saravia-Otten y
colaboradores (2017). La cantidad de productos de
degradacion del sustrato se determind midiendo la
absorbancia del sobrenadante a 450 nm luego de la
precipitacion de la mezcla con acido tricloroacético.
Como control positivo se utilizo la CR de veneno (1.25
ug/ul), mientras que el control negativo contenia PBS
pH 7.2. Para las pruebas de inhibicion se prepararon
mezclas que contenian CR de veneno:extracto (p:p) en
proporciones de 1:3.125 hasta 1:50. La interferencia del
color del extracto etandlico contenido en cada mezcla
se elimind con un control interno, el cual contenia la
solucion tampon de trabajo sin azocaseina y la con-
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centracion correspondiente del extracto. La actividad
proteolitica se calculd restando al valor de absorbancia
de cada mezcla analizada, la absorbancia de su control
interno, y se expreso en porcentaje, tomando como el
100% la actividad del control positivo, la cual se de-
terminé restando la absorbancia del control negativo
(PBS; 0% de actividad) al valor de absorbancia del tubo
que contenia la CR de veneno.

Actividad coagulante y anticoagulante

La actividad coagulante intrinseca se evalud
utilizando plasma humano citratado segiin el método
de Theakston y Reid (1983). Como control negativo
(0% de actividad) se utilizo PBS y el control positivo
fue una solucion de trombina (2.7 UNIH/ml), segiin
instrucciones del fabricante (Wiener Lab.). La activi-
dad anticoagulante intrinseca (antitrombina) se evalud
incubando una concentracion fija de trombina con con-
centraciones variables del extracto. Como control de
coagulacion se utiliz6 la solucion de trombina incubada
con PBS y como control de no coagulacion se us6 solo
PBS. En ambas pruebas se reportaron como anticoa-
gulantes aquellas concentraciones de extracto que no
presentaron formacion de un coagulo evidente luego de
60 min de incubacion una vez que se agreg6 la mezcla
conteniendo trombina. Para los ensayos de inhibicion
del efecto coagulante del veneno, la CR (0.00215 pg/
ul) se enfrentaria al extracto a razoén veneno:extracto
(p:p) de 1:400 hasta 1:25, utilizando como positivo la
CR de veneno (100% de actividad) y PBS como control
negativo (0% de actividad).

Analisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis SDS-PAGE se realizo en geles de po-
liacrilamida al 12.5% (Laemmli, 1970). Se prepararon
soluciones conteniendo veneno solo como control y
mezclas que contenian veneno y extracto etandlico en
proporciones desde 1:2.5 hasta 1:20 (veneno:extracto,
p:p) y se incubaron a 37 °C por 30 min. Posteriormen-
te se filtraron utilizando una membrana de 0.22 pm
(DynaGard, Microgon), se hirvieron por 10 min y se
cargaron 10 pl de cada mezcla en el gel, conteniendo
30 pg de veneno. La electroforesis se corrié en con-
diciones reductoras a 150 V por 1 h. Las proteinas se
tifieron con azul brillante de Coomassie. El patrén elec-
troforético del veneno se compar6 frente al patrén de
las mezclas veneno:extracto, utilizando como marcador
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de peso molecular el BenchMark Pre-Stained protein
Ladder (Life Technologies).

Analisis fitoquimico del extracto vegetal

Se determino la presencia de taninos mediante la
técnica macrométrica de tubos descrita por Kuklins-
ki (2000). La presencia de flavonoides, antocianinas,
catequinas, alcaloides, aceites esenciales, cumarinas,
sesquiterpenlactonas y saponinas se determinaron por
cromatografia en capa fina segtin lo descrito en Lock
(1994), Ministerio de Sanidad y Consumo y colabora-
dores (2002), Wagner y Bladt (1996, 2001). Los estan-
dares fueron quercetina, rutina, acido clorogénico e
hiperoésido para flavonoides; rojo de Sudan para anto-
cianinas; estandar de catequinas; atropina, papaverina
y piperina para alcaloides; limoneno, eugenol, timol,
mentol, anetol y eucaliptol para aceites esenciales; um-
beliferona, acido p-cumarico, cumarina y extracto de
canela para cumarinas; saponina al 0.1% para saponi-
nas y artemisinina al 0.1% para sesquiterpenlactonas.

Diseiio y analisis estadistico

Para la determinacion de actividades del extracto
vegetal se realiz6 un disefio de bloques completos no
aleatorizados. Los tratamientos correspondieron a las
concentraciones de extracto evaluadas en las pruebas
de actividad intrinseca y a las relaciones veneno: ex-
tracto en las pruebas de inhibicion. Los ensayos se
realizaron en tres dias diferentes (bloques), con cinco
réplicas por ensayo por conveniencia, para un total de
15 lecturas. Los resultados de las actividades proteo-
litica y PLA, intrinsecas se evaluaron por un analisis
de varianza de dos vias de cada tratamiento frente al
control negativo, con un nivel de significancia de .05.
Para todos los analisis de varianza se calculo ademas
el tamafo del efecto por medio del indice eta parcial
al cuadrado (npz). Cuando el analisis de varianza de-
mostrd que existian diferencias significativas, se rea-
liz6 la prueba de comparaciones de Dunnet de cada
tratamiento frente al control negativo. Los resultados
de la actividad coagulante intrinseca se evaluaron por
la prueba de hipotesis binomial y los de la actividad
anticoagulante intrinseca por un analisis de regresion
lineal, ambos con un nivel de significancia de .05.
El analisis de las pruebas de inhibicion de los efectos
proteoliticos y PLA, del veneno se realiz6 mediante
un analisis de regresion de la curva concentracion-
actividad para determinar el mejor modelo de ajuste,
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con un nivel de significancia de .05. Con base en este
modelo, se calculo para cada extracto la CE, con un
intervalo de confianza del 95%. Para determinar los
cambios producidos en el perfil electroforético del
veneno en presencia del extracto vegetal, se realiz6
un analisis descriptivo de las bandas proteicas de las
mezclas veneno:extracto en comparacion con las del
veneno solo. El analisis fitoquimico fue descriptivo,
reportandose la presencia o ausencia de los metabolitos

especializados evidenciados.

Resultados

Actividad PLA,

Se determino que el extracto no posee actividad
PLA, intrinseca a las concentraciones evaluadas (6-96
pg/pl) mediante el ensayo de hemolisis indirecta (datos
no mostrados). El analisis de la capacidad inhibitoria
del efecto PLA, del veneno se realiz6 preparando mez-
clas con razones CR:extracto de 1:25 a 1:400 (p:p). Los
resultados mostraron que el extracto tenia un efecto
inhibitorio de la actividad del veneno a todas las con-
centraciones evaluadas (p <.001), con un valor de 1 2
de 1.00. El extracto logré contrarrestar el 100% de la
actividad del control de veneno cuando éste se enfrentd
a la proporcion mas alta (1:400, que corresponde a 96
pg/ul), demostrando actividades inhibitorias > 50%
cuando se utilizé en proporciones 1:200 y 1:100 (p:p)
(Tabla 1). Como se muestra en la misma tabla, se re-
quirieron 32.5 pg/ul IC 95% [28.7, 36.8] del extracto
para alcanzar la CE, .

Actividad proteolitica

La evaluacion del extracto etanolico demostrd
que no posee actividad proteolitica intrinseca a las
concentraciones utilizadas (3.9-62.5 pg/ul) (datos no
mostrados). Se encontré actividad inhibitoria signifi-
cativa (p <.001) del efecto proteolitico del veneno en
el extracto etanolico cuando se evalud en las relaciones
CR:veneno de 1:3.125-1:25 (p:p), ya que la relacion 1:50
(que contenia 62.5 pg/ul del extracto) no pudo ser ana-
lizada debido a que super? los limites de precision de
la lectura espectrofotométrica. La relacion 1:25 (p:p)
logro la inhibicion del 100% del efecto proteolitico del
veneno, mientras que la relacion 1:12.5 inhibi6 aproxi-
madamente el 50% (Tabla 1). El analisis de varianza
mostréd que el valor de np2 de la prueba fue de .99. La
potencia del extracto se muestra en la misma tabla,
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ya que se determind que se requieren 15.7 pg/ul IC
95% [14.8, 16.5] del extracto para inhibir el 50% de la
actividad proteolitica del veneno.

Actividad coagulante y anticoagulante

Ninguna de las concentraciones evaluadas del
extracto vegetal (0.053-50 pg/ul) demostrd poseer
actividad coagulante intrinseca a las concentracio-
nes del estudio (datos no mostrados). Sin embargo, la
evaluacion de la actividad anticoagulante intrinseca
(antitrombina), mostré que inducia la prolongacion
del tiempo de coagulacion de forma dependiente de la
concentracion (Figura 2), por lo cual, aunque el plasma
coagul6 antes de los 60 min, las pruebas de inhibicion
del efecto coagulante del veneno no se realizaron, ya
que los resultados serian dificiles de interpretar debido
a esta actividad antitrombina intrinseca del extracto.

Analisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis por electroforesis SDS-PAGE de ve-
neno y mezclas mostr6 que el extracto de N. lobata
induce un cambio en el patréon de bandas de proteinas
del veneno, principalmente en la mezcla que contenia
veneno:extracto en relacion 1:20 (Figura 3). Se observo
la desaparicion de las bandas de masas moleculares
aproximadas de 39, 45 y 55 kDa. Ademas, se obser-
vo una disminucion en la intensidad de las bandas de
proteina con masa molecular aparente de 50 y 28 kDa.
La banda de menor masa molecular (14 kDa aproxima-
damente) mostro una disminucion en su intensidad en
todas las muestras que contenian veneno y extracto,
de manera concentracion-dependiente. Asi mismo, en
las relaciones veneno:extracto mas altas (1:10 y 1:20,
p:p) se detecto la aparicion de una banda de alto peso
molecular (> 180 kDa) que no se observo en el control
de veneno. No se detectaron bandas de proteinas en el
extracto vegetal en las electroforesis realizadas.

Analisis fitoquimico

La determinacién macro y semimicrométrica de
metabolitos especializados del extracto etandlico de-
mostro la presencia de flavonoides, cumarinas, saponi-
nas, taninos, sesquiterpenlactonas y aceites esenciales
en su composicion quimica. No se detectd la presencia
de antocianinas, catequinas y alcaloides (Tabla 2).
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Tabla 1
Inhibicion de actividades enzimaticas del veneno de B. asper por el extracto etandlico de N. lobata

Actividad PLA, Actividad proteolitica
Razon veneno: Inhibicion Razon veneno: Inhibicion
N 0 b N 0 0 c 0 b
extracto (p:p) o4 CE,, [IC 95 %] extracto (p:p) % (DE) [I1C 95 %] CE,, [IC 95 %]
1:400 100 32.5 1:50 ND¢ 15.7
[28.7,36.8] [14.8,16.5]
1:200 70 1:25 100 (5.3)
1:100 50 1:12.5 49.3 (2.3)
[48.1, 50.5]
1:50 30 1:6.25 253 (2.1)
[24.2,26.3]
1:25 20 1:3.125 10.3(2.8)
[8.9, 11.7]

Nota. *Se presenta solamente el promedio del porcentaje de inhibicion de tres ensayos independientes realizados
en quintuplicado (n = 15) ya que la desviacion estandar es cero. "Concentracion efectiva media expresada en pug de
extracto/ul e intervalo de confianza del 95%. °Se presentan el promedio del porcentaje de inhibicion (desviacion
estandar) de tres ensayos independientes realizados en quintuplicado (n = 15) y el intervalo de confianza del 95%.
9No determinada por sobrepasar el limite de deteccion del espectrofotometro.

Figura 2
Actividad anticoagulante (antitrombina) intrinseca del extracto etandlico de N. lobata

500

W A b
wn O W
(== =]

300
250 °
200
150 .
100 .
50

Tiempo de coagulacion (s)

0 10 20 30 40 50 60
Concentracion del extracto (pg/pl)

Nota. La grafica describe la actividad antitrombina intrinseca, dependiente de la dosis, del extracto etandlico de N.
lobata. El comportamiento observado demuestra una relacion lineal (r? 0.991), entre la dosis de planta evaluada y
el tiempo de coagulacion del plasma (s); relacion que es estadisticamente significativa (p < .001), considerando las
concentraciones de extracto evaluadas (0.053 — 50 pg/ul).
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Figura 3
Electroforesis SDS-PAGE del veneno de B. asper crudo y preincubado con el extracto etandlico de N. lobata en
diferentes proporciones
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Nota. Cambios en el patron electroforético en SDS-PAGE (condiciones reductoras) del veneno de B. asper luego de la
incubacion con el extracto etanolico de N. lobata. El veneno se preincub6 con el extracto en mezclas en proporciones
veneno:extracto desde 1:2.5 hasta 1: 20 (p:p). Se cargaron 10 pl de cada mezcla en un gel de poliacrilamida al 12.5%,
como control se cargd veneno solo. (M) Marcador de peso molecular. Las flechas sefialan las bandas de proteina en
donde se observan los principales cambios en comparacion con el control de veneno.

Tabla 2
Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de N. lobata

Metabolitos secundarios presentes Metabolitos especializados no identificados®

Flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, Antocianinas, catequinas y alcaloides.
sesquiterpenlactonas, aceites esenciales.

Nota. “Metabolitos especializados que no se detectaron en el extracto empleando las metodologias descritas en el
estudio.
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Discusion

El uso etnomédico de las hojas, tallo, ramas y
partes aéreas de N. lobata para el tratamiento del en-
venenamiento producido por la mordedura de serpiente
ha sido reportada previamente (Giovannini & Howes,
2017). En el norte de Guatemala se utilizan las hojas
de la planta para la preparacion de los antidotos (Hay,
2002), las cuales también se utilizan en la medicina
tradicional en Belice para tratar afecciones inflamato-
rias (Walshe-Roussel et al., 2013) y en Trinidad Tobago
como cicatrizantes (Nayak et al., 2014). Con el fin de
evaluar la capacidad del extracto etandlico de las hojas
para inhibir los efectos PLA , proteolitico y coagu-
lante del veneno, en este estudio se modificaron las
condiciones de extraccion de los principios activos de
la planta utilizados en un estudio preliminar (Saravia
et al., 2001), ya que se ha demostrado que la actividad
bioldgica resulta afectada por el método empleado para
preparar los extractos vegetales (Santos et al., 2014).

Los resultados de este estudio demostraron que
el extracto etandlico de las hojas de N. lobata inhiben
completamente las actividades proteolitica y PLA,
(evaluada como hemolisis indirecta) del veneno de B.
asper en los ensayos de preincubacion in vitro. Este
hallazgo es importante, ya que estas actividades enzi-
maticas son producidas por las principales toxinas del
veneno, SVMPs y PLA s (Asp 49), respectivamente
(Angulo & Lomonte, 2009). La accion combinada de
SVMPs y PLA s miotoxicas induce, en gran parte, el
complejo cuadro clinico del envenenamiento por mor-
dedura de B. asper, que se caracteriza por la rapida
manifestacion de patologias locales severas irreversi-
bles (Gutiérrez, Rucavado et al., 2009). Asi mismo, en
los envenenamientos moderados y severos se induce la
aparicion de efectos sistémicos, producidos principal-
mente por la accion de las SVMPs tipo P-111, en com-
binacion con la accion de serina proteinasas (SVSPs)
y proteinas parecidas a las lectinas tipo C del veneno
(Gutiérrez, Escalante et al., 2009).

Aunque la inhibicién in vitro de la actividad pro-
teolitica del veneno sobre azocaseina no es necesaria-
mente indicativa de la capacidad de un extracto para
neutralizar la hemorragia local en ratones (Gutiérrez
et al., 2017), se han reportado estudios en donde los
extractos de plantas que lograron la inhibicion de la
proteolisis in vitro también neutralizaron el efecto he-
morragico en animales (Patifio et al., 2013; Preciado et
al., 2018), lo cual coincide con la observacion de que
la hidrolisis de azocaseina la efectuen sobre todo las
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SVMPs. Estudios previos realizados en Costa Rica
y Colombia (Castro et al., 1999; Otero, Nuiez et al.,
2000) reportaron que los especimenes de N. lobata
colectados en dichos paises no neutralizaron el efecto
hemorragico en ratones, sin embargo, debe tomarse en
cuenta que generalmente las sustancias activas de las
plantas se encuentran en muy pequefias cantidades que
pueden verse afectadas por multiples factores, como
la temporalidad de la colecta, clima, composicion de
la tierra o la parte de la planta a partir de la cual se
hace la extraccion (Mors et al., 2000). Por lo tanto,
dado que el extracto etandlico de N. lobata colectada
en Guatemala inhibi6 el 100% de la actividad proteo-
litica del veneno (CE,; de 15.7 pg/ul), su capacidad
antihemorragica debera reevaluarse in vivo con el fin
de validar su uso para contrarrestar este importante
efecto local del veneno.

Por otro lado, la inhibicion in vitro de los efectos
PLA, y procoagulantes del veneno de B. asper han
demostrado tener una buena correlacion con la neu-
tralizacion de la letalidad en ratones, que es la prueba
utilizada como estandar de oro en la evaluacion precli-
nica de la eficacia de los antivenenos (Gutiérrez et al,
2017). En este estudio el extracto etanolico de N. lobata
inhibi6 el 100% la actividad hemolitica indirecta del
veneno (indicativa de su actividad PLA ) conuna CE_,
de 32.5 pg/ul, lo cual es indicativo de que podria neu-
tralizar parte de los efectos locales del veneno, ya que
se ha demostrado que los extractos crudos o fracciones
organicas de varias plantas con actividad anti-PLA,
también neutralizan parcialmente la miotoxicidad y
efecto edematizante del veneno de serpientes de los
géneros Bothrops y Crotalus en modelos animales
(Pereanez et al., 2014; Posadas et al., 2019).

La actividad inhibitoria demostrada por el ex-
tracto puede ser explicada por la presencia de flavonoi-
des, taninos, saponinas y cumarinas en la composicion
quimica de la planta, ya que la inhibicion de las SVMPs
y PLA s de las serpientes Bothrops por estos metabo-
litos ha sido ampliamente reportada (Carvalho et al.,
2013; Santosh et al., 2013). Estos metabolitos especia-
lizados también han sido detectados en extractos que
neutralizan el efecto hemorragico del veneno (Castro
et al., 1999; da Silva et al., 2007; Mourao de Moura et
al., 2014).

La interaccion de los polifenoles con proteinas
que poseen iones metalicos como Zn*"y Ca?>* produce
la formacion de complejos insolubles que precipitan
(Patifio et al., 2012). Segun esta nocion, la actividad
inhibitoria de las SVMPs se ha asociado principalmen-
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te a la presencia de flavonoides, por su capacidad para
quelar Zn**, esencial para que las metaloproteinasas
ejerzan su accion enzimatica (Parellada et al., 1998;
Preciado et al., 2018). Otro mecanismo propuesto es la
formacion de puentes de hidrogeno cercanos al sitio ac-
tivo, dando como resultado la inhibicion de la actividad
enzimatica por bloqueo del sitio activo e interaccion
con el i6n Zn** (Pithayanukul et al., 2009). De igual
forma, las PLA s son enzimas cuya actividad depende
del Ca*, por lo tanto, los compuestos fendlicos presen-
tes en el extracto también podrian ser responsables de
remover este ion (Littig et al., 2007). En Colombia,
el compuesto biflavonoide moreloflavona inhibié la
actividad de una PLA, aislada de Crotalus durissus
cumanensis, el mecanismo de inhibicién propuesto
sugiere que se produce un bloqueo de interaccion en-
zima-sustrato mediante la formacion de puentes de
hidrogeno con la enzima en el sitio de union del sus-
trato. Adicionalmente, se sugiri6 que podria producirse
el desplazamiento del Ca* requerido para la catalisis
(Pereafiez et al., 2014). Se ha sugerido también que los
compuestos quimicos de los extractos vegetales son
capaces de inhibir los efectos toxicos de los venenos
de serpiente por protedlisis directa efectuada por pro-
teinasas del extracto (Mourdo de Moura et al., 2014).
Para determinar si el mecanismo de inhibicion de las
enzimas del veneno detectadas se debia a la formacion
de este tipo de complejos mediados por los metabolitos
especializados del extracto, o bien, a la degradacion
proteolitica del veneno, se realiz6 el analisis electro-
forético por SDS-PAGE. Los resultados mostraron que
algunas bandas del veneno desaparecieron, asi como
que la intensidad de otras disminuy6 considerablemen-
te en la mezcla que contenia la proporcion mas alta del
extracto (1:20, p:p), sin embargo, se determind que esto
no se debid a proteolisis, ya que no se detecto la apari-
cion de bandas de menor peso molecular que pudieran
sugerir degradacion proteolitica. La aparicion de una
banda de muy alto peso molecular en el borde del gel
electroforético en las mezclas veneno:extracto se hizo
evidente conforme aumento la cantidad de extracto.
Estos hallazgos apuntaron a que los cambios observa-
dos en el patron electroforético del veneno se deben a
la formacion de complejos de alto peso molecular con
los metabolitos del extracto, posiblemente flavonoi-
des y taninos, segtin lo descrito en estudios similares
(Mourao de Moura et al., 2014; Patifio et al., 2012). La
disminucion de las actividades enzimaticas del veneno
correlaciona con la reduccion de bandas cuya masa
molecular corresponden a las de algunas SVMPs (45-
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64 kDa), PLA s (14 kDa) y serina proteinasas (39 kDa)
del veneno (Angulo & Lomonte, 2009).

Varios estudios han reportado que las propieda-
des antiinflamatorias de V. lobata se relacionan con la
presencia de sesquiterpenlactonas en su composicion.
Los mecanismos de accion propuestos hasta ahora se-
fialan que las sesquiterpenlactonas actian modulando
la expresion de moléculas proinflamatorias. Experi-
mentos realizados por Lajter y colaboradores (2014)
con sesquiterpenlactonas extraidas de las partes aéreas
de N. lobata colectadas en Guatemala disminuyeron la
produccion de IL-8 en células endoteliales. El extracto
etandlico y sesquiterpenlactonas aisladas de la planta
colectada en Belice demostraron ser poderosos agen-
tes antiinflamatorios mediante la inhibicion de TNF-a
(Walshe-Roussel et al., 2013), sustentando su uso tradi-
cional para tratar condiciones inflamatorias por los cu-
randeros maya-q‘eqchies de Belice, Centroamérica y el
Caribe. McKinnon y colaboradores (2014) demostraron
que el extracto metanolico y las sesquiterpenlactonas
aisladas de N. lobata del norte de Guatemala inhibieron
la produccion de moléculas proinflamatorias (IL-8 y
selectina E) in vitro y redujeron el edema en un modelo
animal, lo cual confirmo su potencial terapéutico para
contrarrestar la inflamacion. En el contexto del envene-
namiento ofidico, sus propiedades antiinflamatorias in
vivo sugieren que las sesquiterpenlactonas presentes en
N. lobata del norte de Guatemala y Belice pueden tener
también una accion directa sobre las PLA s del veneno,
lo cual debera ser evaluado en estudios posteriores.

Previamente se detectd actividad anticoagulan-
te intrinseca en el extracto acuoso de las hojas de V.
lobata (Saravia et al., 2001) pero no en el etanolico. Sin
embargo, al modificarse las condiciones de extraccion
de los compuestos activos en este estudio, el extracto
etanolico también demostrd prolongar el tiempo de
coagulacion de manera concentracion-dependiente.
Esta actividad de la planta podria explicarse por la
presencia de los metabolitos especializados detectados
en el extracto etandlico, ya que se sabe que los flavo-
noides inhiben la actividad enzimatica de serina pro-
teinasas, como trombina, plasmina y tripsina (Jedinak
et al., 2006), posiblemente por interaccion directa con
el sitio activo de las enzimas (Cuccioloni et al., 2009).
Ademas, se ha reportado que la presencia de flavo-
noides, taninos, terpenoides y cumarinas en extractos
vegetales produce la inhibicion de serina proteinasas
(Patifio et al., 2013), por lo que se puede pensar que
esos metabolitos de N. lobata son responsables de la
actividad antitrombina del extracto etanolico.
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En conclusion, estas observaciones demuestran
que el extracto etanolico de las hojas de N. lobata inhi-
be las actividades proteolitica y PLA, del veneno de B.
asper. Dado que estas actividades se asocian a impor-
tantes acciones toxicas de este veneno, los resultados
del estudio plantean la posibilidad de que este extracto
sea capaz de inhibir la toxicidad del veneno, lo cual
se debe abordar en estudios posteriores. Sin embargo,
debe profundizarse en el estudio de sus propiedades
anti-trombina, ya que podria afectar las alteraciones en
la coagulacion, coadyuvando en la desfibrinogenacion
inducida por el veneno. Asi mismo, se requiere iden-
tificar a las moléculas responsables de interactuar con
las SVMPs, PLA s y SVSPs para comprender mejor
los mecanismos de inhibicion y la posible aplicacion
de estos metabolitos o sus derivados.
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Resumen

1 objetivo de la investigacion fue identificar la riqueza de especies de arboles en etapas de sucesion ecolo-

gica de areas perturbadas del ecosistema bosque tropical montano nuboso (btmn) del altiplano occidental
de Guatemala. Con el propoésito de generar un registro de referencia para promover acciones de restauracion
ecologica. El btmn provee de agua para consumo humano a diez etnias mayas y poblacion mestiza. La presion
por deforestacion y cambio de uso de la tierra por demanda de lefia, madera, pastoreo y agricultura, ha generado
fragmentacion y deterioro de su composicion y estructura. Se delimité como area de estudio el territorio de sierra
de Los Cuchumatanes y Cadena Volcanica Occidental con cotas superiores a 2,400 m s. n. m. Se seleccionaron 37
sitios con cuatro etapas de sucesion ecoldgica denominadas de plantula, brinzal, latizal, fustal y bosque maduro.
Se evaluo la presencia y densidad de especies de arboles, en transectos de 2 x 50 m, para definir comunidades
floristicas para cada etapa de sucesion ecoldgica. Se encontrd una riqueza de 67 especies de arboles en las 16
comunidades floristicas diferenciadas, de ellas 40 especies promisorias para restauracion. Significa que el 60%
de la diversidad arborea del btmn es apta para promover acciones efectivas para su restauracién, conocimiento
clave para reorientar los planes orientados al establecimiento de plantaciones de coniferas con fines maderables
que impulsa el estado guatemalteco para restaurar este ecosistema.

Palabras claves: Biodiversidad, restauracion ecologica, riqueza de especies, perturbacion, etnias mayas

Abstract

he goal in this investigation was to identify the richness species of trees in stages of ecological succesion in

perturbed areas of the tropical montane cloud forest (tmcf’s) ecosistem in Guatemala’s western plateau. The
intentionally is to generate a reference registration to promote ecological restoration actions, which supply clean
water to teen Mayan ethnic groups and mestizo population. However, this forest is being affected due to change
of land use for cattle, agriculture, firewood a timber, which has generated fragmentation and deterioration in its
composition and structure. The territory of Sierra de los Cuchumatanes and Western Volcanic Chain was de-
limited as a study area with dimensions above 2,400 m a. s. 1. 37 places with four stages of ecological succession
of plantula, brinzal, latizal, fustal and mature forest were selected. The presence and density of trees species was
evaluated in 2x50 m transect, to define floristic communities in each stage of ecological succession. In the 16
floristic communities differentiated was found 67 trees species and 40 of them are promising to restoration. This
mean that the 60% of the arboreal wealth richness in the tmcf’s is suitable to promote effective restoration deeds,
this knowledge is the key to update plans to establishment coniferous plantations for timber purposes, promoted
by Guatemalan State to assist in the recovery of this ecosystem.

Keywords: Biodiversity, ecological restoration, species richness, disturbance, ecological succession, Mayan ethnicities
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Introduccion

Los bosques de distribucion restringida comu-
nes en las grandes montafias de dificil acceso, expe-
rimentan altas precipitaciones y niebla persistente, se
denominan bosques nubosos de montafia o higrofiticos
nubosos o brumosos (Hamilton, 1995, 2009; Walte-
Vega et al., 2017). También bosque nublado, selva nu-
blada, bosque ombrofilo (Ataroff, 2001), bosque meso-
filo (Monterroso-Rivas et al., 2012) y bosques tropica-
les montanos nubosos (btmn) o tropical montane cloud
forest (tmcf) (Hamilton et al., 1995). Se les clasifica en
bosques nublados a los ubicados entre 1,800 y 3,000
m s. n. m. y bosques altimontanos a los ubicados a
mas de 3,000 m s. n. m. (Ataroff, 2001). Estos cubren
solo el 24% de la superficie terrestre y proporcionan el
60-80% del agua dulce del mundo (Price et al., 2011).

Definidos como ecosistemas hidrolégica y eco-
légicamente inicos (Scatena et al., 2010). Estos regis-
tran altas tasas de precipitacion (Egan & Price, 2014)
y cumplen la funcion de reguladores de la cantidad y
calidad del agua (Guerrero et al., 2006; Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agri-
cultura, 2016), como sucede con el bosque maduro y
secundario altoandino, al contribuir con la mejora a la
calidad y cantidad de agua (Ramos Franco & Armen-
teras Pascual, 2019).

La funcion de intercepcion efectiva de agua de
lluvia y condensacion de neblina de los bosques nu-
bosos, se relaciona con la arquitectura de las ramas
y hojas de los arboles en asocio con epifitas (Ataroff,
2002; Attaroff & Rada, 2000; Blanco, 2017; Hamilton,
1995; Lopez-Mata et al., 2011). Su estructura depende
de la diversidad de especies que integran estos ecosis-
temas, los que se caracterizan por sus altos valores de
riqueza y diversidad (Jadan et al., 2017; Ramos Franco
& Armenteras Pascual, 2019).

Son ecosistemas altamente vulnerables a los efec-
tos del cambio climatico, por su fragilidad biofisica y
biodiversidad, a riesgos naturales e impactos humanos,
lo que afecta a sus habitantes dependientes del agua
(Egan & Price, 2014). Su cubierta forestal primaria
contintia fragmentandose y disminuyendo, generando
aumento de escorrentia, por conversion a usos agrico-
las de subsistencia y comerciales, plantaciones fores-
tales, incendios, proyectos de urbanizacioén invasiva,
de infraestructura turistica, carreteras, presas y plantas
hidroeléctricas (Armenteras Pascual et al., 2007; Price
et al., 2011). Como consecuencia, dos terceras partes
de los servicios ecosistémicos que brindan a la hu-
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manidad (15 de 24 servicios examinados), entre ellos
la provision de agua dulce, la purificacion del agua
y el tratamiento natural de aguas residuales se estan
degradando (Guerrero et al., 2006). Esta dinamica
socio-ambiental y funcional define la necesidad de su
conservacion y restauracion.

La proteccion de los fragmentos de matriz y
parche de bosque (Williams-Linera, 2012) y la restau-
racion ecoldgica de sitios degradados, permitiran au-
mentar la resiliencia y revertir los efectos del impacto
humano sobre los sistemas de montafia, acompafia-
dos con investigacion (Egan & Price, 2014; Ramirez-
Marcial et al., 2006). Esto permitira superar la limitada
informacion relacionada con el potencial de restaura-
cion para los diferentes tipos de btmn (Scatena et al.,
2010) y asi promover la conservacion de la estructura
y funcionamiento del ecosistema btmn que constituye
un valioso activo natural, como objetivo prioritario
para mantener el flujo de los servicios ecosistémicos,
especialmente el agua (Gonzalez-Espinosa et al., 2012;
Guerrero et al., 2006).

El btmn estudiado identificado como bioma de
bosques de montana (Castaiieda, 2008) en el altiplano
occidental de Guatemala, se ubica a altitudes mayores
a 2,400 m s. n. m. Comprende principalmente las re-
giones de sierra de las Minas, sierra de los Cuchuma-
tanes y Cadena Volcanica Occidental, con funciones
hidrolégicas relevantes de provision de agua y otros
servicios ecosistémicos a comunidades con predomi-
nancia de poblacion indigena (Castafieda, 2008). Las
comunidades pertenecen a las etnias mayas akateka,
awacateka, chuj, ixil, k’iche’, mam, popti’, q’anjob’al,
sakapulteka y uspanteka, con indices de desarrollo hu-
mano (IDH) entre 0.399 y 0.432, considerados bajos
e inferiores a la media nacional estimada en 0.492,
con mas del 80% de sus pobladores en condicion de
pobreza multidimensional (Programa de las Naciones
Unidas para el Desarrollo [PNUD], 2016).

Estos bosques enfrentan presiones por defo-
restacion, con una tasa anual de 1% para el periodo
2006-2010 y la pérdida de servicios generados (Mesa
de Restauracion del Paisaje Forestal, 2015). Las pre-
siones son generadas por tala por demanda de lefia y
madera, areas para cultivos agricolas y pastoreo, incen-
dios forestales, crecimiento demografico y debilidad
institucional y legal (Godinez et al., 2016; Villamagua
Vergara, 2017).

La funcién hidrolégica que cumple el bosque
nuboso se relaciona con su estructura y diversidad, la
cual sucede dentro de una dinamica de fragmentacion
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y disminucion superficial por presiones antropicas en
el altiplano occidental de Guatemala. Historicamente
para la recuperacion de las areas disturbadas de este
ecosistema, se ha promovido y reglamentado el estable-
cimiento de plantaciones generalmente con especies de
coniferas. Esta tendencia se evidencia en las opciones
de restauracion de este ecosistema propuestas por la
Mesa Nacional de Restauracion del Paisaje Forestal de
Guatemala (2018), las que se enfocan unicamente en
plantaciones con fines maderables de las especies del
género Pinus y Abies guatemalensis. Estas acciones
reducen la diversidad y simplifican la estructura dete-
riorando la capacidad de regulacion hidroldgica y ge-
neracion de servicios ecosistémicos del bosque nuboso.

Este contexto genera la pertinencia de identificar
la diversidad de especies de arboles del btmn (Godi-
nez et al., 2017), para generar un registro que permita
promover acciones de restauracion ecologica. Con la
finalidad de contribuir con: (a) la estrategia nacional
para el uso y conservacion de los bosques nubosos,
(b) la estrategia nacional de restauracion del paisaje
forestal y (c) la politica nacional de diversidad biologica
(Consejo Nacional de Areas Protegidas, 2011; Mesa de
Restauracion del Paisaje Forestal, 2015).

El estudio se realizd en areas disturbadas del
btmn en proceso de restauracion ecoldgica pasiva del
altiplano occidental de Guatemala. Se evalud la pre-
sencia y abundancia de especies, en transectos de 50 x
2 m establecidos en sitios de sucesion ecologica exis-
tentes en areas con cotas mayores a 2,400 m s. n. m.
Se identifico la diversidad e importancia ecoldgica de
especies nativas de arboles y la similitud entre etapas
de sucesion ecoldgica.

Materiales y Métodos

Area de estudio

El area geografica del estudio se limito a las cotas
superiores a 2,400 m s. n. m., de la Cadena Volcanica
Occidental y sierra de los Cuchumatanes, dentro de los
limites administrativos departamentales de Huehuete-
nango, Quiché y Totonicapan (Figura 1). Se evaluo la
diversidad ecologica forestal en 37 sitios, distribuidos
en ocho pisos altitudinales (Tabla 1). Territorio ocupa-
do por asentamientos humanos ladinos y de las etnias
mayas akateka, awacateka, chuj, ixil, k’iche’, mam,
popti’, q’anjob’al, sakapulteka y uspanteka. El estudio
se realizo en el periodo de febrero a noviembre de 2017.
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Se seleccionaron areas definidas como poten-
ciales para la restauracion del paisaje forestal, en las
categorias de tierras forestales y de areas protegidas
definidas en el mapa de prioridades de restauracion
por la Mesa de Restauracion del Paisaje Forestal (2015)
de Guatemala. En estas areas se identificaron sitios
con procesos de sucesion ecoldgica forestal y bosque
maduro asociado, desarrollando una base de datos de
sitios efectivos de muestreo (Villareal et al., 2004).

Colecta de datos de campo

El area presenta un gradiente altitudinal que va-
ria de 2,400 a 3,824 m s. n. m. y se dividio en ocho
pisos altitudinales de 200 m de amplitud. Al interior
se distribuyeron los sitios de evaluacion, seleccionando
los que presentaban vegetacion forestal con diversas
etapas de sucesion ecologica, para cumplir el criterio
de la representatividad de la vegetacion y proceso de
sucesion a evaluar (Orozco & Brumér, 2002). Se ubi-
caron utilizando el método de muestreo por intension o
conveniencia. Las etapas de sucesion ecologica evalua-
das fueron cuatro y se definieron en funcion de la clase
de desarrollo de los arboles, descritas a continuacion.
Etapa I, plantula (hasta 30 cm de alto) se incluy6 para
evidenciar procesos de regeneracion en areas de restau-
racion (Rojas-B., 2017) y brinzal (individuos mayores
a 30 cm de altura hasta 4.9 cm de diametro a 1.3 m
de altura sobre el fuste [DAP]); etapa II, latizal (5.0 a
9.9 cm DAP); etapa III, fustal (10 a 14.9 cm DAP) y
etapa IV o bosque natural maduro, fustal maduro (>
25 cm DAP).

Las unidades de muestreo de vegetacion, fueron
transectos de 50 x 2 m, basado en el método Gentry
(Sayre et al., 2002), aplicado a la investigacion geobo-
tanica de bosques tropicales y subtropicales (Camara
Artigas & Diaz del Olmo, 2013; Mijares Santana &
Pérez-Buitrago, 2019; Rojas-B., 2017). Los transectos
se ubicaron en el centro de las areas de sucesion ecolo-
gica, para las etapas I, II, III y dentro del bosque madu-
ro a 100 m del borde. La orientacion de los transectos
fue la que permitio colectar la mayor diversidad de
especies de arboles, existente en el sitio de evaluacion
(Camara Artigas & Diaz del Olmo, 2013).

Se evalud la presencia y densidad de las especies
de arboles en cada etapa de sucesion ecologica, se co-
lectaron y herborizaron muestras de los especimenes
hallados. La identificacion taxonomica de las especies
se realizo en el laboratorio del Centro Universitario de
Noroccidente con base a Flora of Guatemala (Standley

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 24-42
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Figura 1

Ubicacion geogrdfica del darea de estudio y de los sitios de muestreo en el ecosistema bosque tropical montano nubo-

so del altiplano occidental de Guatemala
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etal., 1947-1977 ) y consultando el sitio The Plant List
(2013). Muestras de especimenes evaluados se deposi-
taron en el herbario Aguat de la Facultad de Agronomia
de Universidad de San Carlos de Guatemala.

Métrica ecologica

La similitud o afinidad floristica, se determind
con el indice de similitud de Soérensen (IS) basado en la
presencia y ausencia de especies de sitios comparados.
Su expresion matematica es como sigue: IS = [2c/(a
+ b)]*100; donde, ¢ = nimero de especies comunes a
ambos sitios de muestreo, a = nimero total de especies
presentes en el sitio a y b = nimero total de especies
presentes en el sitio b. Con los valores de similitud ge-
nerados de la comparacion entre pares de transectos de
la misma etapa de sucesion ecologica, se construyeron
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las matrices de similitud de las cuatro etapas (Mateucci
& Colma, 1982). El analisis de agrupamiento sobre
la base de las proporciones de similitud estimada se
realiz6 utilizando el método de minima varianza y
distancia euclidea promedio con el programa InfoStat
(Universidad Nacional de Cérdoba, s.f.). Se definieron
cuatro grupos de afinidad floristica para cada etapa
de sucesion ecoldgica con niveles de cese entre el 40
al 60% de la distancia con el proposito de facilitar la
interpretacion de los resultados, cada uno se considerd
una comunidad floristica.

Se estim¢ el indice de valor de importancia de
Cottam (Mateucci & Colma, 1982), modificado para
datos de frecuencia y densidad, como criterio para la
definicion de la importancia ecologica de las especies
y la denominacion de comunidades floristicas de su-
cesion ecoldgica. Las expresiones matematicas son:
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Tabla 1

Ubicacion de sitios de muestreo, comunidades floristicas por etapa de sucesion ecologica

Sitio de muestreo Altitud Etapas sucesion ecologica
N°  Departamento Nombre Codigo  ms.n.m. Piso E-1 E-Il  E-II E-IV
1 Totonicapan Chipu 1 BChl 2627 I c3m  Cc4m  C2m C4m
2 Totonicapan Payaxon BPa 2644 1I C4m  C4m C2m C4m
3 Totonicapan Chipu 2 BCh2 2645 11 C3m  C4m C3e C4m
4 Totonicapan Camino Real Barreneché ~ CRB 2732 II Cc4m  C4m  C2m C4rm
5 Totonicapan Chipuac TCP 2901 11 C4m  C4™  Cam C4m
6 Totonicapan Paraje Chipion PCh 3024 v C4m  C4m  C2m C4m
7 Totonicapan Xe Mexicano XMe 3103 v c2m C4m C2m C4m
8 Totonicapan Xe Campana XCa 3105 v cm Cc4m CIm Cc3m
9 Totonicapan Cerro Sija, Alaska CSA 3146 v Cl® Cc4» C2m C4m
10 Totonicapéan Patzinchaj TPa 3147 v ca2m C1* C2m c3m
11 Totonicapan Parcialidad Vasquez PVa 3172 v C4m  C4m  C4m Cim
12 Totonicapan Campana Abaj CaA 3238 \Y% c2m Cc4m CIm cim
13 Totonicapan Chu Muchulic CMu 3320 A% c2m C2° Clm Cim
14 Totonicapan Chui Jolom Clo 3328 \Y% c2m  C2* CIm cim
15 Quiché Chiul 3 Ch3Q 2593 I c3m  Cc4m C3 c2:
16 Quiché Bosque Churuneles BCh 2641 11 C4m  C4m  C4m C4m
17 Quiché Chiul 2 Ch2Q 2765 I C3m  C4m  C4am c2:
18 Quiché Chiual 1 ChlQ 2946 111 c3» (C3» C3° c2:
19 Quiché Batzumal CBa 2990 1II C3» C3m C32 c2®
20 Huehuetenango Bosque Sur Goya SGo 2489 I C4m  C4m  C4m C4rm
21  Huehuetenango  Bosque Mujel BMu 2528 I c2m C4m C4m c2am
22 Huehuetenango Los Lucas LLu 2554 I C4m  C4m  C2m C4rm
23 Huehuetenango Batzalom BTz 2590 I C3m  C4m  C4m C4m
24 Huehuetenango Jobe Copral JCo 2637 11 C4m  C4m  C4m C4m
25 Huehuetenango Bosque Yaxcalante BYa 2652 II c3m  Cc4m C3 c2e
26 Huehuetenango Tuj Ch’ech TCh 2780 II ca2m C1* C2m c3m
27  Huehuetenango Bosque Golola BGo 2936 1 c4m  C3» C3* c3m
28  Huehuetenango El Aguacate II EAg 2 2950 1 c3m Cc3m C3 c2e
29  Huchuetenango El Aguacate [ EAg 1 3050 v Cc3m  C3m C32 C2e
30  Huehuetenango La Maceta LMa 3068 v C4m  C3m  C4m C3m
31  Huechuetenango Palop MPa 3096 v C3m  C3m  (C4m C2e
32 Huehuetenango Puerta del Cielo PCi 3311 \Y c3m  Cc3m CIm c3m
33 Huehuetenango La Ventosa LVe 3345 v cam C2° cim cim
34  Huchuetenango Llanos San Miguel SMi 3425 VI Cl1* C1* CiIm Clm
35 Huehuetenango Txe Huito THu 3525 VI C1®* C1* Clm Clm
36  Huechuetenango Valles bajo La Torre Vin 3732 Vil Ci®* c1* cCim CIm
37  Huchuetenango La Torre LTo 3811  VIII c1®* ¢c2* cCiIm Clm

Nota. Referencias: C1 a C4 = comunidades floristicas; riqueza o diversidad: a = alta, m = media, b = baja
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F = (ntpSi/ntT)*100; Fr = (F/3 F)*100; D = (niSi)/at; Dr
=D/>D*100 y IVI = (Fr+Dr)/200, donde F = frecuen-
cia de la especie i, Fr = frecuencia relativa, ntpSi = nt-
mero total de transectos donde esta presente la especie
i, ntT = nimero total de transectos, D = densidad de
la especie i, Dr = densidad relativa, niSi = nimero de
individuos de la especie i, at = area en m? del transecto,
IVI = indice de valor de importancia en base 100.

La diversidad floristica alfa se evalué con los
indices de Shannon-Wiener o heterogeneidad (H’),
nimero equivalente o efectivo de especies (‘D) (Jost,
2018) y equidad de Pielou (J°). H’ tiene el mérito de
ser independiente del tamafio de muestra estimando la
diversidad basado en la extraccion al azar de la muestra
(Badii et al., 2008) y refleja la heterogeneidad de una
comunidad definida por la riqueza de especies y su
abundancia relativa (McDonald, 2003; Moreno, 2001;
Pla, 2006), mide la complejidad bioldgica generalmen-
te en unidades nats utilizando logaritmos naturales
(In) (Jost & Gonzalez-Oreja, 2012). En la mayoria de
ecosistemas naturales el valor de H’ variade 1 a 5
(Margalef, 1972) y su valor maximo teorico es In (S)
y normalmente no excede 5 (Krebs, 1996). Adquiere
los maximos valores cuando todas las especies estan
representadas por el mismo numero de individuos
(Magurran, 2004). Los valores normales varian entre
2 y 3, interpretando valores inferiores a 2 como baja
riqueza, de 2 a 3.5 riqueza media y mayores de 3.5 alta
riqueza (Graciano-Avila et al., 2017; McDonald, 2003;
Mora-Donjuén et al., 2017). El indice 'D es una medida
que permite apreciar las diferencias de diversidad y
medir la similitud entre comunidades, al ser sensible
a las diferencias en las abundancias relativas de las
especies; asignando a todas un peso igual sin favorecer
o penalizar ni a las especies raras ni a las frecuentes
(Jost, 2018; Jost & Gonzalez-Oreja, 2012).

El indice J’ evalua el grado de regularidad o uni-
formidad con la que los individuos estan distribuidos
dentro de las especies y no asi la riqueza de especies
(Martella et al., 2012; Moreno, 2001). Relaciona la di-
versidad observada y la maxima diversidad y su valor
varia de 0 que indica la menor uniformidad a 1 que
indica que todas las especies son igualmente abun-
dantes o maxima uniformidad (Magurran, 2004). Las
expresiones matematicas son: H> = -y, (Pi)*(In Pi), 'D
=eH’ yJ’ =H"In S; donde Pi = ni/N, ni = abundancia
para la especie i, N = abundancia total de todas las
especies, In = logaritmo natural, e = base de logaritmo
natural y S = ntimero de especies o riqueza (Mateucci
& Colma, 1982).
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Resultados

La diversidad de arboles esta representada por 67
especies, las que pertenecen a 44 géneros y 29 familias
(Tabla 2). Esta se agrupa en cuatro comunidades flo-
risticas por cada etapa de sucesion ecoldgica estudiada
(Figura 2 y Tabla 3). Las familias mas diversas con mas
de tres especies son Rosaceae, Fagaceae, Primulaceae,
Pinaceae, Lauraceae, Adoxaceae, Asteraceae, Celas-
traceae, Clethraceae, Cupressaceae y Symplocaceae
(Tabla 2).

Se establecid que la similitud entre el bosque
maduro y una o mas etapas de sucesion, asciende a
56 especies equivalente al 84% de la diversidad y 40
especies (60%) son comunes a las cuatro etapas de
sucesion ecoldgica (Tabla 2). Las tres especies de cada
comunidad floristica con el mayor IVI en las 16 co-
munidades suman 20 especies, equivalente al 30% de
la diversidad y de estas P. hartwegii Lindl., Buddleja
megalocephala Donn.Sm., y Verbesina apleura S.F.
Blake, equivalente al 4.5%, son comunes a las cuatro
etapas de sucesion evaluadas (Tabla 3).

El indice H’ varia de 0.96 a 3.64 (Tabla 3). Las
comunidades floristicas C1 de la etapa I, C1 y C2 de
la etapa I1, se definen como de baja riqueza (Tabla 1),
ubicadas a altitudes superiores a 3,000 m s. n. m., en
la meseta de la sierra de los Cuchumatanes y Sierra
Maria Tectn. Las comunidades floristicas C3 etapa
IIT y C2 etapa IV se definen como de alta riqueza
(Tabla 1), ubicados entre 2,400 y 3,200 m s. n. m., con
15 de los 16 sitios evaluados en la falda norte de sierra
de los Cuchumatanes. Las 11 comunidades floristicas
complementarias distribuidas en las cuatro etapas
(Tabla 1), se clasifican como de riqueza media, ubica-
das en los rangos de 2,400 a 3,400 m s. n. m.

Las mayores diferencias de magnitud entre la ri-
queza de especies y el nimero equivalente de especies
(Tabla 3), tiende a manifestarse con mas énfasis en las
etapas III y IV con variacion entre 20 a 25% en cinco
de las ocho comunidades y en las comunidades C2 y
C4 de la etapa I. Las comunidades C4 de las etapas I y
I'V expresan las mayores variaciones estimadas en 29%
y 30% respectivamente. Y la tendencia a las menores
variaciones en las etapas [ y II en cinco de las ocho
comunidades. El indice J’ en las 16 comunidades flo-
risticas diferenciadas varian de 0.88 a 0.97, indicando
que todas las especies de cada comunidad manifiestan
una tendencia de alta uniformidad o igualmente abun-
dantes (Moreno, 2001).
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Tabla 2
Diversidad de especies de arboles y su presencia en las etapas de sucesion ecologica

N°  Familia Nombre cientifico E-1 E-II E-III  E-IV
1 Actinidaceae Saurauia kegeliana Schltdl. 1 0 0 1
2 Actinidaceae  Saurauia oreophila Hemsl.* 1 1 1 1
3 Adoxaceae Sambucus canadensis L. 0 0 1 0
4 Adoxaceae Viburnum sp2. 1 1 0 1
5 Adoxaceae Viburnum discolor Benth.* 1 1 1 1
6 Adoxaceae Viburnum jucundum C.V.Morton* 1 1 1 1
7 Araliaceae Oreopanax capitatus (Jacq.) Decne. & Planch.+ 0 1 1 1
8 Araliaceae Oreopanax xalapensis (Kunth) Decne. & Planch.* 1 1 1 1
9 Berberidaceae  Berberis volcania (Standl. & Steyerm.) Marroq. & Laferr.? 0 0 1 1

10 Betulaceae Alnus acuminata subsp. arguta (Schltdl.) Furlow* 1 1 1 1
11 Betulaceae Alnus jorullensis Kunth* 1 1 1 1
12 Brunelliaceae  Brunellia mexicana Standl. 0 0 0 1
13 Celastraceae Euonymus sp.* 1 1 1 1
14 Celastraceae Microtropis sp. 0 0 0 1
15 Celastraceae NDI® 0 0 1 1
16 Chloranthaceae Hedyosmum mexicanum C.Cordem.* 1 1 1 1
17 Clethraceae Clethra licanioides Standl. & Steyerm.* 0 0 1 1
18 Clethraceae Clethra mexicana DC* 1 1 1 1
19 Clethraceae Clethra pachecoana Standl. & Steyerm.* 1 1 1 1
20 Compositae Critoniadelphus nubigenus (Benth.) R M.King & H.Rob.* 1 1 1 1
21 Compositae Eupatorium sp. 0 0 1 0
22 Compositae Verbesina apleura S.F.Blake* 1 1 1 1
23 Cornaceae Cornus disciflora Moc. & Sessé ex DC.+ 0 1 1 1
24 Cupressaceae  Cupressus lusitanica Mill.* 1 1 1 1
25 Cupressaceae  Juniperus comitana Martinez* 1 1 1 1
26 Cupressaceae  Juniperus standleyi Steyerm.* 1 1 1 1
27 Ericaceae Arbutus xalapensis Kunth* 1 1 1 1
28 Ericaceae Camarostaphylis arbutoides Lindl.* 1 1 1 1
29 Fagaceae Quercus benthamii A DC 0 0 1 0
30 Fagaceae Quercus crassifolia Bonpl.* 1 1 1 1
31 Fagaceae Quercus ocoteifolia Liebm.* 1 1 1 1
32 Fagaceae Quercus peduncularis Née* 1 1 1 1
33 Fagaceae Quercus seemannii Liebm.* 1 1 1 1
34 Garryaceae Garrya laurifolia Benth.* 1 1 1 1
35 Lauraceae Litsea glaucescens Kunth* 1 1 1 1
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Tabla 2 (Continuacion)

N°  Familia Nombre cientifico E-I E-II  E-III  E-IV
36 Lauraceae Nectandra sp.+ 0 1 1 1
37 Lauraceae Ocotea salvinii Mez+ 0 1 1 1
38 Lauraceae Persea sp.* 1 1 1 1
39 Malvaceae Chiranthodendron pentadactylon Larreat.* 1 1 1 1
40 Myricaceae Morella cerifera (L.) Small 0 1 0 0
41 Onagraceae Fuchsia arborescens Sims++ 1 1 1 0
42 Pentaphylacaceae Cleyera theoides (Sw.) Choisy* 1 1 1 1
43 Pentaphylacaceae  Ternstroemia tepezapote Cham. & Schltdl. 0 1 0 1
44 Pinaceae Abies guatemalensis Rehder* 1 1 1 1
45 Pinaceae Pinus ayacahuite Ehrenb. ex Schltdl.* 1 1 1 1
46 Pinaceae Pinus hartwegii Lindl.* 1 1 1 1
47 Pinaceae Pinus pseudostrobus Lindl.* 1 1 1 1
48 Primulaceae Ardisia spl.* 1 1 1 1
49 Primulaceae Ardisia compressa Kunth 0 0 0 1
50 Primulaceae Ardisia venosa Mast. ex Donn.Sm.+ 0 1 1 1
51 Primulaceae Myrsine juergensenii (Mez) Ricketson & Pipoly 0 1 0 1
52 Primulaceae Parathesis tartarea Lundell* 1 1 1 1
53 Rhamnaceae Frangula discolor (Donn.Sm.) Grubov+ 0 1 1 1
54 Rosaceae Photinia matudai Lundell 0 0 1 0
55 Rosaceae Prunus spl1.* 1 1 1 1
56 Rosaceae Prunus sp2®. 0 0 1 1
57 Rosaceae Prunus sp3.* 1 1 1 1
58 Rosaceae Prunus rhamnoides Koehne* 1 1 1 1
59 Rosaceae Prunus salasii Standl* 1 1 1 1
60 Scrophulariaceae  Buddleja megalocephala Donn.Sm.* 1 1 1 1
61 Scrophulariaceae  Buddleja skutchii Morton* 1 1 1 1
62 Staphyleaceae Turpinia sp.++ 1 1 1 0
63 Symplocaceae Symplocos spl.* 1 1 1 1
64 Symplocaceae Symplocos sp2.* 1 1 1 1
65 Symplocaceae Symplocos hartwegii A.DC.? 0 0 1 1
66 Verbenaceae Lippia sp. ++ 1 1 1 0
67 Winteraceae Drimys granadensis L.£.* 1 1 1 1

Ntmero de especies por etapa de sucesion ecoldgica 46 54 59 59

Nota. Referencias: E-I a E-IV = etapas de sucesion ecoldgica; 1 = presencia, 0 = ausencia; especies comunes a: * = EI,
Ell, EIlI, E1V; + = EIl, EIIl, EIV; ++ = EI, EII, EIII; *= EIII, EIV

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 24-42 | 31



Diversidad de arboles del bosque de niebla del altiplano occidental de Guatemala

Figura 2

Dendrogramas de clasificacion de comunidades de especies de arboles (Cl, C2, C3, C4) de las etapas (E) de sucesion
ecologica I, 11, IIl y IV del ecosistema de bosque tropical montano nuboso del altiplano occidental de Guatemala

32|

Ward

SHi c1

P

)

XMe

33

LVe Cc2

nQ
BCh2
BCh1

Pva
PCh
LMa
LLu

SGo c4
JCo
BGo
TCP

CRB
BPa
BCh

El

0,.00 1.00 2.00

Ward

Distancia: (Euclidea promedio)

Cc1

Cc2

Cnsa

BCh2

Ch2Q
LMa
BTz 4
MPa
JCo
BMu
TCP
BCh

El

r T
0.00 1.50 3.00

T
450

T
6.00

TP
—— «a
LV
LTE :l c2

o I ey
LMa c3

Ward
Distancia: (Euclidea promedio)

BCh

Ell

F'Vq—l

Ward
Distancia: (Euclidea promedio)

SMi

THu

LTo C1
LVe
Cchu

Clo
Caa

EAg2
EAGT
ch3Q
Cch2aQ

c2

Cch1Q
MPa
CBa
BYa
BMu
XCa

TPa

™«
PCi

LMa

BGo

TCP
SGo
Llu

CRB
BPa
BCh2
XHKMe

JCo
CSA
BCh1
BCh

Cc4

EIV

0.00

1.00

2.00 3.00 4.00 5.00

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 24-42



Sergio M. Godinez

9 6t
Sy

8¢l vl

8¢l

9vC
el

AN N> = A
AN AN N A
S N T — o
- N N -

I 9 6 01 I L
194 ¢l 8¢ 6 0¢ 33
680 T60 960 680 €60 L60
ere vsc v9¢ TCT L6C 9S¢
€€ 91 124 4! 144 (V%
48] €D [40) 1D 48] [30)
65

88

el
el
14

—_ o A — —

S — on A <

I 01
vC 6
160 €60
ore vIc
[43 01
(48] D
6S

€8
6Cl
v'9¢
€LT
(44
8l €'¢EC

9!
6t
LS
99

€Tl

L€l

'€l T
A 4%
A 2%

we0)) op erouepodwr op I0[BA AP SIOIPU]

I

<+ & —~ »n —

0c 8 4 S
| R 4 4 S
160 S60 L60 V60
e vIe +ve€l 891
9% LT 14 9
O €D [40) 1D
123

<t N o

I
€
4
Y
I
1T 4!
91 [43
60 L60
6LC 9Y'¢
Ic 9¢
48] €

I
I

6 S
4! €
€60 880
IS 960
Sl €
(48] 1D
o

snqo.nsopnasd snuig

wmpunon{ wnuingi

SU22520NDI3 VIS

sisuadppx xpupdoa.()

panajdp vu1saqa,

vppydasop3aw vlojppng

sisuajpniof snujy

1132M1IDY SHUl]

1ajpunys snaadiuny

» SOJUBUIWIOP SA10adsy

wus wp8°e<

wu's w08°€-009°c
wuws w09°€-00y°¢
weuw's w0 €-00T°¢
wrw's w00z €-000°¢
ww's w00°€-008°C
wuw's w008°c-009°C

wws w(09°C-00%C

reurpmnye osid 1od sonrs #
d;

(1) nojarg op 2d1pu]

«H °d1pu]

++89100ds9 op olownN
BONISLIOY PepIUNWO))

+59100ds9 op olownN

Al edeig

111 ederg

11 edeig

1 edeig

BUIA)ISISOO3 [9p OJUSWIA[H

021307022 UQ1S2ONS 2P SVI1SIAO0Y SapYprunuiod A svdvja A .10d pvpisiaaipolq v] ap uo12d11282(]

€ BlqeL

33

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 24-42



Diversidad de arboles del bosque de niebla del altiplano occidental de Guatemala

onsrioy peprunwod 1od ©o139[009 erouelsodwl ap Jo[eA ap
901pul JoARW U0J SA102dSo Sa1) SB[:, ‘s102dsd op djuaeAInba orownu :(J, “LoNSLIOY peprunod 1od :++Bd139[090 U0ISaIns ap ede1o J0d i+ [SBIOUAIIIY DION

S's
1’9
'L

68

147!

86
S8l
6

Sy
Sy

'8

[41!

S9

LS

€8
€8

601
0°¢l

NUUDUIDDS SNILIN(T)

sap1oay] v.1oda])

DINSAD
“dsqns vppunumov snujy

nyomys vlajppng
pj1ydoa.io pinp.iNvSg
A0]0DSIP WNUING1/
SISua[PUIILNS SA1q
v1j0fiinp] DALIDD
stpnounpad snoiong
a11nypIvAD snui

sisuadp]px smngay

Al edeig

111 ederg

11 edeig

[ edeyg BUIA)ISISOO3 [9p OJUSWIA[H

(uoroenunuo)) ¢ e[qe],

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 24-42

34 |



Sergio M. Godinez

Discusion
Diversidad de especies

La diversidad de especies de arboles de cada
etapa respecto del total (Tabla 2), varia de manera
ascendente de 69% en la etapa de sucesion ecologica
I a 88% en la etapa III (Tabla 3). Esto evidencia alta
identidad de riqueza de especies entre las ctapas de
sucesion ecoldgica y el bosque maduro; superando al
53% de especies comunes entre bosques montanos
secundarios y maduros (Gayley & Sridith, 2020). De
esto se infiere que los mecanismos de sucesion ecolo-
gica de colonizacion que comprende la invasion y la
sobrevivencia (Kimmins, 1997), han sido exitosos y
que atiende al comportamiento de las primeras etapas
de sucesion ecoldgica (Sardi et al., 2018). Esto debido
posiblemente a las bajas temperaturas generadas por
la altitud y la cobertura que sombrea el suelo reduce la
evaporacion (Price et al., 2011), generando condiciones
favorables de humedad en el suelo para la coloniza-
cion; interpretdndose como una adecuada adaptacion
y tolerancia de las especies, a las condiciones fisicas y
bidticas en las primeras etapas de sucesion ecoldgica
de los sitios alterados. El incremento de la diversidad
expresada en riqueza a medida que avanza el proceso
de sucesion ecoldgica (Tablas 1y 3), es el resultado de
la edad cronoldgica de cada etapa de sucesion (Jadan
et al., 2017), ademas posiblemente implica estabilidad
de las comunidades de sucesion, incremento de inte-
racciones y de eficiencia en el uso de los recursos que
fortalece las funciones ecoldgicas (Badii & Ruvalcaba,
2007; Sans, 2007; Vila, 1998).

De las 67 especies de arboles hallados, 42 (63%)
se agrupan en 11 (39%) familias consideradas las mas
diversas, las cuales incluyen a Rosaceae, Lauraceae y
Fagaceae definidas como dominantes en los bosques
nubosos (Aguirre Menddza et al., 2017; Rasal-Sanchez
et al., 2012). La magnitud de diversidad que incluyen
estas familias permite suponer su influencia en la ma-
yor parte de procesos ecosistémicos transformados en
productividad resultado de su actividad bioldgica (So-
ciedad Norteamericana de Ecologia, 1999) y generacion
de servicios ecosistémicos (Badii & Ruvalcaba, 2007).

Las especies Alnus arguta (Schlecht.) Spach
y Clethra mexicana A. DC., y los géneros Alnus,
Buddleja, Clethra, Cornus, Hedyosmum, Morella,
Mpyrsine, Nectandra, Quercus, Saurauia 'y Symplo-
cos (Bussmann, 2005; Ramirez-Marcial et al., 20006;
Santiago-Pérez et al., 2009), definidos como caracte-
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risticos del bosque nuboso (Monterroso-Rivas et al.,
2012), existen en el ecosistema estudiado (Tabla 2). Las
familias consideradas dominantes en bosques nubosos
a altitudes mayores a 2,700 m s. n. m. en la Sierra An-
dina son Rosaceae y Lauraceae (Girardin et al., 2014),
Lauraceae y Fagaceae en el bosque mesofilo de México
(Ramirez-Marcial et al., 2006), mismas que figuran
entre las mas diversas en el area de estudio. Esa simili-
tud de géneros, especies y familias, permiten inferir la
denominacion del area estudiada como un ecosistema
de bosque nuboso, integrado por elementos holarticos
y neotropicales (Ramirez-Marcial et al., 2006), resul-
tado del intercambio de diversidad entre norte y sur
América, que definen los patrones fitogeograficos del
Neotropico (Gentry, 1982).

Similitud de diversidad entre etapas de
sucesion ecologica y el bosque maduro

Las condiciones micro climaticas y del sue-
lo son afectadas en las primeras etapas de sucesion
ecologica, generando cambios en la biodiversidad
(Kimmins, 1997) y solamente el 50% de especies
muestran relacion con algtn habitat al evaluar las va-
riables de altitud, temperatura, curvatura del terreno
y de estructura forestal (altura dominante, nimero de
arboles y nimero de especies) segiin Ledo (2013). La
similitud de riqueza entre las etapas de sucesion y el
bosque maduro en el area de estudio, supera el 50%
definido por Ledo (2013); este comportamiento de la
diversidad en el proceso de sucesion ecoldgica, de-
muestra la capacidad de adaptacion y tolerancia de la
vegetacion lefiosa a la alteracion micro climatica y del
suelo en las areas disturbadas.

Las especies Arbutus xalapensis Kunth, Litsea
glaucecens Kunth, y Morella cerifera (L.) Small., re-
sisten sequias y heladas, crecen bien en areas de pas-
tizales y matorrales (Quintana-Ascencio et al., 1993) y
C. mexicana especie caracteristica de bosques mixtos
de pino y encino de altitudes que varian entre 1,900-
3,200 m s. n. m.; son cuatro especies que toleran poco
la sombra y con frecuencia ocupan claros de los bos-
ques y ambientes alterados (Gonzalez-Villareal, 1996).
También 4. guatemalensis Rehder., P. pseudostrobus
Lindl., y P. ayacahuite Ehrenberg, sobreviven y cre-
cen mejor en areas abiertas (Quintana-Ascencio et al.,
2004) y son dominantes en la etapa de arboles (Marti-
nez-Arévalo, 2016). P. pseudostrobus reporta distan-
cias de dispersion de regeneracion natural establecida
de la fuente de semillas, hasta 75 m en borde y 175 m
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en claro (Godinez et al., 2016). Seis de las siete especies
enunciadas estan presentes en las etapas de sucesion
ecologica (Tabla 2) y manifiestan un comportamiento
similar en el area estudiada.

La especie C. disciflora esta presente en las eta-
pas II, Il y IV (Tabla 2) de bosque latifoliado; esto
concuerda con su estrategia reproductiva manifestada
por una mejor germinacion en encinares que en pinares
(Camacho-Cruz et al., 2000). Las especies Saurauia
oreophila Hemsl., Viburnum jucundum Morton, C.
disciflora 'y Garrya laurifolia Hartweg. ex Benth., fre-
cuentes bajo dosel forestal con 70-80% de cobertura,
donde sus semillas no presentan latencia con numero-
sas plantulas bajo los individuos adultos; Oreopanax
xalapensis (HBK.) Dene & Planch, Hedyosmum mexi-
canum Cordemoy, C. mexicana, Persea sp., Cleyera
theaeoides (Sw.) Choisy y Drymis granadensis L. f.,
son especies frecuentes bajo dosel muy cerrado (> 90%
de cobertura). Estas especies crecen bien en micrositios
mas humedos y son sensibles a heladas e insolacion
(Quintana-Ascencio et al., 1993). Con excepcion de
C. disciflora, las especies citadas estan presentes en
las cuatro etapas de sucesion ecologica (Tabla 2), esto
evidencia la existencia de diversas estrategias repro-
ductivas e invasivas (Kimmins, 1997), explicando el
porcentaje de similitud de la riqueza de especies entre
el bosque maduro y las etapas de sucesion ecologica
evaluadas y la influencia de la cobertura de especies
acompafiantes que se incrementa conforme avanza el
proceso de sucesion.

De acuerdo a lo expuesto en el area de estudio se
observa la tendencia de ocupacion de las partes mas
expuestas por las especies templadas y de los sitios
mas humedos por las especies tropicales (Meave et
al., 1992). Estos dos temperamentos de la diversidad
en las distintas etapas de sucesion ecologica, define
el alto potencial de restauracion del ecosistema btmn
del altiplano occidental de Guatemala y una tendencia
diferente a la enunciada por Bussman (2005) quien
indica que la mayoria de las especies de las etapas
de sucesion forestal no corresponde a la diversidad
del bosque maduro, factor que aumenta la amenaza
al bosque nuboso.

Afinidad floristica de los sitios evaluados
Las comunidades floristicas con mayor diversi-
dad de especies en las cuatro etapas (Tablas 1y 3), se

identifican como C3 y C4 para las etapas [ y I, C2,
C3 y C4 para la etapa III y para la etapa IV como
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C2 y C4 en los dendrogramas de la Figura 2. Estas
agrupan sitios evaluados en los rangos altitudinales
2,400 a 3,400 m s. n. m., ubicados en las faldas norte
y noroeste de la sierra de los Cuchumatanes y en la
cadena volcanica. Esta manifestacion se debe al acceso
dificultoso y baja densidad de caminos en la sierra de
los Cuchumatanes y a la existencia de una gobernanza
forestal comunitaria que limita el acceso a los bosques
de Totonicapan, que pertenecen al area de la cadena
volcanica (Asociacion de Foresteria Comunitaria de
Guatemala Utz Che’, 2015). También influye la expo-
sicion a barlovento de estas comunidades; ya que las
montafias actuan como barreras donde se descarga
gran parte de la humedad transportada por los vientos
de las capas bajas, incrementando la cantidad de Iluvia
y humedad factores que influyen positivamente en la
riqueza de especies del bosque nuboso (Becerra, 2016;
Lopez-Mata et al., 2011).

Las comunidades floristicas con diversidad me-
dia se identifican en la etapa [ como C2 y en la etapa
1V como C3, ubicadas entre 2,400 a 3,400 m s.n.m.
(Figura 2, Tablas 1 y 3). El rango altitudinal y la lumi-
nosidad en la etapa I y la cobertura en la etapa IV, son
factores que permiten explicar el nivel de diversidad.

Las comunidades floristicas con menor diversi-
dad de especies se identifican como C1 para las etapas
I, IIT y IV, para la etapa Il como C1 y C2 en los dendro-
gramas de la Figura 2. Agrupan a sitios evaluados en
su mayoria se ubicados entre 3,000 a 3,811 m s. n. m.
(Figura 1 y Tablas 1 y 3), principalmente en el area de
la meseta y falda sur de la sierra de los Cuchumatanes
y cadena volcanica con mas facilidades de acceso e im-
pacto humano, por la dependencia de los pobladores lo-
cales del bosque y agricultura. Este comportamiento en
el area, esta condicionado por los disturbios generados
por comunitarios, fuente mas comun de alteraciones en
el ecosistema (Kimmins, 1997). Consecuencia de cam-
bios en el uso del suelo y destruccion de habitats (Vila,
1998), generados por la fragmentacion por actividades
agropecuarias y la influencia de practicas silvicolas
locales no sostenibles (Ledn-Alfaro, 2019; Medrano
Meraz et al., 2017), produciendo comunidades eco-
l6gicas muy simples (Badii et al., 2007). Ademas la
altitud y las condiciones de sotavento que genera me-
nor disponibilidad de humedad donde se ubican estas
comunidades, influyen negativamente en la diversidad
(Becerra, 2016; Lopez-Mata et al., 2011).

La diversidad y abundancia de especies de ar-
boles esta influenciada por la variabilidad ambiental
atribuida a la altitud, la heterogeneidad topografica
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y variables climaticas (Gallegos et al., 2019; Jadan
et al., 2017; Medrano Meraz et al., 2017; Richerson
& Lum, 1980). La riqueza de especies se relaciona
negativamente con la altitud y positivamente con la
disponibilidad simultanea de humedad y calor (Be-
cerra, 2016; Lopez-Mata et al., 2011). Estos hallazgos
permiten suponer que la riqueza floristica en el area de
estudio atiende al mismo patréon de comportamiento
enunciado.

Diversidad y riqueza floristica potencial para
restauracion ecologica

La variacion del H’ entre 0.96 a 3.64, evidencia la
tendencia a la variacion entre comunidades de la misma
etapa y entre etapas, es un comportamiento de la diver-
sidad del btmn que esta influenciado por la ubicacion
altitudinal de las comunidades floristicas en cada etapa
(Tabla 3) y los niveles de disturbio evidenciado por la
riqueza de especies asociada a la ubicacion geografica.
Los valores del J’ cercanos a 1, permiten calificar a las
16 comunidades floristicas con una diversidad de espe-
cies igualmente abundantes o de maxima uniformidad
(Magurran, 2004). Sin embargo el numero equivalente
o efectivo de especies ('D) presenta un comportamiento
que tiende a una mayor equitatividad (Jost, 2018), en las
comunidades con riqueza (S) baja en las dos primeras
etapas de sucesion que se ubican a mayor altitud. La
menor equitatividad predomina en las etapas 11l y IV
con valores de S mayores ubicadas a altitudes entre
2,400 y 3,400 m s. n. m. Este comportamiento indica
que las especies tienden a estar igualmente represen-
tadas en las comunidades con baja riqueza y en las
comunidades con mayor riqueza y mayor diferencia
con el indicador 'D, implica una tendencia a la existen-
cia de especies dominantes por su alta abundancia y la
mayor parte de la riqueza son poco abundantes o raras
(Jost, 2018; Jost & Gonzalez-Oreja 2012). Este ultimo
indicador recomendado para el analisis de diversidad
en el tropico permite visualizar el comportamiento de
la diversidad a lo largo del gradiente altitudinal y de
sucesion con mayor precision que los indices H” y J.

De las 20 especies de arboles con mayor valor de
IVI, A. guatemalensis, P. hartwegii y B. megalocephala
(Tabla 2), son las tres especies comunes al bosque ma-
duro y las tres etapas de sucesion ecoldgica (Tabla 3)
y se ubican en las areas de mayor altitud del area de
estudio. Las dos ultimas reportan alto valor de IVI
y presencia en diversas etapas de sucesion ecologica
y el bosque maduro de comunidades vegetales de A.
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guatemalensis en la parte alta de San Marcos (Marti-
nez-Arévalo, 2012, 2016), esta condicion permite supo-
ner que son especies que definen el equilibrio dinami-
co (Curipoma et al., 2018) en las comunidades donde
prevalecen. Ademas cuatro de las cinco especies del
género Quercus (Tabla 2), estan presentes en las tres
etapas de sucesion ecologica y el bosque maduro del
area estudiada. Especies de este género presentaron
mayor supervivencia y crecimiento en altura, diametro
y biomasa de raices en etapas de sucesion ecoldgica
dominada por Baccharis vaccinioides Kunth (Rivas-
Rivas et al., 2017), este conocimiento del comporta-
miento de la regeneracion y dispersion de semillas de
este género (Marafion et al., 2014), permite sustentar su
consideracién como especies potenciales para restaurar
el btmn (Quezada et al., 2016), junto a las especies de
mayor valor de IVI presentes en las diversas etapas de
sucesion ecolodgica en el area de estudio.

El estudio constituye un referente basico al re-
velar que el ecosistema btmn evaluado se caracteriza
por presentar una diversidad de 67 especies de arbo-
les, distribuida en un gradiente altitudinal que varia de
2,400 a 3,811 ms. n. m. Con el 69% de esta diversidad
establecida en la etapa de sucesion ecoldgica I, 60%
de especies comunes a las cuatro etapas de sucesion
ecologica evaluadas (Tabla 2). E1 30% de especies con
el mayor valor de IVI distribuidas en las 16 comunida-
des floristicas diferenciadas (Tabla 3), tienen tendencia
a producir grandes cantidades de semillas y/o frutos
y con sindromes de dispersion anemdcora y zoocora,
lo que favorece su éxito de supervivencia. Ademas se
estiman tiempos de transicion entre etapas de 3 a 5
afosde [ all, 5 a 10 afios de [T a Il y de 15 a 20 afios
de IIT a IV, infiriendo un tiempo total de recuperacion
desde la etapa I alalV entre 23 a 35 afios. Este periodo
estimado es congruente con la recuperacion de la di-
versidad y composicion floristica de bosques montanos
secundarios con rango estimado entre 15 a 30 afos
(Gayley & Sridith, 2020; Guariguata & Ostertag, 2001;
Kappelle, 1996).

La composicion floristica en las diversas etapas
de sucesion en los diferentes sitios estudiados (Figu-
ra 2 y Tablas 1, 2 y 3), constituyen la base para la
interpretacion y la toma de decisiones a nivel local
de la trayectoria de los procesos de restauracion que
deben implementarse. Los que deben fortalecerse de-
sarrollando investigacion relacionada con la fenologia
reproductiva, la identificacion del gremio ecoldgico
y las especies funcionales de la diversidad de arbo-
les promisorios. Ademas sera pertinente impulsar la
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unién de fragmentos actuando en areas abiertas apro-
vechando la existencia de arbustos y arboles aislados
y la reconformacion de fragmentos recuperando los
claros y los bordes de estos (Suarez Duque, 2008) y el
enriquecimiento de sitios con etapas de sucesion [y I1.
Aplicar las técnicas de nucleacion de lluvia de semillas,
siembra directa, transposicion de suelos y plantacion de
especies funcionales en grupos Anderson (Sanchun et
al., 2016), utilizando la diversidad de arboles de mayor
valor ecoldgico.

Este conocimiento permitiran reformular la es-
trategia de restauracion del paisaje forestal para este
ecosistema propuesta por la Mesa Nacional de Restau-
racion del Paisaje Forestal de Guatemala (2018), a una
mas acorde a la realidad ecologica, social y cultural
de la region. Para contribuir al mantenimiento y re-
cuperacion de los atributos generadores de servicios
ecosistémicos vitales para los pobladores del altiplano
occidental de Guatemala.
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Resumen

La fenologia estudia los cambios estacionales en los ciclos de vida de los organismos. Una utilidad de la fenologia,
es que permite establecer periodos en que se pueden colectar semillas para programas de restauracion ecologica.
Por lo que, de abril de 2017 a mayo de 2019, en el volcan Tacana, San Marcos, Guatemala, se establecio la estaciona-
lidad, variacion anual, sincronia, intensidad y duracion de las fenofases reproductivas de Prunus lundelliana Standl.
Aproximadamente cada 15 dias, en 10 individuos se registrd la presencia e intensidad de las flores (botones y abiertas)
y frutos (inmaduros y maduros). Los datos se analizaron con estadistica circular, encontrandose que todas la fenofases
fueron estacionales y que solo el patron de los frutos inmaduros varié significativamente entre los dos periodos. La
sincronia fue principalmente alta y la intensidad no supero el 40%. En ambos periodos las intensidades menores las
presentaron los frutos maduros (17 y 25%). Los indices de actividad e intensidad se correlacionaron significativamente,
por lo que los angulos medios fueron semejantes en las fenofases y periodos de estudio. Los picos de actividad-in-
tensidad de las flores abiertas y de los frutos maduros ocurrieron durante los meses secos (noviembre-abril), patrén
que se ha registrado en otros bosques nubosos. La duracion de las fenofases varid entre 2.5-3.5 meses, siendo la mas
pequena la de frutos maduros. Para fines de manejo, la colecta de frutos maduros puede hacerse desde mediados de
marzo hasta finales de mayo, sin embargo, se sugiere hacerlo principalmente entre el 15 de abril y el 15 de mayo.

Palabras claves: Volcan Tacana, fructificacion, floracion, indice de Fournier, Guatemala

Abstract!

henology studies the seasonal changes in the life cycle of organisms. Phenological data allow to set the periods

in which the seeds can be collected for ecological restoration programs. From April, 2017 to May, 2019, in Taca-
né volcano, San Marcos, Guatemala, it was established the seasonality, annual variation, synchrony, intensity, and
duration of the reproductive phenophases of Prunus lundelliana Standl. About every 15 days, 10 individuals were
observed and it was recorded the presence and intensity of flowers (buds and blossom flowers) and fruits (immature
and mature fruits). The data was analyzed with circular statistics, finding that all the phenophases were seasonally
distributed and only the immature fruits pattern significantly variated between the two periods. The synchrony was
mainly high and the intensity did not exceed 40%. In both of the study periods, the lesser intensities were presented
by the mature fruits (17 and 25%). The activity and intensity indexes were significantly correlated; therefore the mid
angles were alike in the phenophases and study periods. The activity-intensity highs of blossom flowers and of mature
fruits happened in the dry months (November to April), a pattern that has been registered in other cloud forests. The
duration of the phenophases ranged from 2.5 to 3.5 months, being the shortest the mature fruits phenophase. For
environmental management purposes, the collection of mature fruits can be done from the middle of March to the
end of May, nonetheless, it should be done mainly between April 15th and May 15th.

Keywords: Tacana volcano, fruiting, flowering, Fournier index, Guatemala

'Resultados parciales se presentaron en el II1 Congreso Nacional del Cambio Climatico. Partial results were presented at the I1I National
Congress of Climate Change.
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Introduccion

El término fenologia fue utilizado por primera
vez por el botdnico belga Charles Morren alrededor
de 1850 (Demarée & Rutishauser, 2011) y se refiere al
estudio de los eventos recurrentes que sufren los orga-
nismos y su relacion con factores biodticos y abidticos
(Lieth, 1974). Conocer los patrones fenologicos de los
organismos fue de gran importancia para los grupos
cazadores-recolectores, ya que necesitaban conocer los
momentos y lugares donde las especies de su interés
estarian presentes y/o producirian las estructuras que
recolectaban (Schwartz, 2013). Sin embargo, fue hasta
finales del siglo XX cuando el interés cientifico se hizo
mas evidente, principalmente por los efectos que el
cambio climatico puede tener en los ciclos de vida de
los organismos (Cleland et al., 2007; Parmesan, 2007).

Los estudios fenologicos se han realizado ma-
yormente en areas templadas (Schwartz, 2013), por
lo que varios investigadores destacan la necesidad
de generar datos fenologicos de especies tropicales,
en regiones y ecosistemas poco estudiados, como la
mesoamericana y los bosques de montafia (Inouye &
Wielgolaski, 2013; Mendoza et al., 2017; Morellato et
al., 2013). Entre estos ecosistemas, destacan los bos-
ques nubosos, que son especialmente susceptibles al
cambio climatico (Golicher et al., 2012).

Los bosques nubosos son reconocidos por la
alta diversidad bioldgica que poseen y los importan-
tes servicios ambientales que proveen (Eisermann &
Schulz, 2005; Holder, 2006; Matson et al., 2012; San-
chez-Ramos & Dirzo, 2014; Schuster et al., 2000). Du-
rante muchos afios estos bosques han sido perturbados,
fragmentados y/o convertidos en areas agricolas o de
pastoreo, sin embargo, algunas de estas areas han sido
abandonadas y se requiere su restauracion a través de
diferentes estrategias, entre las cuales esta la siembra
de especies nativas al bosque original (Aide et al., 2010;
Jardel et al., 2014; Ramirez-Marcial et al., 2008).

Las especies amenazadas deberian ser una parte
importante de los proyectos de restauracion, no solo
en los lugares donde actualmente crecen o crecieron
en el pasado reciente, sino en cualquier localidad de
su rango de distribucion potencial. Una de las razones
para no usarlas ha sido la carencia de grandes canti-
dades de semillas, asi como el desconocimiento de su
biologia reproductiva y de los métodos de propagacion
y siembra (Volis, 2016). Una de las utilidades de esta-
blecer los patrones fenoldgicos de las plantas es que se
puede saber con precision cuando hay disponibilidad
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de semillas en cantidad y calidad, lo que permite pla-
nificar de mejor forma su cosecha para los programas
de restauracion, y de manejo y conservacion forestal
(Buisson et al., 2017; Kettle, 2012; Montagnini, 2005;
Newton, 2011; Nunez-Cruz et al., 2018; Ochoa-Gaona
et al., 2008).

Por ello, en este estudio se planted determinar las
fenofases reproductivas de Prunus lundelliana Standl.
(cerecillo) (Figura 1), una especie considerada en peli-
gro de extincion (Ramirez-Marcial & Gonzalez-Espi-
nosa, 2011), que se distribuye principalmente en bos-
ques nubosos de Chiapas (México) y Guatemala entre
1,275-2,100 m s. n. m., aunque también con registros
en otros estados del sureste de México, Honduras y El
Salvador (Pérez-Zabala, 2014; Standley & Steyermark,
1946; Villasefior, 2016).

La informacién generada en este estudio, per-
mitira recolectar sus semillas para su posterior pro-
pagacion en viveros que produzcan plantas para pro-
gramas de restauracion. En especifico se analizd: (a)
estacionalidad, (b) variacion anual, (c) sincronia (indice
de actividad), (d) intensidad (indice de Fournier) y (e)
duracion principal, de cada fenofase reproductiva

Materiales y Metodos

Area de estudio

El estudio se realizo en el volcan Tacana y su area
de influencia, especificamente en los bosques nubosos
del parque municipal Canjuld y de la aldea Vega del
Volcan, municipio de Sibinal, departamento de San
Marcos, ambos aproximadamente a 2,700 m s. n. m.
(Figura 2).

El volcan Tacana (latitud 15.131667° N, longitud
-92.108333° W) sirve de limite entre México y Guate-
mala, es el segundo volcan mas alto de Guatemala y de
Centroamérica en general (Gall, 1983). En Guate- mala
este volcan y su area de influencia abarcan 31.50 km?2,
de los cuales 29.7% (9.35 km?) corresponden a la Zona
de Veda Definitiva. Altitudinalmente va desde 2,250
m s. n. m. en la aldea Chocabj hasta 4,092.63 m s. n.
m. en la cumbre del volcan. La vegetacion domi- nante
por debajo de 2,800 m s. n. m. es latifoliada del tipo
nuboso, entre 2,800 y 3,100 m s. n. m. se encuentra
vegetacion mixta y la parte superior del volcan es do-
minada por coniferas (principalmente Pinus hartwegii
Lindl.) (Rivas, 2015). La temperatura media anual re-
gistrada en la estacion “San Marcos” que se localiza
en el municipio de San Marcos (latitud 14.954167°
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Figura 1

Estructuras reproductivas de Prunus lundelliana. (a) botones florales, (b) flores abiertas, (c) frutos inmaduros,

(d) frutos maduros

N, longitud -91.809444° W; 2,420 m s. n. m.), es de
13.5 °C y la precipitacion media anual de 1,639.14 mm
(valores medios calculados de los registros de 2010-
2017). La temporada seca inicia en noviembre y fi-
naliza en febrero (< 30 mm) y la lluviosa de mayo a
octubre; marzo y abril se consideran transicionales con
precipitaciones menores a 100 mm. Esta estacion es
la mas cercana al area de estudio (aproximadamente a
35 km) y es administrada por el Instituto Nacional de
Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia e Hidrologia.

Método

A la orilla de senderos del bosque del parque
municipal Canjulad y de la aldea Vega del Volcan, se
seleccionaron 10 arboles adultos de P. lundelliana que
tuvieran la copa visible y un diametro a la altura del
pecho igual o mayor a 10 cm (DAP > 10 cm). Diez

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 43-56

individuos es una muestra aceptable si el monitoreo
es frecuente (como fue en este estudio) (Morellato,
Camargo et al., 2010).

Para su identificacion, cada individuo se mar-
¢6 con pintura de aceite y se le asignd un codigo (las
coordenadas y medidas de los arboles monitoreados se
presentan en archivos complementarios).

Se sigui6 el método sugerido por Morellato,
Cmargo y colaboradores (2010), en el cual con la ayuda
de binoculares (9 X 45), aproximadamente cada 15 dias
(14.2 £ 1.7 dias; rango 11-19 dias), de abril de 2017 a
mayo de 2019 (con excepcion de septiembre de 2017,
abril de 2018 y mayo de 2018 cuando el registro fue
mensual, y junio de 2018 y diciembre de 2018 donde
no fue posible realizarlo) se registraron las fenofases
reproductivas (botones florales, flores abiertas, frutos
inmaduros y frutos maduros) que presentaron los in-
dividuos.
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Figura 2

Ubicacion de las localidades de estudio
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Para establecer si las fenofases se distribuyen es-
tacionalmente se aplico estadistica circular (Morellato,
Alberti et al., 2010; Zar, 1999), utilizando el programa
Oriana 4.02 (Kovach, 2011). Para ello las fechas de las
observaciones se convirtieron a angulos con intervalos
de 15° aproximadamente (el angulo exacto dependid
de la fecha de la observacion, que fue cada 11-19 dias),
utilizando la formula a = 360X/k, donde a es la di-
reccion angular en grados, X es el dia del afio corres-
pondiente a la fecha de observacion y k es el tiempo
total de un ciclo completo; para este caso un afio o 365
dias. Los parametros calculados fueron: angulo medio
(@), longitud del vector medio (), desviacion angular
y los limites de confianza de a (Zar, 1999). El angulo
medio corresponde al centro del periodo de ocurrencia
de cada fenofase. La longitud del vector medio indica
la concentracion temporal de la actividad fenologica
alrededor del angulo medio y permite determinar si los
eventos fenoldgicos se distribuyen uniformemente a lo
largo del afio o si lo hacen estacionalmente (Morellato,
Alberti et al., 2010). Para confirmar la estacionalidad
anual, se realizo la prueba Z de Rayleigh, que establece
la significancia del angulo medio.
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Para determinar si los patrones fenologicos
variaron entre los periodos muestreados, se aplico la
prueba F' de Watson-Williams (Zar, 1999).

De acuerdo con la cantidad de individuos que
present6 una determinada fenofase, se calculd el indice
de actividad (IA) (sincronia) propuesto por Bencke y
Morellato (2002b). Este indice muestra la proporcion
de individuos que presenta determinada fenofase en
una poblacion en un tiempo determinado; cuando me-
nos del 20% de los individuos manifiestan la fenofase,
se considera que hay asincronia, cuando la fenofase
ocurre entre el 21 y 60% de los individuos, se con-
sidera que la sincronia es baja, mientras que cuando
mas del 60% de los individuos presentan la fenofase,
la sincronia es alta.

Ademas, se cuantifico la intensidad de cada fe-
nofase mediante la ponderacion sugerida por Four-
nier (1978), 1a cual va de cero a cuatro (0: ausencia, 1:
1-25%; 2: 26-50%; 3: 51-75%, 4: 76-100% de actividad
en cada fenofase). Para estimar el indice de Fournier
(FI) en porcentaje (intensidad de la fenofase) se utilizo
la siguiente formula:

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 43-56



Javier A. Rivas-Romero ... et al.

%FI [i 14100
oFI = — 1=
i=1n*4

Donde 7 es el nimero de individuos muestreados
y xi es el valor asignado a cada individuo i en la escala
de 0 a 4 (Morellato, Camargo et al., 2010).

Los indices de actividad y de intensidad de Four-
nier proporcionan informacion distinta y complemen-
taria, optimizan la recopilacion de los datos y hacen
que el analisis e interpretacion de los patrones fenolo-
gicos sea mas simple y directo (Bencke & Morellato,
2002a). El indice de actividad es un valor objetivo que
es rapida y facilmente obtenido en campo, mientras que
el indice de intensidad es subjetivo y requiere entrena-
miento para su obtencion, pero posibilita identificar los
picos de actividad. Para estimar la relacion estadistica
entre ambos indices se utilizo el coeficiente de corre-
lacion de Spearman (r,).

La duracion principal de cada fenofase se estable-
ci6 a partir del valor del angulo medio (a) = 1 desvia-
cion estandar, para que abarcara el 68% del periodo de
actividad de cada estructura reproductiva. Para indicar
los periodos, los valores angulares de a y de la desvia-
cion estandar se convirtieron en fechas a través de esta
formula X = ak/360, donde X es el dia del afio y k es
el tiempo total de un ciclo completo, es decir, 365 dias

Resultados

En ambos periodos de estudio (abril de 2017 a
marzo de 2018 y abril de 2018 a mayo de 2019) todas
la fenofases se distribuyeron estacionalmente (Tabla 1).
Los valores mas altos de » los presentaron los frutos
maduros (.81 para la intensidad en el primer periodo y
74 para la actividad en el segundo). Todos los valores
de r fueron significativos (Z de Rayleigh, p <.001).

La prueba F'de Watson-Williams indica que inica-
mente la fenofase fruto inmaduro fue significativamente
diferente en los dos periodos de estudio (p <.05). Enel
resto de fenofases, aunque hubo diferencias en el angulo
medio (@), no fueron significativas (Tabla 1).

En el angulo medio la sincronia de la mayoria
de las fenofases fue alta, a excepcion de los botones
florales y los frutos maduros del periodo abril de 2018
a mayo de 2019 donde fue baja, aunque hay que consi-
derar que durante este periodo, dos de los individuos no
desarrollaron estructuras reproductivas (Figuras 3 y 4).
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En cuanto a la intensidad, en el angulo medio,
la misma en general no supero el 40%. La intensidad
menor se registré en los frutos maduros del primer
periodo, donde solo alcanz6 17.5%, mientras que el
porcentaje mayor lo mostraron las flores abiertas en el
segundo periodo con 37.5% (Figuras 3 y 4).

Como las graficas (Figuras 3 y 4) sugerian seme-
janza entre los porcentajes de actividad e intensidad,
se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman
(r) para evidenciar estadisticamente dicha tendencia
(Tabla 2). Todas las correlaciones fueron positivamente
significativas, por lo que los d&ngulos medios (a) fueron
semejantes en todas las fenofases y periodos de estudio
(Tabla 1). En el caso de los botones florales (Figura
3a), los picos de actividad-intensidad ocurrieron al
final de la temporada lluviosa (octubre), y los de las
flores abiertas (Figura 3B) al final de la primera parte
de la temporada seca (diciembre). En el caso de los
frutos inmaduros (Figura 4A), donde hubo diferencia
significativa entre los periodos de estudio, en el primer
periodo los picos de actividad-intensidad se registraron
al final de la temporada seca (febrero), mientras que,
en el segundo periodo en marzo, que es cuando ocurre
la transicion entre la temporada seca y la lluviosa. Por
su parte, los picos de actividad-intensidad de los frutos
maduros (Figura 4B) fueron al inicio de la temporada
[luviosa (abril-mayo).

Para establecer la duracion principal de cada fe-
nofase, se tomo la definida por el indice de intensidad
de Fournier, ya que en general presentd los valores
mas altos de 7 y los menores de desviacion estandar
(SD) (Tabla 1). La duracion de los botones florales fue
de 3 meses (septiembre-noviembre), al igual que lade
las flores abiertas (noviembre-enero). Para los frutos
inmaduros, la duracion principal fue de 3.5 meses en
ambos periodos de estudio, con la diferencia que enel
primer periodo estuvieron presentes principalmente de
mediados de diciembre hasta marzo, y en el segundo
periodo desde febrero hasta mediados de mayo. Los
frutos maduros fueron los que presentaron una du-
racion menor (2.5 meses), la cual fue de mediados de
marzo hasta mayo (Tabla 1).

Discusion

El género Prunus posee aproximadamente 450
especies, las cuales se encuentran principalmente
en zonas templadas de América del norte y Eurasia
(Pérez-Zabala, 2014), donde en general presentan
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patrones fenoldgicos estacionales (Koike et al., 2008;
Thompson & Willson, 1979) y con poca variacion in-
teranual (Jeanneret & Rutishauser, 2010; Taylor, 1974)
tal como lo encontrado en la mayoria de las fenofases
de P. lundelliana. Sin embargo, hay especies que no
siguen este patron (Fidalgo, 2019; Heiling & Gilbert,
2016)y otras donde el cambio climatico esta provocando
variaciones (Doi, 2007; Kai et al., 1993; Primack et
al., 2009).

Aunque el angulo medio de los frutos inmaduros
fue significativamente diferente entre los periodos de
estudio, el patron general de esta fenofase se mantuvo
durante los dos periodos, es decir, los primeros fru-
tos inmaduros aparecieron en octubre y los ultimos a
mediados de mayo (Figura 4A), por lo que es probable
que la tendencia sea a no variar entre afos, tal como lo
mostraron las otras fenofases. Esto podria comprobarse
si se ampliara el monitoreo fenoldgico durante mas
aflos (por lo menos cinco), tal como lo recomiendan
Morellato y colaboradores (2018) y Sakai y Kitajima
(2019). Morellato y colaboradores (2018) afirman que
monitoreos a largo plazo generan datos que permiten
establecer claramente los ciclos fenologicos de las plan-
tas, asi como los factores que desencadenan las fenofa-
ses y la respuesta de las plantas al cambio climatico.

La alta sincronia que mostré P. lundelliana en
la mayoria de fenofases puede ser una estrategia para
aumentar su éxito reproductivo, al permitir que sus
polinizadores y dispersores accedan a sus recursos
(néctar y frutos) en la mayoria de los individuos de
la poblacién al mismo tiempo, lo cual ha sido docu-
mentado en varias especies y ecosistemas. Por ejemplo
Boulay y colaboradores (2007) lo hicieron en el sur
de Espafia, en la planta mirmecocora Helleborus
foetidus L.; Lopez de Buen y Ornelas (2001) en el
muerdago Psittaranthus schiedeanus (Schltdl. &
Cham.) Blume ex Schult. en un remanente de bosque
mesofilo de montafia en el centro de Veracruz, Mé-
xico; Pires y colaboradores (2014) en Senefeldera
verticillata (Vell.) Croizat en el interior de fragmentos
de bosque cercanos a claros para gasoductos y lineas
eléctricas ubicados en una selva tropical de tierras bajas
en el su- reste de Brasil, y Rodriguez-Pérez y Traveser
(2016) en Hypericum balearicum L. en dos localida-
des de las Islas de Mallorca, Espafia. Esto cobra mayor
relevancia en el caso de los frutos maduros, donde
la produc- cion fue baja (indice de intensidad 17.5%
en el pri- mer periodo y 25% en el segundo periodo),
por lo que cuantos mas individuos presenten frutos,
mayor serd la probabilidad de que los mismos sean
consumidos y posteriormente dispersados.
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Baja produccion de frutos también ha sido docu-
mentada en otras especies de Prunus (Guitian, 1993;
Sutherland & Delph, 1984). En el caso de Prunus
mahaleb L., se considera que este patron esta asociado
a las hipotesis del aborto selectivo y a la de conserva-
cion de ovarios; la primera plantea que pocos frutos
maduran porque cuando estan inmaduros, muchos son
de baja calidad y para no aportarles mas recursos, son
abortados, mientras que la segunda postula que las
plantas producen muchas flores con la intension de
tener una reserva de ovarios en caso de que si ocu-
rre alguna perturbacion durante la floracion, se podra
garantizar una producciéon minima de frutos (Guitian,
1993, 1994). Aunque en P. lundelliana la produccion
de flores no fue mucho mayor a la de frutos maduros,
si convendria evaluar si algunas de estas dos hipdtesis
u otros factores explican la baja produccion de frutos
maduros.

Ramirez-Marcial y colaboradores (2003) e
Ibarra-Manriquez y colaboradores (2015) son los tinicos
que proporcionan datos sobre los periodos de floracion
y fructificacion de P. lundelliana, los primeros reporta
la floracion de septiembre a octubre y la fructificacion
de febrero a marzo, mientras que los segundos solo la
fructificacion en marzo; ninguno de estos periodos
incluyen los picos de actividad-intensidad encontra-
dos para estas fenofases en el estudio, sin embargo, si
coinciden parcialmente con los periodos registrados
(Figuras 3B y 4B), principalmente para la fructifica-
cion. Tales diferencias pueden deberse a dos razones, la
pri- mera es que la informacion fenologica no es el én-
fasis en ninguna de las dos publicaciones, y la segun-
da a que los datos fenologicos aportados por Ramirez-
Marcial y colaboradores (2003) son para una amplia
area del estado de Chiapas y los de Ibarra-Manriquez
y colaboradores (2015) se circunscriben a la region de
Los Tuxtlas, en el estado de Veracruz (México), don-
de las condiciones climaticas difieren de las encon-
tradas en el area de estudio. Aun ast, es probable que P.
lundelliana presente patrones fenologicos similares en
otras localidades con condiciones climaticas y topo-
graficas similares a las presentes en el area de estudio,
aunque esto debe confirmarse realizando mas estudios.

Los picos de actividad-intensidad de las flores
abiertas y de los frutos maduros coinciden con los
mostrados por las plantas de otros bosques nubosos
de la region, donde ambas fenofases ocurren princi-
palmente durante los meses secos o con poca precipita-
cion (Camacho & Orozco, 1998; Solorzano et al., 2010).

Con respecto a la duracion de las fenofases, en
la Reserva de Biosfera El Triunfo (Chiapas), donde las
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Tabla 1

Parametros obtenidos mediante estadistica circular para la actividad (Ac) e intensidad (In) de las fenofases repro-
ductivas de Prunus lundelliana (bf: botones florales, fi: flores, fi: frutos inmaduros, fm: frutos maduros), de abril/2017
a mayo/2019 en el area de influencia del volcan Tacand, San Marcos-Guatemala

Parametro

Observaciones

Angulo medio
(@) en®

Fecha media

Desviacion
estandar
circular

Intervalos
de confianza
95 %

Longitud del
vector medio

GM

Duracion
principal
fenofase
(a £1SD)

Indice de
Actividad
(sincronia)

[ndice de
Fournier %

In

Ac

In

In

abr/17-mar/18

Periodo de estudio

abr/18-may/19

bf

88
294.82°
281.48°
26/oct
13/oct

55.95°
54.42°

291.02°
298.63°

275.12°
287.83°

.62
.64

30/ago
22/dic

15/ago
2/dic

Alta

35.0

fl

60
338.86°
337.53°
10/dic
9/dic

48.45°

45.20°

334.98°
342.73°

330.58°
344.49°

.70
.73

22/oct
28/ene

23/oct
23/ene

Alta

30.0

fi

101
Ag3.470
42.35°
14/feb
12/feb

57.59°

52.78¢

39.78°
47.15°

36.40°
48.31°

.60
.65

18/dic
13/abr

20/dic
6/abr

Alta

325

fm

35
118.60°
116.37°
1/may
28/abr

38.56°
36.97°

114.60°
122.60°

108.97°
123.77°

.80
.81

23/mar
9/jun

22/mar
4/jun

Alta

17.5

bf

33
282.43°
282.75°
14/oct
14/oct

57.00°
47.10°

276.07°
288.79°

274.28°
291.22°

.61
1

17/ago
11/dic

27/ago
30/nov

Baja

30.0

fl

30
324.25°
313.35°
25/nov
14/nov

61.01°
49.27°

316.93°
331.57°

304.73°
321.97°

57
.69

24/sep
26/ene

25/sep

8/ene

Alta

37.5

fi

87
Ag1.38°
80.58°
24/mar
23/mar

55.08°
52.29°

77.63°
85.13°

75.08°
86.07°

.63
.66

27/ene
19/may

29/ene
15/may

Alta

35.0

fm

50
105.32°
107.31°
17/abr
19/abr

44.58°
45.24°

101.44°
109.19°

100.28°
114.33°

74
73

3/mar
1/jun

4/mar

4/jun

Baja

25.0

Nota. V7 de Rayleigh, p < 001 2 F de Watson-Williams, p < .05
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condiciones climaticas son semejantes a las encontra-
das en el area de estudio, Soloérzano y colaboradores
(2010) reportan para Prunus brachybotrya Zucc, y
para P. tetradenia Koehne periodos variables en su
floraciony fructificacion; para P. fetradenia tres meses
de floracion y cinco de fructificacion, mientras que
para P. brachybotryaun solo mes de floracion y dos de
fructificacion. Por lo que fenofases de 2.5 a 3.5 meses
de duracion como las registradas en este estudio, se
pueden consideran normales para especies del género
Prunus.

Figura 3

Con relacion al uso de P. lundelliana en progra-
mas de reforestacion o restauracion, es importante que
la colecta de los frutos que se utilizaran para propagar
sus semillas, se realice alrededor del pico de activi-
dad-intensidad, es decir, entre el 15 de abril y el 15 de
mayo. La colecta debe realizarse en varios individuos
para garantizar que se mantenga la variabilidad gené-
tica de la poblacion, lo cual puede asegurar el éxito a
largo plazo de la restauracion de un area determinada
(Aavik & Helm, 2018).

Indices de actividad (e) e intensidad (A) de las fenofases botones florales (4) y flores abiertas (B) de abril de 2017 a
mayo de 2019 en Sibinal, San Marcos, Guatemala. Se marcan las temporadas seca ( ), transicional (), y lluviosa
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Al lado de la colecta de semillas, debe estar la
creacion y fortalecimiento de los viveros donde se pro-
pagaran las mismas, los viveros deben ser reconocidos
como un componente integral de los objetivos de res-
tauracion de los bosques y una inversion prioritaria
para asegurar que se alcancen esos objetivos (Haase &
Davis, 2017). Para su establecimiento en las areas a res-
taurar, hay que tomar en cuenta que P. lundelliana es

Figura 4

una especie de estados sucesionales intermedios, por
lo que requiere una cubierta forestal para desarrollarse
exitosamente (Del Castillo & Rios, 2008).

La restauracion ecoldgica busca devolver la
composicion, estructura y funcionalidad de los bos-
ques originales a las areas perturbadas (Elliott et al.,
2013), por lo que no es extrafio que cada dia adquiera
mas interés, como lo demuestra la Iniciativa 20x20

Indices de actividad (e) e intensidad (A) de las fenofases frutos verdes (A) y frutos maduros (B) de abril de 2017 a
mayo de 2019 en Sibinal, San Marcos, Guatemala. Se marcan las temporadas seca ( ), transicional (), y lluviosa (%)
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Tabla 2

Correlacién de Spearman (r ) entre los indices de actividad e intensidad de las fenofases reproductivas de Prunus

lundelliana en los periodos abril de 2017 a marzo de 2018 y abril de 2018 a mayo de 2019 en el Volcan Tacand, Sibinal,

San Marcos

Periodo Fenofase Correlacion de Spearman (7 )*
Botones florales 974
Flores abiertas .999
Floracion 982
abril/17-marzo/18
Frutos inmaduros .989
Frutos maduros 1.000
Fructificacion 975
Botones florales .998
Flores abiertas 993
Floracion 989
abril/18-mayo/19
Frutos inmaduros 967
Frutos maduros 977
Fructificacion .883
Nota. * p <.001
(https:/initiative20x20.org/about), que pretende res- Agradecimientos

taurar 20 millones de hectareas en América Latina y
el Caribe. Guatemala es parte de esta iniciativa yden-
tro de su estrategia resalta la necesidad de restaurar
sus bosque nubosos (Mesa de Restauracion del Pai-
saje Forestal de Guatemala, 2015). Por lo que contar
con informacion fenologica podria mejorar la tomade
decisiones y por ende mejorar la calidad de la restau-
racion (Buisson et al., 2017). Ademas, en los estudios
fenologicos deberia involucrarse a los pobladores lo-
cales, tanto en la seleccion de las especies como en el
monitoreo propiamente, tal como lo sugieren Sacande
y Berrahmouni (2016), Luna-Nieves y colaboradores
(2017), y Abernethy y colaboradores (2018), ya que
ellos son los que directamente hacen uso de los recur-
s0s que estos bosques proveen.
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Este estudio fue financiado en su primer pe-
riodo por la Direccion General de Investigacion de la
Usac a través del Programa Universitario de Investiga-
cion en Recursos Naturales y Ambiente, bajo la partida
presupuestal (4.8.63.2.02-2017). El segundo periodo
se realizo con el apoyo financiero del Fondo para la
Conservacion de Bosques Tropicales (FCA) al proyecto
Conservacion y Restauracion de los bosques nubosos
en las faldas del volcan Tacana y zona de influencia,
ejecutado porla Asociacion de Desarrollo Agroforestal
Integral Sostenible (Adafis).

Asimismo, se agradece el apoyo de la munici-
palidad de Sibinal, San Marcos, en especial a Elfido
Pérez, asi como también al Cocode de la aldea Vega
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del Volcan. Al herbario Aguat de la Facultad de Agro-
nomia de la Usac, en especial a David Mendieta por la
determinacion taxonomica de los individuos monito-
reados. Unagradecimiento especial a Florencio Lopez,
Rogelio Hernandez, Roman Bartolon y Otilio Bravo,
por su apoyo en el trabajo de campo.
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Abstract

olymeric membrane technologies demand the synthesis of new polymers to enhance their equilibrium, ther-

mal, and transport properties. Therefore, the focus of this investigation was the evaluation of the equilibrium
and thermal properties of a sulfonated fluoroblock copolymer blend membrane composed of sulfonated poly
(styrene-isobutylene-styrene) (SIBS SO,H) and a novel sulfonated fluoroblock copolymer composed of poly(4-flu-
orostyrene) (P4FS), poly(styrene) (PS) and poly(isobutylene) (PIB). The fluoroblock copolymer was synthesized
using Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) and cationic polymerization. First, the molecular weight
and the thermal stability of the block copolymer were determined using Gel Permeation Chromatography (GPC)
and Thermogravimetric Analysis (TGA). Second, the chemical composition was monitored utilizing Fourier
Transform Infrared spectroscopy (FTIR) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. The molecular
weight of P4FS-b-PS was Mn ~ 36,100; this value increased 8% after the cationic polymerization. The equilibrium
properties of the membrane were evaluated using the water uptake and Ion-Exchange Capacity. The degradation
behavior and the thermal transitions were determined using TGA and Differential Scanning Calorimetry (DSC),
respectively. This newly membrane exhibited water uptake higher than 608% related to the improvement of 36% in
the ion-exchange capacity and the increment of 25.31% and 25.24% in the energy required to produce the thermal
transitions induced by the addition of the sulfonated fluoroblock copolymer.

Palabras claves: Ion-Exchanged Capacity, DSC, thermal degradation, ionic domains

Resumen

La tecnologia de membranas poliméricas requiere de la sintesis de nuevos polimeros que mejoren sus pro-
piedades de equilibrio, térmicas y de transporte. Esta investigacion tuvo como objetivo determinar las pro-
piedades de equilibrio y térmicas de una membrana compuesta de poli(estireno-isobutileno-estireno) sulfonado
(SIBS SO,H) y un fluoropolimero en bloque sulfonado compuesto de poli(4-fluorostireno) (P4FS), poli(estireno)
(PS) y poli(isobutileno) (PIB). El fluoropolimero en bloque se sintetizo utilizando la técnica de polimerizacion
radical por transferencia atdbmica (ATRP por sus siglas en inglés) y polimerizacion cationica. El peso molecular
y la estabilidad térmica del fluoropolimero en bloque fueron determinadas por medio de Cromatografia de Per-
meacion en Gel (GPC) y un analisis termogravimétrico (TGA). La composicion quimica se monitorizo utilizando
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN). El peso molecular de PAFS-b-PS fue Mn ~ 36,100; este valor aument6 un 8% después de la polimerizacion
cationica. Las propiedades de equilibrio de la membrana fueron evaluadas por medio de la absorcion de agua y la
capacidad de intercambio i6nico. El comportamiento de degradacion y las transiciones térmicas se determinaron
utilizando TGA y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Esta nueva membrana exhibié una absorcion de
agua mayor del 608% relacionada con la mejora del 36% en la capacidad de intercambio i6nico y el incremento
en 25.31% y 25.24% en la energia requerida para producir las transiciones termales inducidas por la adicion del
fluoropolimero sulfonado en bloque.

Keywords: Capacidad de intercambio ionico, DSC, degradacion termal, dominios iénicos
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Introduction

Membrane technologies are characterized by
simultaneous retention of species and product flow
through the semipermeable membrane. Membrane
performance is based on its high selectivity, com-
patibility with the operating environment, good me-
chanical, chemical, and thermal properties (Singh,
2015). These technologies possess several advantages
over conventional separation processes: environmen-
tally safe, easy to operate and produce high-quality
products (Ahmad & Ahmed, 2014). The most widely
employed membrane technologies applications are
gas separation (Ye et al., 2019), water purification
(Madaeni et al., 2015), chemical-biological protecting
clothes (Barreto & Suleiman, 2010), and proton ex-
changed membranes (PEMs) fuel cells (Avilés-Barreto &
Suleiman, 2013; Pérez-Pérez & Suleiman, 2016; Xie ct
al., 2015). PEMs fuel cells are electrochemical devices
that convert chemical energy of the reactants directly
into electricity and heat with high efficiency (Alaswad
et al., 2016). This device consists of a cathode, an anode
and an electrolyte membrane (Peighambardoust et al.,
2010). Nafion® is a sulfonated fluoropolymer that is
the state-of-the-art membrane in PEMs applications
because of its high proton conductivity and excellent
thermal and mechanical properties (Mauritz & Moore,
2004). Nafion® morphology plays an important role
because is modify by the hydration process, which
results in growth and connectivity of the hydrophilic
domains that enable facile proton and water transport
(Kusoglu & Weber, 2017). Unfortunately, this mem-
brane possesses several disadvantages, such as its high
cost to manufacture and low conductivity under low
humidity conditions (Kraytsberg & Ein-Eli, 2014; San-
toro et al., 2017).

Sulfonated poly(styrene-isobutylene-styrene)
(SIBS SO,H) is a sulfonated thermoplastic elastomer
that has attracted attention as an alternative PEMs
membrane due to its low cost, well-defined morphol-
ogy, high ion-exchange capacity (IEC), and proton
conductivity comparable to Nafion® (Avilés-Barre-
to & Suleiman, 2013; Elabd et al., 2006). Important
parameters being investigated to obtain PEMs with
higher proton conductivity and low methanol permea-
bility depend on the membrane morphology and chem-
ical-physical interactions (Elabd et al., 2006; Kumari et
al., 2018). Moreover, the water uptake and the IEC are
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other parameters that impact the morphology configura-
tion in the membrane (Kusoglu et al., 2020). Sulfonated
thermoplastic elastomers morphology has gained in-
terest because the ionic structure facilitates transport
and enhance the equilibrium properties. However, the
nonionic microdomain provides mechanical support to
the membrane (Elabd & Hickner, 2011). An alternative
to obtaining PEMs with a controlled morphology are
polymer blend membranes. These types of membranes
improve their proton conductivity and reduce methanol
permeability (Huang et al., 2019; Jung et al., 2004).
Sulfonated thermoplastic elastomers blended with
well-ordered fluoroblock copolymers were studied to
modify its morphology, lon-Exchange Capacity, and
water uptake (Guerrero-Gutiérrez et al., 2017). These
advanced well-ordered fluoropolymers with specific
structures and lower polydispersity were synthesized
using Controlled radical polymerization (CRP) (Guer-
rero-Gutiérrez et al., 2017; Matyjaszewski, 2012).

Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) is
a CRP technique that used an alkyl halide-like initiator,
a transition metal in the lower oxidation state and a
ligand to synthesize different fluoropolymers like, per-
fluoroalkyl ethyl methacrylate and fluoropolymers with
polyether blocks, for example. Initiators for ATRP must
have a halogen (Br or Cl) and a functional group that
can stabilize the formed radical (Jankova & Hvilsted,
2005). These active halogen end groups can be used
to extend additional polymeric chains using cationic
polymerization. A pentablock copolymer of methyl
methacrylate, PS, and PIB was obtained using a com-
bination of both ATRP and cationic polymerization
(Toman et al., 2005).

Fluoroblock copolymers seem to have a strong
influence on the morphology and the equilibrium prop-
erties of blend membranes. Therefore, the first goal
of this investigation was the synthesis of a novel flu-
oroblock copolymer composed of P4FS, PS and, PIB.
The homo and diblock copolymer based on P4FS and
PS were synthesized using ATRP. PIB was attached
to the macroinitiator (P4FS-b-PS) using cationic po-
lymerization. Furthermore, the equilibrium and ther-
mal properties of ionic blend membranes composed
of a sulfonated thermoplastic elastomer called SIBS
SO,H and P4FS-b-PS-PIB SO,H were investigated to
determine the influence of the sulfonated fluoroblock
copolymer on the Ion-Exchange Capacity, water up-
take, degradation behavior, and the thermal transitions.
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Materials and Methods

Materials

Isobutylene (IB) (99.9% purity) was acquired
from Linde Gas Puerto Rico, Inc. Diethylaluminium
chloride (Et,AlCI), IM solution in hexane, AcroSeal®
(Acros-Organics). Zonyl® BA-L Fluorotelomer inter-
mediate (70 wt.%) Mn~443 was acquired from Sig-
ma-Aldrich. Other chemicals used include triethyl-
amine, (Acros Organics, 99%), 4-dimethylamino
pyridine, (Acros Organics, 99%), 2-chloropropionyl
chloride, (Acros-Organics, 95%), 2, 2’-dipyridyl-Bipy
- (Acros Organics, extra pure, 99%), calcium hydride
(CaH,) (Acros Organics, 93%), and copper (I) chloride
(Acros Organics, 99%). All chemicals were employed
as received. The monomers used included: 4-fluorosty-
rene (4FS) (Acros Organics 97% stabilized with 0.1%
tert.-butylcatechol) and styrene (S) (Across Organics,
99% inhibited with 4-tert-butyl catechol). Both 4FS and
S were passed through an inhibitor remover (disposable
column from Sigma-Aldrich). After this process, both
monomers and the solvent were stored over CaH, and
then vacuum-distilled before polymerization. SIBS
was purchased from Kaneka® (30 wt.% polystyrene
and Mn~65,000 g/mol). Sulfuric acid (Sigma Aldrich,
95-98%), acetic anhydride (Aldrich Chemical, 99 +%),
hexyl alcohol (Acros Organics, 98%, extra pure), meth-
anol (Fisher Scientific, 99.9%), Toluene ACS reagent
(99%) and dichloromethane (99.9%) were acquired
from Fisher Scientific.

ATRP and cationic polymerization

In a characteristic homo polymerization or co-
polymerization by ATRP, a Schlenk tube was charged
with the initiator (esterified Zonyl® was synthesized
following the procedure of a previous study (Perrier et
al., 2002) or the macroinitiator (P4FS), copper chloride
(CuCl), and the 2, 2’-dipyridyl (bipy). The molar ratio of
initiator:CuCl:bipy was kept 1:1:2 (Jankova & Hvilsted,
2003). The monomer was added, and the system was
degassed three times by freezing and thawing; then
heating to 110°C under a nitrogen atmosphere for 24
h. Upon completion of the experiment, the polymeriza-
tion mixture was diluted with THF. The solution was
filtered (to remove the catalyst) and then precipitated
in methanol, where the polymer appeared as a fluffy
white material that was recovered after vacuum drying.
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The synthesis of PAFS-B-PS-b-PIB was carried
out in dichloromethane at -41°C for 6 h. The polymer-
ization process is described in more detail elsewhere
(Toman et al., 2005). A Schlenk tube was charged with
the PAFS-b-PS and the IB; then the polymerization re-
action was initialized with diethyl aluminum chloride.
Upon completion of the experiment, the solution was
precipitated in methanol. All the polymerization re-
actions for the homo, di, and triblock copolymers are
presented in scheme 1.

Characterization

The chemical compositions of the polymers were
obtained by FT-IR (Brucker Alpha Platimum-ATR).
The sample was clamped on the ATR cell and all in-
frared spectra were collected using 64 scans, 4 cm-1
resolution, and a range of 600-4,000 cm-1. The ho-
mopolymers and the block copolymers were charac-
terized by 1H NMR, using an NMR Bruker 500 MHz
spectrometer with d-chloroform as a solvent. GPC was
performed on a Waters GPC system equipped with a
mixed column (PLgel Sum MIXED-C, Varian Inc.) and
a differential refractometer (BI-DNDC, Brookhaven
Instruments). THF HPLC solvent was used as the mo-
bile phase with a flow rate of 0.5 mL/min. Molecular
weight distributions were obtained concerning polysty-
rene standards (Varian Inc.). The thermal degradation
behavior for each homo, di, and triblock copolymer
and the membranes was determined using TGA. A
Mettler Toledo 851e instrument was used for this pur-
pose. Polymer samples weighing approximately 5-10
mg were used in each experiment. Degradation tem-
peratures were determined after heating the polymer
samples to 800°C at 10°C/min under a nitrogen atmo-
sphere. Thermophysical properties were determined
using a DSC Texas Instrument DSC Q2000. Polymer
samples weighing approximately 5-10 mg were used in
each experiment. Thermal transitions for the samples
were determined after heating the polymer samples
from -80°C to 350°C at 10°C/min under a nitrogen
atmosphere.

Blend Preparation, Ion Exchange Capacity
(IEC) and Water Swelling

Poly(styrene-isobutylene-styrene) (SIBS) and
P4FS-b-PS-b-PIB were sulfonated using acetyl sulfate
as the sulfonating agent. The sulfonation process is de-
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Scheme 1. Polymerization reaction for PAFS-b-PS-b-PIB and P4FS-b-PS-b-PIB SO,H

scribed in more detail elsewhere (Barreto & Suleiman,
2010). The preparation of physical blends consisted
of mixing SIBS SO,H and P4FS-b-PS-b-PIB SO,H.
SIBS SO,H and the sulfonated fluoroblock copolymer
were dissolved in a solution (85/15) (v/v) of toluene
and hexyl alcohol with a polymer concentration of 5
wt%. SIBS SO,H / PAFS-b-PS-b-PIB SO,H membranes
were solvent cast in Teflon® Petri dishes for 72 h at
room temperature as the solvent evaporated; then dried
at 60°C for 24 h to remove the residual solvent. Ele-
mental Analysis (EA) was used to determine the exact
amount of mole percent of sulfonated styrene in the
membrane. EA was conducted by Atlantic Microlab,
Norcross, Georgia. IEC was measured by immersing
a specific amount of the membrane in a 1.0 M solution
of NaCl for 24 h. After removing the membrane, the
solution was titrated using a 0.1 M solution of NaOH
until the pH was neutral. The IEC was calculated from
the moles of ion substituted divided by the initial dry
mass of the membrane (Avilés-Barreto & Suleiman,
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2013). Water absorption or water swelling in the mem-
branes was measured immersing each membrane in
an excess of deionized water at 25°C. The weight of
the sample initially dried at 60°C for 24 hours in an
oven was originally recorded, as well as the weight of
the membrane after immersion in water. The weight
of the wet membranes was measured after different
time intervals until swelling equilibrium was reached
(Ortiz-Negron & Suleiman, 2015).

Results

Polymer characterization: molecular weight
and chemical characterization

The molecular weight of the fluoroblock copo-
lymers was determined using GPC. PAFS was synthe-
sized using esterified Zonyl® like initiator. The molec-
ular weight for this polymer was Mn ~ 9,110 g/mol with
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a polydispersity (PDI) of 1.48. The molecular weight
for PAFS-b-PS and P4FS-b-PS-b-PIB was Mn ~ 36,100
and Mn ~ 39,100 g/mol with a PDI of 1.92 and 1.83
respectively. The molecular weight increased 8% after
the cationic polymerization. The polymer composition
for P4FS-b-PS-b-PIB was 1.6 wt% esterified Zonyl®,
6.3 wt% P4FS, 72.1 wt% PS, and 19.9 wt% PIB.

The chemical composition for the fluoroblock co-
polymers was monitored by FTIR and '"H NMR. Figure
1[A] shows the FTIR spectra of P4FS. Three distinct
regions of bands were observed in this figure. First, a
para-substitution band of P4FS at 820 cm™ (1) corre-
sponds to C-F group attached to the aromatic ring. The
second region (from 2,000 to 1,667 cm™) corresponds
to overtone absorptions induced by the aromatic ring.
The third region appeared between 1,300 and 1,000 cm
I; this is another characteristic band that corresponds to
the C-F group attached to 4FS (2). Figure 1[B] shows
the FTIR spectra of P4FS-b-PS. The addition of PS
to the polymer backbone was confirmed by the pres-
ence of the mono-substitution band corresponding to
the styrene group at 700 cm™ (3). P4FS-b-PS-b-PIB
exhibited the same bands previously observed; add-
itionally, the vibration to the bending absorption of
the CH, group attached to PIB appeared around 1,375
cm! (4) (Figure 1[C]). Liquid '"H NMR was employed
to confirm the chemical composition of the synthesized
fluoroblock copolymers. Figure 1[D] exhibits the 'H
NMR spectra of PAFS. This polymer presented peaks
at a large chemical shift around 6.5 ppm, assigned to
the typical band of the protons attached to the aromat-

ic ring in 4FS. The peaks at 1.85 and 1.35 ppm were
assigned to the methylene (-CH,-) and methine (-CH-)
absorptions in 4FS. Figure 1[E] shows the '"H NMR
spectra for P4FS-b-PS; this spectrum presented an
additional absorption around 7 ppm that represents the
protons attached to the aromatic ring in PS. One add-
itional peak appeared in PAFS-b-PS-b-PIB concerning
P4FS-b-PS at 1 ppm (Figure 1[F]). This absorption is
a characteristic chemical shift that corresponds to the
methyl group (-CH,-) attached to PIB. Both FT-IR and
Liquid '"H NMR spectra confirm the chemical compo-
sition of the synthesized polymers using ATRP and
cationic polymerization.

Polymer characterization: thermal behavior

The thermal degradation for the fluoroblock co-
polymers was obtained by TGA. P4FS (Figure 2[A])
presented two different degradations. The first degra-
dation occurred at 177.96°C with a weight loss percent
of 7.35%. The polymer backbone remained constant
until the second degradation range from 375°C to
440°C. The weight loss percent for this degradation
was 92.65%. The thermal stability of P4FS-b-PS is
shown in Figure 2[B]. This polymer exhibited two
degradation temperatures at 178°C and 417°C with a
weight loss of 5% and 95% respectively. Figure 2[C]
exhibits the degradation of P4FS-b-PS-PIB. The add-
ition of PIB into the polymeric chain adversely affected
the thermal stability of PAFS-b-PS. The polymer suf-
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fered thermal degradation below 110°C, and the re-
maining polymer chain degraded at 417°C. The weight
loss step of PIB was overlapped with all the PAFS-b-PS
polymeric chains.

Polymer blend characterization: sulfonation
level, Ion-Exchange Capacity (IEC), water
uptake and thermal behavior

The sulfonation level was calculated from the
elemental analysis results. The sulfonation level for
SIBS SO,H was 84%. The addition of P4FS-b-PS-b-
PIB SO,H to SIBS SO,H increased the sulfonation
level from 84 to 93%. The addition of the sulfonat-
ed fluoroblock copolymer also affected the IEC. The
IEC indicates the ion-exchangeable sites available per
gram of membrane. The IEC for SIBS SO,H was 1.84
meq/g; however, the blend membrane increased 36%
(2.50 meq/g) concerning SIBS SO,H. The water uptake
represents the water absorbed by the membrane. SIBS
SO,H exhibited a water uptake of 608%. The polymer-
ic blend membrane exhibited different behavior; the
membrane started to dissolve after 5 min submerged
in water.

Figure 3[A] shows the thermal behavior for the
SIBS SO,H membrane. This membrane exhibited four
degradation temperatures. The first at 50-100°C; the
second degradation at 245°C, the third degradation
at 419°C, and the last degradation at 525°C. Figure
3[B] shows the degradation curve for the SIBS SO,H
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/ PAFS-b-PS-b-PIB SO,H membrane. This membrane
exhibited one region that remained unchanged con-
cerning SIBS SO,H (419°C). Nevertheless, at 203°C
and 274°C were observed two additional weight loss-
es; moreover, the degradation at 524°C exhibited a
different degradation trend. Figure 3[C] exhibits the
DSC curve for SIBS SO,H. This membrane exhibited
two endothermic peaks at 140°C at 177°C. The first
and second endothermic peaks require 1.58 and 305
J/g, respectively. The incorporation of PAFS-b-PS-PIB
SO, to SIBS SO,H presented a difference in both the
energy and the temperature required to produce the en-
dothermic transitions. The first endothermic transition
shifted to a higher temperature (147°C); however, the
second transitions moved towards lower temperature
(168°C) and requires 1.98 J/g. Interestedly, the energy
required to produce both transitions increased by 25.31
and 25.24% respectively.

Discussion

Polymer characterization: thermal behavior

The thermal behavior for the fluoropolymers was
obtained using TGA. The first degradation of P4FS
at 177.96°C with a weight loss percent of 7.35% cor-
responds to esterified Zonyl®. PS polymerized using
esterified Zonyl® produces degradation at a similar
temperature (Guerrero-Gutiérrez et al., 2015). The
second degradation range (375-440°C) corresponds
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to the polymer backbone. P4PS-b-PS (Figure 2[B])
exhibited similar degradation range temperatures
than P4FS. The degradation range temperature of PS
is located between 375-450°C (Seleem et al., 2017).
Consequently, the weight loss of PS was overlapped
with P4FS degradation. The weight loss step of PIB
also was overlapped with all the PAFS-b-PS chains
(Figure 2[C]). Previous studies report that the weight
loss of block copolymers composed of PS and PIB is
indistinguishable from each other (Avilés-Barreto &
Suleiman, 2013; Suleiman et al., 2007).

Polymer blend characterization: sulfonation
level, Ion-Exchanged Capacity (IEC), water
uptake and thermal behavior

The degradation behavior for the membranes was
obtained using TGA. SIBS SO,H membrane exhibited
four degradation ranges. The first at 50-100°C corre-
sponds to water absorbed in the membrane; the second
degradation region at 245°C represents the sulfonic
group, and the third degradation at 419°C represents
the polymer backbone degradation (Suleiman et al.,
2007). Figure 3[B] shows the degradation curve for
the SIBS SO,H / P4FS-b-PS-b-PIB SO,H membrane.
This membrane exhibited one region that remained
unchanged concerning SIBS SO,H at 419°C. Neverthe-
less, at 203°C and 274°C were observed two addition-
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al weight losses. These results suggest that different
sulfonic domains coexist in the same polymer mem-
brane. Additionally, ionic interactions with the sulfonic
group suggest a different trend in weight loss at higher
temperatures (525°C) in sulfonated SIBS membranes
(Avilés-Barreto & Suleiman, 2013).

Figure 3[C] presents the DSC curve for SIBS
SO,H. This membrane exhibited two endothermic
peaks at 140 at 177°C. The first endothermic peak
(1.58 J/g) is related to the transition for the ionic group
and the second peak (305 J/g) to the transition to the
crystalline regions associated with a new configura-
tion for the ionic domain and the polymeric backbone
(Guerrero-Gutiérrez et al., 2015). The incorporation
of P4FS-b-PS-b-SO,H modified in both the energy
and the temperature required to produce endothermic
transitions. The endothermic transitions for the ionic
group shifted towards a higher temperature (147°C).
However, the endothermic transition for the crystalline
region shifted towards a lower temperature (168°C).
The changes in temperature are related to the energy
needed to overcome the crystalline bonding forces and
changes in the molecular conformation of the chains in
the polymer (Rosen, 1993) and confirm the differences
in the ionic domain configuration shown above with
the thermogravimetric results. SIBS SO,H membranes
with ion exchange capacity above 1 meq/g exhibit a
nonperiodic morphology in the SAXS profile (Elabd
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et al., 2006). The addition of homo fluoropolymers
into SIBS SO,H membranes changed its nonperiodic
morphology; therefore, the ionic domain increased by
10.14% (Guerrero-Gutiérrez et al., 2015). This study
provides valuable insight into the synergistic effects
of the sulfonated trifluoroblock copolymer and the
equilibrium properties of the blend membrane with
an ion exchange capacity of 2.50 meq/g. However, the
ionic domain size quantification induced by the P4FS-
b-PS-b-PIB SO,H addition is out of the scope of this
research.

The capacity of the membrane to absorbed water
is also related to the IEC (Ruiz-Colon et al., 2018).
SIBS SO,H exhibits a water swelling of 608%. Inter-
estingly, SIBS SO,H/P4FS-b-PS-b-PIB SO,H mem-
brane absorbed a high amount of water. The membrane
starts to dissolve after five minutes in water. This be-
havior was induced by a high sulfonation level and
ion-exchanged capacity. Polymer membranes with sim-
ilar sulfonation levels and IEC also dissolved in water
(Pérez-Pérez & Suleiman, 2015). Moreover, the poly-
mer composition of the fluoroblock copolymers could
play a significant role in the water uptake and IEC. The
addition of electron-withdrawing hydrophobic group
(i.e., PAFS) to the polymer could affect the water uptake
and IEC in a polymer electrolyte membrane (Shimura
et al., 2008). Furthermore, a non-ionic block (PIB) can
be designed to be a barrier for hydrophilic components
and the block copolymer ionomer (sulfonated PS) to
self-assemble into unique nanostructured morpholo-
gy that may lead to different equilibrium and thermal
properties (Elabd et al., 2003). An additional study
about the effect of the chemical fluoroblock polymer
composition could determine the role of each block
separately on the thermal and equilibrium properties
in the blend membrane.

Conclusion

A novel fluoro triblock copolymer was
successfully synthesized using ATRP and cationic
polymerization. The incorporation of P4FS-b-PS-b-
PIB SO,H into SIBS SO,H possess a significant impact
on the thermal stability of the membrane. Addition-
ally, these modifications induced higher water absorp-
tion into the membrane. A morphological study using
SAXS could confirm the new configuration for the
ionic domain induced by the addition of the sulfonated
fluoroblock copolymer into SIBS SO,H. Additionally,
an AFM and electronic microscope analysis in dry and
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wet conditions need to be done to analyze the morpho-
logical changes in the membrane and its impact on the
equilibrium properties. Moreover, proton conductivity
is necessary to understand the transport properties in
PEMs fuel cells; however, a crosslinking study is re-
quired first due to the high solubility of the membrane
in water. Therefore, the addition of the sulfonated flu-
oroblock copolymer modified the crystalline domains,
which influenced the EIC and the water uptake. These
results would have significant implications on the de-
sign of blend membranes for PEMs applications.
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Resumen

ste documento presenta un analisis comparativo de los resultados de un modelo de simulacion de clima, datos

de reanalisis regionales y datos locales de precipitacion y temperatura estacional de veintitrés estaciones me-
teorologicas de Guatemala, para detectar sefales de la habilidad del modelo a reproducir el clima estacional en un
periodo de 3 afios (1998-2000). La simulacion se realizo con un modelo climatico regional (MCR), para su reduccion
de escala dinamica, las condiciones de frontera se obtuvieron de los datos de reanalisis ER A-Interim. El modelo
utilizado fue RegCM, version 4, y se comparé con los datos de precipitacion y temperatura de la Base de datos CRU
anivel regional centroamericano y a nivel nacional con tres instituciones que generan datos globales (CRU, TRMM
y GPCP) y los datos locales. Los esquemas convectivos utilizados fueron el esquema de Grell sobre tierra y Emanuel
sobre el océano, con 50 km de resolucion espacial. Los ajustes realizados a las parametrizaciones generaron buen
desempefio a nivel regional Centroamericano y a nivel Guatemala a pesar de perder habilidad en algunas regiones
y meses. El modelo reproduce adecuadamente el comportamiento de la precipitacion estacional en la mayor parte
de la temporada lluviosa. Subestima la temperatura a nivel regional, pero a nivel Guatemala muestra buen ajuste.
La comparacion con los datos locales observados muestra que el modelo se ajusta para el periodo en estudio; pero,
es necesario realizar mas experimentos con distintas resoluciones espaciales y temporales y evaluar la persistencia
del modelo.

Palabras claves: Modelo climatico regional, Guatemala, precipitacion, temperatura

Abstract

his document presents the results of an analysis on the comparison of the results of a climate simulation model,

regional reanalysis data and local data on precipitation and seasonal temperature from twenty-three meteoro-
logical stations in Guatemala, to detect signs of the ability of the model to reproduce the seasonal climate over a
period of 3 years (1998-2000). The simulation was performed with a regional climate model (RCM), for its dynamic
scale reduction, the boundary conditions were obtained from the ER A-Interim reanalysis data. The model used was
RegCM, version 4, and it was compared with the precipitation and temperature data from the CRU Database at the
Central American regional level and at the national level with three institutions that generate global data (CRU,
TRMM and GPCP) and local data. The convective schemes used were the scheme of Grell on land and Emanuel on
the ocean, with 50 km of spatial resolution. The adjustments made to the settings generated good performance at the
Central American regional level and at the Guatemala level, despite losing skill in some regions and months. The
model adequately reproduces the behavior of seasonal precipitation in most of the rainy season. It underestimates the
temperature at the regional level but at the Guatemala level it shows a good fit. The comparison with the observed
local data shows that the model fits for the period under study, but it is necessary to carry out more experiments with
different spatial and temporal resolutions and to evaluate the persistence of the model.

Keywords: Regional climate model, Guatemala, precipitation, temperature
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Introduccion

Los modelos climaticos regionales (MCR) tienen
una mejor resolucion espacial que un modelo de circu-
lacion general o global (GCM), ya que puede represen-
tar mejor la relacion entre la atmoésfera y la superficie
de la tierra y demas componentes del sistema climati-
co. Por lo tanto, los MCR son muy utiles para simular
el clima a escala regional e incluso local. Uno de los
objetivos finales de un modelo climatico es poder ser
utilizado para realizar pronoésticos, dependiendo de la
capacidad del mismo para simular el clima pasado y
también proyecciones a futuro. La prediccion del clima
estacional se puede realizar mediante la utilizacion de
modelos globales o regionales. Los modelos climaticos
regionales permiten lograr predicciones mas precisas
que los modelos globales, ya que tienen una mejor reso-
lucion horizontal y parametrizaciones para determinar
procesos atmosféricos a menor escala (Reboita et al.,
2018), estas simulaciones del clima tienen como fun-
cion lograr predicciones climaticas en un determinado
aflo o tiempo, como en su comportamiento, mayor o
menor (Baker & Huang, 2014).

De acuerdo con Giorgi (1990), el inicio de las
simulaciones con el RegCM se remonta al 1990, cuan-
do se realiz6 una simulacion numérica de un mes en
el oeste de los EE. UU. Con RegCM se descubrié que
el modelo puede simular con éxito la distribucion es-
pacial de temperatura y precipitacion. El enfoque de
modelado climatico regional es util para mejorar la
comprension de muchos procesos climaticos, como el
forzamiento de radiacion de nubes, la conveccion de
cumulos y los procesos de superficie terrestre (Yang
et al., 2018).

El RegCM se ha utilizado para varias simula-
ciones numéricas en las ultimas décadas. Algunos
estudios verifican la capacidad del modelo para la
simulacion climatica, la proyeccion climatica futura,
la prueba de sensibilidad del modelo, la simulacién
de eventos climaticos extremos o el examen de algu-
nos procesos fisicos especificos; como por ejemplo,
(Widmann et al., 2003) utilizaron la salida de la simu-
lacion para prediccion climatica en Estados Unidos.
(van den Hurk & van Meijgaard, 2010), simularon el
clima en Africa Occidental y evaluaron la precipitacion
y la temperatura (Gianotti & Eltahir, 2014), simularon
experimentos de parametrizaciones de la conveccion
de la precipitacion en Oceania. Wang y colaboradores
(2015) utiliz6 el RegCM para estudiar los efectos de
diferentes esquemas de superficie terrestre en la si-
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mulacion de precipitacion en la meseta tibetana. Des-
cubrieron que la eleccion del esquema de superficie
terrestre tuvo un impacto significativo en los resultados
de la simulacion.

Actualmente existen investigaciones sobre simu-
laciones con el MCR para Centro América, y en las
cuales experimentan la simulacion de la temperatu-
ra y la precipitacion y utilizando el modelo RegCM,
del Centro Internacional de Fisica Teorica de Trieste
(ICTP) (Diro et al., 2012) y el Servicio Meteorolégico
del Reino Unido (Karmalkar et al., 2011), La Univer-
sidad de Costa Rica (Amador et al., 2018), del Depar-
tamento de Oceanografia Fisica de Ensenada, México,
del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada, Baja California (Fuentes-
Franco et al., 2014), del Experimento Coordinado de
Reduccion Climatica Regional (CORDEX) Cavazos y
colaboradores (2020), asi como algunos estudios que
reconocen que hay diversas fuentes de incertidumbre
en dichas simulaciones (Garcia-Diez et al., 2013) del
Grupo de Meteorologia de Santander, quienes abordan
este tipo de estudios desde un enfoque multidisciplinar.

Estos estudios dan una buena idea de como abor-
dar los estudios nacionales, mostrando que cuando una
parametrizacion es lo mas ajustada posible en una re-
gion, otra es desajustada, por lo tanto, es necesario de
varias simulaciones para encontrar la adecuada para
cada region en estudio.

Materiales y métodos

En este estudio se utilizo el modelo climati-
co regional RegCM del ICTP, (Giorgi et al., 1993),
para realizar 3 afios de simulacion para Centro
América con un esquema convectivo combina-
do; Emanuel sobre océano y Grell sobre tierra
(Dickinson et al., 1993; Grell, 1993; Emanuel, 1991). El
periodo de tiempo seleccionado se hizo debido a que
en esos anos sucedieron varios fendémenos climaticos y
meteoroldgicos significativos que influyeron en el com-
portamiento climatico de la region Centroamericana y
particularmente en Guatemala, como el fendmeno del
nifo y el huracan Mitch. Asi mismo se identifico la
capacidad del modelo para simular la precipitacion y la
temperatura de la superficie y se compar6 con las sali-
das de modelos globales y datos locales de Guatemala.

Inicialmente se procedid a conocer las ecuacio-
nes basicas de todo el modelo climatico, derivadas
del conjunto completo de leyes de conservacion de
momento, masa, energia y humedad que gobiernan
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los cambios en el movimiento y la termodindmica
de la atmosfera. Ademas de conocer las parametri-
zaciones de la conveccion para estimacion de lluvia
que tiene el modelo, es decir la parte que el modelo
no resuelve explicitamente, y que se agrupan con el
término “fisica del modelo”. También se conocen con el
nombre de “procesos a escala por debajo de la rejilla”
(subgrid-scale). Este modelo contribuy6 con la genera-
cion de informacion de temperatura y precipitacion en
areas importantes de actividad agricola en Guatemala,
lo cual permite deducir posibles efectos en esta acti-
vidad, desde el punto de vista econdmico para el pais.

Figura 1

Se usaron datos de reanalisis Era_Interim y se
comparo con los resultados de modelos globales como
la Unidad de Investigacion de Clima de Inglaterra
(CRU), la Mision de Medicion de lluvias tropicales
de la NASA (TRMM), el Proyecto de Climatologia
sobre Precipitaciones Globales (GPCP) y el promedio
para Guatemala de 23 estaciones locales del Instituto
Nacional de Vulcanologia, Sismologia, Meteorologica
e Hidrologia (Insivumeh), de Guatemala (Figura 1).

Se procedio a delimitar el modelo para la region
centroamericana, utilizando como base el tiempo
descrito anteriormente (1998 a 2000). Esto con el fin
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de demostrar que el modelo reproduce los periodos
climatologicos estacionales de una regiéon y a su vez
calibrarse para un mejor ajuste climatico. Primero, se
procedi6 a determinar para Centroamérica donde se
incluye el pais. Segundo, se utilizaron las condiciones
del modelo por defecto sin ningtin cambio, para luego
realizar algunas variaciones. Finalmente, se realizo la
simulacion para el periodo correspondiente a los afios
1998, 1999 y 2000. Se utilizaron dos parametrizaciones
principales: Grell y Emmanuel, uno sobre tierra y otro
sobre el océano, respectivamente.

Las comparaciones fueron descritas a través de
mapas de relacion BIAS de temperatura y precipita-
cion. Estos mapas fueron realizados utilizando el pro-
grama grafico GRADS y algoritmos proporcionados
por ICTP para temperatura y precipitacion, los cuales
consisten en generar las diferencias por medio de una
resta entre el resultado obtenido del modelo y la base
de datos CRU para las variables de precipitaciones y
temperatura. Los periodos estacionales fueron (DJF)
correspondiente a los meses diciembre, enero y febre-
ro, (MAM) correspondiente a marzo, abril y mayo,
(JJA) correspondiente a junio, julio y agosto, y (SON)
correspondientes a septiembre octubre y noviembre. A
nivel nacional, se realizaron graficas comparativas del
ciclo anual promedio para precipitacion entre el modelo
RegCM, CRU, GPCP, TRMM vy el promedio de 23
estaciones nacionales de Guatemala, para la variable
de temperatura solo se compar6 con los datos CRU,
modelo y estaciones nacionales.

El procedimiento consistio en realizar varias si-
mulaciones con diferentes condiciones para cada una,
con el fin de evaluar la sensibilidad de modelo ante
cambios en las parametrizaciones y mejorar el ajuste
de las simulaciones a los datos CRU. En este marco,
se describen los cinco experimentos que dieron como
resultado el mejor ajuste al modelo. Para el primer ex-
perimento se modificaron las parametrizaciones por
defecto del modelo. El segundo, se relaciona con el calor
sensible (shr), utilizado para describir la relacion entre
la carga de calor sensible y la carga de calor total. Se
modifico el parametro (edt) de méaxima eficiencia de
precipitacion sobre tierra. En el tercer experimento,
se modifico la parametrizacion de nubes tipo cumulos
(dtauc) (Fritsch & Chappell, 1980). El cuarto experi-
mento considerd todos los cambios realizados anterior-
mente y la modificacion de (coeffr) coeficiente de la tasa
de evaporacion de lluvia. El quinto experimento utilizo
todos los cambios mas un ajuste del parametro (dtauc).
La condicion general basica fue utilizar el esquema de
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precipitacion Grell sobre tierra y el esquema de param-
etrizacion de precipitacion Emanuel sobre el océano.

Resultados

La precipitacion modelada por RegCM se ajusta
muy bien al comportamiento climatico de Guatemala,
comparada con los datos generados por CRU. Pero con
unos incrementos significativos en septiembre (Figuras
1 a 4). La temperatura modelada tiene valores bajos
en comparacion con la CRU. Los graficos BIAS con
CRU presenta menos diferencia en el centro y sur de
Guatemala, pero no en el norte, donde hay diferencias
del 50% en los periodos DJF y SON. Los periodos
MAM y JJA no se ajustaron muy bien; mas del 50%
tenian diferencias. Se modela muy bien en el principio
y en el final del afio. Con respecto a la temperatura, las
diferencias son mas bajas en la primera parte del afio.

La segunda condicidn, presenta menos lluvia,
porque aumenta la evaporacion en la parte del océano.
Esto debido a que la simulacion generd un aumento
de temperatura a mitad de afo. El resultado de la tem-
peratura fue muy similar a la primera condicion, y el
porcentaje de precipitacion presentd menos diferencias
en los cinco primeros meses, y las diferencias del 50%
en los demas.

La tercera condicion, se acerca a los valores de
lluvia de CRU en los primeros meses del afio, pero
pierde la relacion a mediados de afio. Incluso los mapas
generados presentan menos diferencias en la lluvia.
La temperatura obtenida es igual a la de los demas
experimentos previos.

La cuarta condicion, pretende modificar la pri-
mera condicion, que tiene buena relacion, aumentan-
do solo la temperatura. Se modifica el coeficiente de
energia (Fritsh & Chappell, 1980) para ver si la energia
puede aumentar la temperatura, pero no demasiado la
lluvia. La temperatura se ajusto bastante, pero la lluvia
perdio la relacion de la climatologia en el mes de julio.

La quinta y ultima condicién, fue la que presento
mejor ajuste a los datos CRU, ya que los resultados
muestran un buen desempefio, aunque se puede men-
cionar que el modelo RegCM4 subestima la precipi-
tacion y la temperatura de CRU levemente, a nivel
regional y nacional.

Finalmente, se presentan las salidas del mejor
ajuste para Centroamérica en mapas BIAS, compa-
rando precipitacion y temperatura, en donde se puede
apreciar los meses en que existe una mejor simulacion
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del modelo. Los colores claros significan que el modelo
se ajusta bastante bien a los datos CRU, un color oscuro
achurado con lineas, subestima los valores y un color
oscuro lizo sobreestima los valores de precipitacion.
La escala varia desde -10 mm/dia a +10 mm/dia, en
el caso de la tasa de precipitacion (intensidad diaria
de precipitacion) y de -100% a +100% en el caso de
porcentaje de lluvia.

A nivel regional Centroamericano, la simulacion
para los meses de diciembre, enero y febrero, el invier-
no en el hemisferio norte, presenta el mejor ajuste. Cen-
troamérica se ajusta muy bien, gran parte de México y
el sur de los Estados Unidos de Norteamérica. Se pue-
den notar las areas claras que representan los mejores
ajustes entre el modelo y los datos de CRU, aunque
algunas excepciones como el norte de Suramérica, que-
dan sobrestimados en este trimestre (Figura 2).

Los meses de MAM se observa en Centroamé-
rica una subestimacion del modelo respecto a CRU,
se observan en algunas regiones lo contrario, es decir
sobrestimacion de precipitacion en la region del Atlan-
tico de México parte norte de Suramérica y la region
sur y sureste de los Estados unidos de Norteamérica
(Figura 3).

Figura 2

Los meses de menor ajuste del modelo respecto a
CRU son los meses de junio, julio y agosto en donde,
a nivel Centroamericano se queda muy por debajo de
la precipitacion de CRU, asi mismo, se ven areas simi-
lares en el sur de los Estados Unidos de Norteamérica
y del norte de Suramérica. En este trimestre los con-
trastes entre valores superiores e inferiores al CRU
son muy marcados, existiendo pocas regiones de buen
ajuste (areas de colores claros). Se puede mencionar
que en este periodo el modelo sobreestima la sequia
de medio verano, la cual se presenta en este trimestre
(Figura 4).

En los meses de septiembre octubre y noviembre,
es decir la estacion de otofo en el hemisferio norte, se
nota que el modelo sobrestima la lluvia en casi toda la
parte del Pacifico de Centroamérica y se queda muy
por debajo de la precipitacion en las islas del Caribe y
parte del norte de Suramérica (Figura 5).

En el caso de la temperatura, los mapas genera-
dos presentan un color oscuro achurado con lineas los
meses en que el modelo subestima la temperatura, y en
color oscuro lizo donde la sobreestima. En el caso de
Centroamérica, se puede ver que predomina una sub-
estimacion del modelo respecto a CRU. Pero en el caso

Diferencia de precipitacion estacional entre RegCM4 y CRU de los meses de diciembre, enero y febrero (DJF);
(@) tasa de precipitacion mm/dia; (b) % de precipitacion trimestral

(a) RegCM4 minus CRU mm/day DJF
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Figura 3

Diferencia de precipitacion estacional entre RegCM4 y CRU de los meses de marzo, abril y mayo (MAM); (a) tasa de
precipitacion mm/dia; (b) % de precipitacion trimestral
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Figura 4

Diferencia de precipitacion estacional entre RegCM4 y CRU de los meses de junio, julio y agosto (JJA), (a) tasa de
precipitacion mm/dia; (b) % de precipitacion trimestral
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Figura 5

Diferencia de precipitacion estacional entre RegCM4 y CRU de los meses de septiembre, octubre y noviembre (SON);
(@) tasa de precipitacion mm/dia, (b) % de precipitacion trimestral
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Figura 6

Diferencias estacionales de temperatura media trimestral, °C, entre el modelo RegCM4 y CRU; (a) periodo de los
meses de diciembre, enero y febrero (DJF); (b) periodo de los meses de marzo, abril y mayo (MAM)
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de Guatemala, se puede observar que la region oeste
del pais, el ajuste al modelo CRU es aceptable, aunque
en las demas regiones predomina una subestimacion
de temperatura (Figuras 6 y 7).

La temperatura a nivel regional, durante los
meses de diciembre, enero y febrero muestra que el
modelo se queda frio o pierde habilidad en gran parte
de Centroamérica, principalmente en el territorio de
México. Algunas areas del sur de Estados Unidos de
Norteamérica se ajustan muy bien en este periodo de
invierno. En los meses de marzo, abril y mayo el mode-
lo sigue frio en gran parte de México y Centroamérica,
asi como el norte de Suramérica, algunas regiones se
muestran calidas en Norte América y pocas areas con
un buen ajuste como por ejemplo los istmos de México
y de Estados Unidos en el golfo de México (Figura 6).

El trimestre junio, julio y agosto se nota un con-
traste muy marcado entre las areas frias y calidas que
generd el modelo, gran parte de México sigue fria,
al igual que algunas areas en Centroamérica, pero se
puede notar areas calidas al sur de los Estados Unidos
de Norteamérica. El Caribe se presenta calido y se pre-
sentan algunas areas de buen ajuste en Centroaméri-
ca, principalmente en Honduras y parte de Nicaragua.

Figura 7

Finalmente, siempre a nivel regional en los meses de
septiembre octubre y noviembre, el modelo es frio en
la mayoria de la region, los mejores ajustes se dan en
el Caribe (Figura 7).

En general el modelo es frio a nivel regional, las
diferencias de temperatura varian entre 2 a 4 grados
Celsius.

A nivel nacional, se compara espacialmente la
precipitacion en mm/dia con las estaciones locales y
la salida del modelo RegCM, se puede mencionar lo
siguiente: la precipitacion en los meses de diciembre,
enero y febrero el modelo se ajusta muy bien a las
tasas de precipitacion nacional, la cuales tienen prome-
dio de Immy/dia, el modelo obtuvo rangos entre 1 y 2
mm/dia. Para los meses de marzo abril y mayo el mo-
delo sobrestima la precipitacion, ya que arroja valores
de 24 mm/dia cuando a nivel nacional las estaciones
muestran tasas de 1 a 2 mm/dia. En el trimestre ju-
nio, julio y agosto, cuando se presenta la sequia de
medio verano en Centroamérica el modelo se ajusta
muy bien, principalmente en la region sur del pais, las
tasas nacionales en promedio de 7 mm/dia y el modelo
arroja rangos entre 4 y 6 mm/dia. Finalmente, en los
meses de septiembre, octubre y noviembre el modelo

Diferencias estacionales de temperatura media trimestral, °C, entre el modelo RegCM4 y CRU; (a) periodo de los
meses de junio, julio y agosto (JJA); (b) periodo de los meses de septiembre, octubre y noviembre (SON)
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Figura 8

Comparativo de precipitacion mm/dia para el trimestre de diciembre, enero y febrero, (a) 23 estaciones locales de

Guatemala; (b) RegCm4
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Figura 10
Comparativo de precipitacion mm/dia para el trimestre de junio, julio y agosto: (a) 23 estaciones locales de Guate-
mala; (b) RegCM4
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Figura 11
Comparativo de precipitacion mm/dia para el trimestre de septiembre, octubre y noviembre; (a) 23 estaciones locales
de Guatemala, (b) RegCM4
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se queda por debajo del as tasas nacionales, las cuales
se encuentran entre los 7 mm/dia y el modelo da un
rango de entre 1 a 2 mm/dia (Figuras 8, 9, 10 y 11).

A nivel nacional, se puede observar que la preci-
pitacion simulada sobrestima los meses de septiembre
y octubre, pero se ajusta muy bien en los demas meses.
Se puede mencionar también que las estaciones locales
de Guatemala de los 3 afios (ciclo anual promedio) es
mas parecida a los datos climaticos TRMM, como se
muestra en las series comparadas de la Figura 12.

En el caso de la temperatura, el modelo RegCM
se ajusto muy bien a la parte media del afio (mayo a
septiembre) en comparacion con la climatologia de las
estaciones de Guatemala, no asi en los demas meses,
en los que subestima los valores (Figura 13).

Figura 12

Discusion

La simulacioén se realizé anidando un modelo
regional dentro de un modelo climatico global, lo cual
permiti6 determinar la plausibilidad del sesgo himedo,
que tienen la mayoria de los modelos. Es importante
mencionar que tanto la region centroamericana, en es-
pecial Guatemala, no cuenta con suficientes datos de
precipitacion y temperatura en areas importantes de
produccion agricola, por lo tanto, es ahi donde radica
la importancia del modelo, el cual nos permite generar
datos de precipitacion y temperatura para estas areas
significativas, desde el punto de vista econdmico y
productivo.

Comparativos de tasa de precipitacion, ciclo anual de la salida del modelo RegCM4, datos CRU, TRMM, GPRCP y

promedio de 23 estaciones locales en Guatemala
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Figura 13

Comparativos de temperatura promedio, ciclo anual de la salida del modelo RegCM4, datos CRU, TRMM, GPRCP y

promedio de 23 estaciones locales en Guatemala
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La sobreestimacion de la precipitacion acumula-
da anual de septiembre-octubre y la subestimacion de
la temperatura posiblemente se deba a que los modelos
no simulan de manera adecuada la zona de convergen-
cia intertropical y otros procesos regionales (Cavazos
etal., 2013).

A pesar de las diferencias obtenidas de los mode-
los CRU, TRMM, GPCO y RegCM, para la region de
Centroamérica y Guatemala en especifico; se observd
que todos coinciden con el indicio a la reduccion de la
precipitacion y el aumento de la temperatura, coinci-
diendo también con los resultados de la mayoria de las
proyecciones realizadas para el sur de Europa segtin lo
describe (Giorgi & Lionello, 2007).
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Los datos observados no se ajustan del todo a
los datos generados por CRU, por lo tanto, las com-
paraciones con las simulaciones fueron sesgadas a un
ajuste hacia datos de reanalisis y no hacia datos locales.

Los experimentos realizados muestran la sen-
sibilidad del modelo cuando se realizan algunos cam-
bios en la configuracion. De manera general se puede
mencionar que la simulacion en temperatura para los
periodos estacionales en Guatemala, presenta buena
habilidad en la region del Altiplano de Guatemala, con
buena cobertura en dreas de montaifia, a diferencia de
lo detectado por las areas planas con menos cobertu-
ra, en el estudio de sensibilidad del modelo RegCMen
Centroamérica y el Caribe (Vichot-Llano et al., 2014);
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pero esto puede ser explicado por los cambios en el
dominio y resolucion en los experimentos realizados
en ese estudio.

Se estima que lo detectado en las simulaciones
en el comportamiento de la lluvia, donde se encontrd
un buen ajuste en la parte inicial de la temporada de
lluvias y no en la parte final, puede ser explicado por
los cambios en la variabilidad interanual de la precipi-
tacion y la temperatura, para lo cual el modelo RegCM
logra detectar esos cambios en un estudio realizado en
Meéxico y América Central de las proyecciones RegCM
(Fuentes-Franco et al., 2013).

Asi mismo, se estima que los cambios inter-
anuales en el comportamiento bajo efectos del fenome-
no del Nifo pudieron sesgar los resultados debido a que
el 1998 represent6 uno de los fenomenos del Nifio mas
importantes en los tltimos afos, ademas de presentarse
un huracan a finales de la temporada de lluvia.

Con el modelo se pueden realizar mejores es-
tudios sobre el cambio climatico en Guatemala, pero
se necesita previamente de estudios con la climatolo-
gia general del pais y compararla con la climatologia
simulada por el modelo RegCM, entonces se podra
proyectar diferentes escenarios en el futuro. En tér-
minos generales, el modelo puede ser ajustado a una
climatologia local. Gracias al comparativo con datos
locales de Guatemala, se concluye que durante los
meses de septiembre y octubre el modelo sobreestima
la precipitacion acumulada anual, requiriendo futuras
simulaciones para ajustar mejor el modelo. En el caso
de temperatura el modelo subestimo la temperatura
en los ltimos tres meses del afo, pero se ve un buen
ajuste para la region del oeste del pais, requiriendo
también futuras simulaciones para lograr un mejor
ajuste, ademas de simular un mayor niimero de afios.

Los modelos climaticos regionales (MCR) tienen
como objetivo generar predicciones climaticas a ma-
yor resolucion que los modelos de circulacion global.
Estos permiten realizar investigaciones, utilizando
como condiciones de frontera las salidas de modelos
o sistemas de reanalisis de escala global de baja reso-
lucion, generados en los grandes centros de modela-
cion climaticos de los paises desarrollados (Giorgi &
Mearns, 1991).

Al tener aumentos de temperatura y disminucion
de precipitacion, aumentan las posibilidades de mayor
aridez en la region, lo cual sucedio en el periodo en es-
tudio en Centroamérica, por lo que, si un modelo pudo
reproducir en términos generales esas variaciones, se
puede intentar utilizarlo para generar pronosticos clima-
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ticos futuros que puedan advertir situaciones de menor
disponibilidad de agua para la poblacion y para los eco-
sistemas en general, asi como modificaciones en el ciclo
hidrologico y fenoldgico de las plantas, afectando de esta
manera el sector agricola. De acuerdo con Lopez More-
noy Vicente Serrano (2008), existen altas posibilidades
que estas alteraciones obliguen a introducir cambios im-
portantes en la estacionalidad, manejo agrondmico e in-
cluso en la seleccion de las especies en aquellos cultivos
particularmente sensibles a las condiciones térmicas.
También visualizan desde ya, la gestion integrada del
recurso hidrico como una estrategia a considerar en el
marco de la sostenibilidad del uso de este liquido vital
en todas las areas de la vida.

Finalmente, ante estas simulaciones encontradas
se hace necesario remarcar la gestion del agua como
algo imperativo para la region y empezar a utilizar mas
los prondsticos climaticos para mejorar las técnicas y
tecnologias de ahorro de agua, ya que identificara areas
con problematica hidrica.
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Resumen

Se determino la respuesta inmunoldgica a proteinas recombinantes de Helicobacter pylori en pacientes dis-
pépticos (adultos y niflos), pacientes con cancer gastrico y sus familiares asintomaticos adultos viviendo con
ellos. Se utiliz6 la prueba recomLine® Helicobacter IgG e IgA, y con base en el reconocimiento de los factores
de virulencia VacA y CagA se determin si la cepa de H. pylori era de tipo I o II. El analisis de los datos fue
descriptivo y analitico y se estimaron los intervalos de confianza de 95%, con un nivel de error de 0.05 y Odds
ratio. E1 58.7% (121/206) de los pacientes presento la bacteria en tincion histologica de biopsia, positividad que
disminuy6 con la edad y dafio histologico. La frecuencia de la respuesta a los anticuerpos IgG fue mayor que IgA,
en ambos casos ésta fue menor en los nifios. Las proteinas del H. pylori més reconocidas tanto por IgA como IgG
fueron VacA y CagA, y la respuesta a las otras proteinas investigadas fue mayor al aumentar el dafio histoldgi-
co. La cepa tipo I fue la que predominé en la poblacion en estudio con 66% (136/206). Se deben continuar con
los estudios de prevalencia de la cepa tipo I del H. pylori y del reconocimiento de sus antigenos en la poblacion
guatemalteca a fin de determinar su utilidad en el diagnostico y pronostico de la infeccion.

Palabras claves: Helicobacter pylori, proteinas recombinantes, tipo de cepa, anticuerpos IgG e IgA, Cag A, VacA

Abstract

he immune response to recombinant Helicobacter pylori proteins was determined in dyspeptic patients (adults

and children), patients with gastric cancer and their asymptomatic adults’ relatives living with them. The
recomLine® Helicobacter IgG and IgA test was used and based on the recognition of the virulence factors VacA
and CagA, it was determined whether the H. pylori strain was type I or I1. The data analysis was descriptive and
analytic, and 95% confidence intervals were estimated, with an error level of 0.05, and Odds ratio. The patients
that presented the bacterium in histological biopsy were 58.7% (121/206), positivity that decreased with age and
histological damage. The frecuency of response to IgG antibodies was higher than IgA, in both cases it was lower
in children. VacA and CagA were the H. pylori proteins most recognized by both IgA and IgG and it was observed
that the number of recognized proteins was greater with increasing histological damage. The type I strain was
the one that predominated in the study population 66% (136/206). Prevalence studies of the type I strain of H.
pylori ant the recognition of its antigens in the Guatemalan population should continue in order to determine its
usefulness in the diagnosis and prognosis of infection.

Keywords: Helicobacter pylori, recombinants proteins, strain type, IgG and IgA antibodies, Cag A, VacA
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Introduccion

La infeccion por Helicobacter pylori ha sido do-
cumentada en Guatemala desde el 1991, habiéndose
reportado su presencia en niflos y adultos, asi como
su asociacion con patologias géastricas como dispep-
sia, gastritis y cancer gastrico, lo que demuestra su
importancia en la region (Cifuentes et al., 2012; Diaz
et al., 2017; Dowsett et al., 1999; Jiménez Buckley,
1991; Matta et al., 2017). Hay reportes de la infeccion
por H. pylori en nifios que aumenta hasta en la etapa
adulta y se ha asociado a las condiciones sanitarias,
hacinamiento, baja educacion, ausencia de drenajes y
de agua potable (Fortuny, 2001).

La infeccion por H. pylori representa un riesgo de
5-8 veces mayor para el desarrollo de cancer gastrico,
mas para el tipo intestinal que el difuso, habiéndose
encontrado que el 80% de los adenocarcinomas tipo
intestinal estan asociados a la infeccion (Matta & De
Leodn, 2015; Parsonnet et al., 1991; Ramirez Ramos &
Sanchez Sanchez, 2008).

Se ha descrito que factores propios del esto-
mago facilitan la colonizacion de la bacteria entre ellos
la acidez y peristalsis, sin embargo, los propios de la
bacteria son mas importantes entre ellos la presencia
de la ureasa, flagelos, citotoxina vacuolizante VacA y
toxina CagA. El gen que codifica esta toxina no esta
presente en todas las cepas, por lo que con base en
su presencia se dividen en cepa Cag positivas o cepas
tipo I que se asocian a una mayor virulencia e inducen
un dafio gastrico visible, mientras que el tipo IT o Cag
negativas se asocian a una menor virulencia y se com-
portan como bacterias comensales mas que patégenas
(Censini et al., 1996; Covacci et al., 1999; Cover &
Blaser, 2009).

En Guatemala, Hernandez report6 que el 100%
de las cepas de H. pylori aisladas de pacientes con
cancer gastrico presentaban un patron positivo para la
presencia de los genes “VAC SI/MI1”y “CAG A”, los
cuales se han reportado en cepas altamente virulentas
y asociadas a la produccion de un dafio mas severo
(2002).

La serologia ha sido utilizada para el diagnostico
de la infeccion por H. pylori, sin embargo, hasta la
fecha presenta problemas por baja sensibilidad/especi-
ficidad y no diferenciar si la infeccion es causada por la
cepal o Il del H. pylori. Actualmente existe la prueba
recomLine que en membrana de nitrocelulosa tiene in-
movilizadas proteinas recombinantes de los principales
factores de virulencia del H. pylori entre ellos CagA,
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VacA, GroEl, gGT, HcpC y UreA, la que presenta una
alta sensibilidad y especificidad (97.6% y 96.2%) y ha
demostrado ser una herramienta muy importante en
el diagnostico de la infeccion por H. pylori. Groel o
Chaperonina es una proteina que pertenece a la familia
de las chaperonas, que es necesaria para la adecuada
conformacion de las diferentes proteinas de la bacteria
y estd asociada a la adhesion de la bacteria a las células
epiteliales gastricas e induccion de la respuesta infla-
matoria. La gGT o Gamma-glutamil transpeptidasa
es una proteina enddgena que tiene dos subunidades
40kD y 20kD y es un factor de virulencia secretado
por la bacteria que juega un papel muy importante en
la evasion de la respuesta inmune, colonizacion de la
bacteria y apoptosis celular. Su presencia esta inver-
samente asociada a la presencia de lesiones gastricas
preneoplasicas. La UreA es una subunidad de la ureasa,
que juega un papel importante en la colonizacion del
H. pylori (Formichella et al., 2013).

El objetivo del presente estudio fue determinar
la respuesta inmunologica a las diferentes proteinas
recombinantes de H. pylori en pacientes dispépticos
(adultos y nifios), familiares viviendo con los pacientes
con cancer gastrico y pacientes con diagnostico de can-
cer gastrico, para que de acuerdo al reconocimiento a
las proteinas con la prueba recomLine determinar si la
infeccion es causada por la cepa tipo I o Il de H. pylori,
establecer las proteinas que son reconocidas por los
diferentes grupos asi como si existe una asociacion con
la patologia presente, informacion que sera de utilidad
para el estudio epidemioldgico de la infeccion.

Materiales y Metodos

Muestra

El grupo de estudio se conformo por (1) 100 pa-
cientes dispépticos entre ellos 60 menores de edad y 40
pacientes mayores de 18 afios positivos para H. pylori
en la biopsia gastrica, (2) 71 pacientes con diagndstico
de cancer gastrico y (3) 35 familiares de los pacientes
con cancer gastrico, todos accedieron voluntariamente
a participar en el estudio. En el caso de los familiares
de los pacientes con cancer gastrico se invitd al menos
un familiar por paciente, mayor de 18, que vivieran
con ¢l y que no presentaran sintomatologia sugestiva
de infeccion por H. pylori, aceptando unicamente 35
personas.

Procedencia de los casos: entre los pacientes
con dispepsia habia 60 casos menores de edad que
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asistieron a una clinica privada de gastroenterologia
pediatrica para su tratamiento por sintomas de dis-
pepsia y el consentimiento fue firmado por los padres
y/o responsables. Los pacientes con dispepsia adultos
y los pacientes con cancer gastrico fueron atendidos
por su patologia en la Liga Nacional Contra el Cancer
e Instituto de Cancerologia y Hospital “Dr. Bernardo
del Valle S.” durante el periodo de un afio (mayo 2016
— mayo 2017). A todos los participantes del estudio,
previo a la extraccion se les dio a conocer el procedi-
miento, importancia y beneficios de su participacion en
el estudio a través de un consentimiento informado El
estudio contd con la autorizacion del Comité de Bio-
ética de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Metodologia

Los datos clinicos y epidemiolégicos se obtuvie-
ron a través de una encuesta epidemioldgica elaborada
para el estudio. Se obtuvo una muestra sanguinea por
puncién venosa utilizando método al vacio con tubos
sin aditivos, el suero fue separado por centrifugacion
y conservado en congelacion a -20 °C hasta su analisis.

A cada uno de los pacientes se les determiné los
anticuerpos IgG e IgA contra H. pylori utilizando la
prueba recomLine Helicobacter IgG e IgA de Mikro-
gen Diagnostik®, siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Se determiné la respuesta de cada paciente a
las diferentes proteinas de H. pylori y con base en la
respuesta a los antigenos CagA y VacA se caracterizd
la cepa como tipo I o II.

A todos los pacientes se les realizé una endos-
copia y una biopsia gastrica. Del reporte se recolectd
informacion sobre la presencia del H. pylori y la res-
puesta inflamatoria observada.

Analisis estadistico

Se llevaron a cabo los andlisis descriptivos, adi-
cionalmente se estimaron los intervalos de confianza
de 95%, con un nivel de significancia de 0.05 para la
estimacion de diferencias.

Los datos obtenidos de las pruebas se colocaron
en tablas 2x2 comparando los resultados obtenidos. Se
calculo el Odds Ratio con sus respectivos intervalos de
confianza, nivel de error de 0.05 lo que permitio de-
terminar cuantos pacientes que presentan una biopsia
positiva para H. pylori tienen una infeccion de tipo I
o tipo II.
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Resultados

Se evaluaron un total de 206 personas, 171 pa-
cientes y 35 familiares a quienes se les realizé una
endoscopia y biopsia gastrica en busca de la presencia
del H. pylori. De ellos 121 (58.7%) fueron positivos
para la presencia de la bacteria en biopsia gastrica.
Esta positividad fue mayor en el caso de los nifios con
dispepsia con 59 casos positivos (98.3%, IC: 64.5, 93.0),
y fue disminuyendo con la severidad de la patologia, de
tal manera que en los pacientes con cancer gastrico se
observo en menor frecuencia la bacteria, inicamente
en 10 casos (14.1%, IC: 0.3, 44.5) (Tabla 1).

La respuesta de los anticuerpos IgA fue menor en
los niflos, tinicamente 5 casos positivos (8.33%, IC: 0,
52.5) y los que presentaron la mayor positividad fueron
los pacientes con cancer gastrico con 47 casos positivos
(66.2%, IC: 50.1, 79.1). La respuesta observada con
los anticuerpos IgG fue mayor en todos los grupos,
los nifios presentaron la menor positividad con 14 ca-
sos (23.3%, IC: 4.7, 50.8) y los pacientes con cancer
gastrico la mayor respuesta con 69 casos (97.2 %, IC:
89.9, 99.6) (Tabla 2).

Con relacion al reconocimiento antigénico en los
cuatro grupos, se observo que fue aumentando con la
edad y la severidad del dafio histoldgico, de tal manera
que, Unicamente las proteinas VacA y CagA fueron
las reconocidas por los nifios, mientras que los otros
tres grupos reconocieron en mayor frecuencia otras
proteinas como Groel, FliD, 8GT, HtrA y HpaA, sin
embargo, es evidente que las proteinas VacA y CagA
fueron las mas frecuentes. En el caso de los anticuer-
pos tipo IgG se observo un mayor reconocimiento an-
tigénico en los pacientes con cancer gastrico, siendo
la proteina CagA la mayor reconocida en los cuatros
grupos (Tabla 3 y Figura 1).

Con base en el reconocimiento de las proteinas
VacA y CagA las cepas de H. pylori causantes de la
patologia fueron categorizadas como tipo I o tipo II,
encontrando que el tipo I fue el mas frecuente con 136
casos (66.0%), mientras que el tipo II se reportd inica-
mente en 12 casos (5.8%). El predominio de la cepa tipo
I fue indudable en los cuatro grupos de estudio como
puede observarse en la Tabla 4 y Figura 2.

El reconocimiento antigénico observado en el
grupo de familiares de pacientes con cancer gastrico
fue caracteristico de cada paciente lo que no permi-
ti6 establecer asociacion especifica con su respectivo
familiar.
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Tabla 1

Positividad en la biopsia gastrica a la presencia de H. pylori en los cuatro grupos de estudio (N = 2006)

No hay
Negativo Positivo lamina
N % N % IC (95%) * N %
Nifios con dispepsia 59 98.3 1 1.7
Adultos con dispepsia 7 17.5 33 82.5 (64.5,93.0)
Familiares de pacientes con cancer 16 45.7 19 543 (28.8,75.5)
Paciente con cancer gastrico 49 69.0 10 14.1 (0.3, 44.5) 12 16.9
Total 73 354 121 58.7 12 58
Nota. N = Numero % = porcentaje *p > .05
Tabla 2
Positividad a los anticuerpos IgA e IgG en la prueba RecomLine en los grupos de estudio (N = 206)
Negativo Dudoso Positivo
N % N % N % IC (95%) *
IgA
Niflos con dispepsia 55 91.7 5 8.33 (0,52.2)
Adultos con dispepsia 16 40.0 24 60.0  (36.6,77.9)
Familiares de pacientes con cancer 12 343 23 65.7 (427, 83.6)
Pacientes con cancer gastrico 24 33.8 47 66.2  (50.1,79.1)
IeG
Niflos con dispepsia 44 73.3 3 333 14 233 (4.7,50.8)
Adultos con dispepsia 2 5.0 38 95.0  (82.2,99.3)
Familiares de pacientes con cancer 8 22.9 27 77.1 (57.7,91.4)
Pacientes con cancer gastrico 2 2.8 69 97.2 (89.9, 99.6)

Nota. N = Numero
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Tabla 3

Reconocimiento antigénico de anticuerpos I1gG e IgA a las proteinas de H. pylori en los pacientes del estudio
(N = 206)

N.iﬁos con Adultos con dispepsia Familiares d'e pacientes Pacient? con

dispepsia con cancer cancer gastrico
Acs. IgA N % N % N % N %
VacA 2 333 18 45.00 17 48.57 34 47.89
CagA 4 6.67 17 42.50 13 37.14 30 42.25
FliD 0 0.00 3 7.50 4 11.43 11 15.49
HpaA 0 0.00 4 10.00 8 22.86 10 14.08
GroEL 0 0.00 4 10.00 7 20.00 5 7.04
HP231 0 0.00 1 2.50 2 5.71 5 7.04
Negativo 46 76.67 16 40.00 11 31.43 23 32.39
Acs. 1gG
CagA 12 20.00 34 85.00 25 71.43 66 92.96
FliD 0 0.00 16 40.00 16 45.71 46 64.79
GroEL 4 6.67 19 47.50 12 34.29 40 56.34
VacA 2 3.33 14 35.00 16 45.71 29 40.85
HpaA 0 0.00 12 30.00 13 37.14 26 36.62
HtrA 0 0.00 7 17.50 10 28.57 23 32.39
6GT 1 1.67 17 42.50 11 31.43 18 25.35
HP231 0 0.00 4 10.00 6 17.14 8 11.27
NapA 0 0.00 4 10.00 2 5.71 7 9.86
Negativo 46 76.67 2 5 8 22.86 2 2.82

Nota. N = Numero % = porcentaje

Posteriormente se calculd el riesgo que tiene un
paciente con biopsia positiva para H. pylori que ésta
sea de tipo I, encontrando que es de 0.9 (IC: 0.43 —1,89),
es decir que un paciente con biopsia positiva para H.
pylori tiene 0.9 veces mas probabilidad que esta cepa
sea del tipo I y por consiguiente desarrollar carcinoma
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gastrico. Es importante resaltar que el amplio rango
obtenido indica que puede pasar de ser un factor pro-
tector a un agresor. Al calcular el riesgo que tiene un
paciente con anticuerpos IgG para que la infeccion de
H. pylori seatipo I es de 1174.33 (IC: 68.66, 20085.00)
es cual es muy amplio (Tabla 5).
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Figura 1

Reconocimiento antigénico de anticuerpos IgA e IgG a las diferentes proteinas de H. pylori en los cuatro grupos de

estudio (N = 206)
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Tabla 4

Tipo de cepa de H. pylori presente en los grupos de estudio (N = 206)

Tipo I Tipo II Negativo

N % N % N %
Nifios con dispepsia 12 20.0 2 33 46 76.7
Adultos con dispepsia 34 85.0 4 10.0 2 5.0
Familiares de pacientes con cancer 26 74.3 1 2.9 22.9
Pacientes con cancer gastrico 64 90.1 5 7.0 2 2.8
Total 136 66.0 12 5.8 58 28.2

Nota. N = Numero % = porcentaje
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Figura 2
Tipo de cepa de H. pylori presente en los grupos de estudio (N = 206)
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Tabla 5
Cdlculo del riesgo que en una biopsia positiva para H. pylori la infeccion sea de tipo I (N = 74)

Infeccion de tipo 1

Positiva  Negativo Total OR IC (95%) *
Biopsia
Positiva 64 57 121 0.90 (0.43,1.89)
Negativa 62 18 80
Total 126 75 201
Anticuerpos IgG
Positivo 135 13 148 1174.33 (68.66, 20085.00)
Negativo 0 58 58
Total 135 71 206
Nota. *p > .05
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Discusion

El objetivo del presente estudio fue determinar la
respuesta inmunolodgica a las diferentes proteinas re-
combinantes estudiadas de H. pylori en cuatro grupos
de pacientes dispépticos (nifios y adultos), familiares
adultos viviendo con los pacientes con cancer gastrico
y pacientes con diagnostico de cancer gastrico para
asi determinar si con base en el reconocimiento de las
bandas CagA y VacA, la infeccion corresponde a una
cepa de tipo I o 11 de H. pylori.

Por analisis histologico se encontrd un 58.7% de
positividad a la infeccién, dato que concuerda con los
estudios realizados en Guatemala que han reportado
frecuencias que van del 29.73 al 72.19%, sin embargo,
es importante sefialar que en este estudio la frecuencia
corresponde a una infeccion activa, ya que se reporta
la presencia de la bacteria en tincion de las biopsias
gastricas evaluadas. En el caso de la poblacion infantil
el criterio de inclusion al estudio fue presentar un re-
sultado positivo a H. pylori en la biopsia, lo cual crea
un sesgo en los resultados en este grupo en particular
al incluir inicamente pacientes positivos (Alonzo et
al., 2009; Cifuentes et al., 2012; Dowsett et al., 1999;
Lange et al., 2011; Moreira Diaz, 1998; Orozco et al.,
2011; World Gastroenterology Organization [WGO],
2010).

Entre los grupos de estudio se observaron
grandes diferencias entre la presencia de la bacteria,
asi el 98.3% de los pacientes dispépticos menores
de 18 afos fueron positivos para la presencia de H.
pylori en la biopsia, en contraste con los pacientes con
cancer gastrico en quienes se determind una frecuen-
cia del 14.1%, datos que contrastan con los resultados
obtenidos por Correa y colaboradores (2016), quienes
identificaron que el grado de dafio a la mucosa gas-
trica correlaciona directamente con la cantidad de H.
pylori detectado por métodos histologicos. Sin embar-
g0, otros estudios han demostrado que en los estadios
iniciales de la infeccion por la bacteria se estimula la
inmunidad innata a las células T que inducen el desa-
rrollo de las mutaciones genéticas en las células de la
mucosa gastrica, en los estadios tardios como ocurre
con los pacientes con cancer gastrico, presentan un cre-
cimiento anormal en la mucosa gastrica lo que hace un
ambiente no adecuado para la presencia de la bacteria
por lo que la positividad a la misma disminuye, sin em-
bargo el dafio ya ha sido ocasionado y es irreversible.
Esta puede ser la explicacion de lo observado en este
estudio (Chiba et al., 2008).
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La severidad de la infeccion por H. pylori de-
pende de la virulencia de la cepa, susceptibilidad del
hospedero y factores ambientales. Uno de los métodos
de diagnostico de la infeccion no invasivo es la deter-
minacién de anticuerpos especificos en suero, de tal
forma que arriba del 90% de los pacientes infectados
tienen niveles detectables de anticuerpos IgG en sue-
ro (Schumann et al., 2006; Seo et al., 2016). En este
estudio, al analizar los resultados de anticuerpos IgA
e IgG anti H. pylori en los grupos de este estudio, se
encontrd que en la poblacion adulta los anticuerpos
IgA no presentaron variabilidad entre ellos, mientras
que el rango obtenido para los anticuerpos IgG fue
de 77.1 a 97.2%, muy similar a lo reportado en otros
estudios de prevalencia de la infeccion en Guatemala,
lo cual denota el impacto sobre la salud publica que
tiene este agente.

En contraste, la frecuencia de positividad encon-
trada en los niflos con dispepsia fue menor, siendo de
23.3% (14/61) para los anticuerpos IgG y 8.33% (5/61)
para IgA, la baja proporcion de poblacion positiva en
este grupo poblacional, contrasta con los resultados
reportados por Matta y colaboradores (2017), quienes
determinaron una prevalencia de anticuerpos IgG en
302 nifios menores de diez afios de 44.70%. Esta dife-
rencia puede deberse entre otros factores al estadio de
la infeccion, que en este caso corresponde a fase aguda,
a la condicidn socioecondmica ya que en este estudio
se incluy6 a pacientes de una clinica privada mientras
que en el otro estudio fueron pacientes de guarderias
estatales, o a un compromiso en la inmunidad de los
pacientes, como sefiala Quintana-Guzman y colabo-
radores (2002). Ademas, se ha identificado que los ni-
nos pueden tener una respuesta inmune diferente, con
menor expresion de anticuerpos que los adultos, y que
presentan una mayor cantidad de resultados falsos ne-
gativos en la determinacion de anticuerpos, lo cual se
incrementa en los menores de 5 afios (Seo et al., 2016).

En el caso de obtener un reconocimiento anti-
génico de las proteinas VacA y CagA en la prueba
RecomLine, se consider6 que la infeccion era causada
por una cepa de H. pylori tipo 1 y si por el contrario
este fue negativo correspondia al tipo II. Se identifico
que el tipo I fue el mas prevalente en los cuatro grupos,
lo cual repercute en un mayor riesgo de progresion a
cancer gastrico ante la presencia de las proteinas CagA
y VacA del H. pylori, ya que la presencia del gen aso-
ciado a la vacuolizacion (vacA) y del gen asociado a
la citotoxicidad (cagA) se correlaciona con cepas que
exhiben una mayor actividad citotéxica (Rivas &
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Hernandez, 2000). En este estudio, el reconocimiento
antigénico a las proteinas CagA y VacA fue frecuente
en la poblacion analizada 136/206 (66.0%), tendencia
que se mantuvo en todos los grupos evaluados, lo que
indicaria que la infeccion es causada por cepas de H.
pylori tipo 1. Es sabido que la cepa I de este microor-
ganismo ocasiona dafio a la mucosa gastrica, ya sea de
forma citotoxica o vacuolizante, lo que desencadena
una infiltracion de leucocitos con la consecuente in-
flamacion de la mucosa, hecho que favorece la division
celular para reparar el daflo de la mucosa lo que puede
llevar al desarrollo del cancer gastrico, por lo que se
considera a la cepa I de H. pylori con alto poder car-
cinogénico.

El factor de virulencia del gen CagA se ha identi-
ficado en el 80-100% de las cepas de H. pylori aisladas
en el este de Asia, en este estudio el antigeno CagA fue
el reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos
IgG en todos los grupos evaluados 137/206 (66.5%).
Asi mismo, se ha identificado que el nimero de bandas
inmuno reactivas se incrementan significativamente
con la edad y con la severidad de la infeccion, como se
observo en este estudio, donde el mayor reconocimien-
to se obtuvo con los anticuerpos IgG y en los pacientes
adultos, especialmente en quienes tenian diagnostico
de cancer gastrico.

En este estudio se observo un reconocimiento
antigénico de otras proteinas del H. pylori, entre ellas
Groel, Flid y Hp231, que aumento con el dafio gastri-
co en la poblacion estudiada. GroEL pertenece a la
familia de chaperonas y es necesaria para el adecuado
doblaje de las proteinas de la bacteria y para que pueda
adherirse a la mucosa gastrica y agregarse, afectando
la homeostasis gastrica (Bergonzelli et al., 2005). Ha
sido sefialada como un predictor para el desarrollo del
cancer (Formichella et al., 2013).

FliD es importante para el ensamblaje del flagelo
funcional por lo que interviene en la movilidad de la
bacteria, colonizacion y persistencia de la infeccion.
Ha sido sefialado como un marcador de erradicacion
y la presencia de los anticuerpos se considera como
un alto riesgo de desarrollar cancer gastrico (Wang
et al., 2017).

Otras proteinas de H. pylori fueron reconocidas
por los anticuerpos IgG de la poblacion estudiada,
HP231, NapA, HepC y Ggt. Epplein y colaboradores
reportan que la presencia de las tres primeras esta aso-
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ciadas a un incremento del 60-80% en el riesgo de
padecer cancer colorrectal (2013). Por otro lado, Ggt
se ha descrito como un factor de virulencia importante
del H. pylori relacionado con la evasion de la respuesta
inmune.

Tomando en cuenta la respuesta observada a
estas diferentes proteinas en la poblacion en estudio,
tanto por anticuerpos IgA como IgG, y que la misma
aumentd con el dafio géstrico, es evidente que es ne-
cesario realizar un seguimiento clinico en la poblacion
positiva a fin de establecer los posibles dafios que pu-
dieran observarse en la mucosa gastrica y prevenir el
desarrollo del cancer. Esto es importante ya que otros
estudios realizados han reportado que el riesgo de
producirse dafio gastrico fue mas pronunciado en los
sujetos que fueron positivos a mas de tres antigenos
(p por tendencia =.0003) y que el estudio de la respues-
ta inmunologica a estas proteinas puede ser utilizado
para identificar a los pacientes que pueden desarrollar
cancer gastrico, especialmente la seropositividad a los
marcadores CagA y GroEl (Pan et al., 2014).

Por ultimo, el analisis de riesgo realizado de-
mostrd que un paciente con biopsia positiva tiene una
probabilidad de .9 de presentar una cepa tipo [ y por
consiguiente desarrollar cancer gastrico, aunque es
importante senalar que por el intervalo de confianza
tan amplio puede pasar de ser un factor protector a un
agresor. Este analisis no pudo realizarse basandose en
la respuesta obtenida con anticuerpos IgG, ya que el
rango obtenido es demasiado amplio.

Se concluye que la poblacion guatemalteca esté
expuesta a la cepa de H. pylori tipo I que es la mas
patdgenay virulenta por lo que puede inducir un mayor
dafio gastrico, lo que demuestra que los pacientes que
presentan la infeccion deben ser tratados para eliminar
la bacteria y evitar que se desarrollen los dafos pato-
l6gicos caracteristicos e irreversibles.
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Resumen

as enfermedades infecciosas son un problema de salud que a pesar de los avances médicos siguen cobrando vi-

das en todo el mundo; como las septicemias. La presente investigacion tuvo por objetivo disefiar, estandarizar e
implementar un protocolo inexistente en Guatemala, para el diagnostico rutinario de hemocultivos positivos dentro
de las instalaciones del Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan de Dios, lugar en donde se encuentra el
unico espectrometro de masas de tipo Maldi-tof (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of flight-mass
spectrometry). Se utilizaron 240 muestras de pacientes de los diferentes servicios. El diagnostico se realizé compa-
rando las identificaciones obtenidas a partir de cultivos microbiologicos puros con muestras directas de botellas con
caldo BHI (Brain Heart Infusion). Los resultados de las dos metodologias fueron evaluados con el disefio estadistico
“apareado o emparejado en grupo”. La comparacion no evidenci6 discordancia en las identificaciones; pero si en
los tiempos de respuesta. La reduccion de tiempo fue de 42.9 h para bacterias Gram positivo, 45.0 h para bacterias
Gram negativo y 126.2 h para levaduras, todos a favor de identificaciones a partir de muestras directas. Con esta
investigacion se pretende ofrecer una nueva alternativa que permitird brindar un diagnostico rapido, confiable y
certero a la poblacion guatemalteca. También permitira reducir la morbimortalidad de los pacientes con septicemias,
promover el ahorro de insumos hospitalarios, disminuir el tiempo de estancia hospitalaria, ahorrar el consumo de
antibidticos innecesarios y contribuir indirectamente a combatir la resistencia antimicrobiana; un problema actual
de gran importancia a nivel mundial.

Palabras claves: Microbiologia, septicemia, espectrometria de masas

Abstract

Infectious diseases are a health problem that despite medical advances in terms of diagnosis continue to take lives
worldwide, such is the case of sepsis. The purpose of this research was to design, standardize and implement a
non-existent protocol in Guatemala, for the routine diagnosis of positive blood cultures, within the facilities of the
clinical laboratory of the San Juan de Dios General Hospital; where the only Maldi-tof (Matrix Assisted Laser Desorp-
tion lonization-Time of flight-mass spectrometry) type mass spectrometer is located. For this, 240 samples of positive
blood cultures were used, coming from patients of the different services. The microbiological diagnosis was made by
comparing the identification data obtained from pure microbiological cultures and direct samples of BHI broth (Brain
Heart Infusion) bottles. The results of the two methodologies were evaluated based on “paired or matched in groups”
statistical design. The Maldi-tof technique did not show disagreement regarding identification between the two types
of samples; but it did in the response time. The time reduction was 42.9 h for Gram positive bacteria, 45.0 h for Gram
negative and 126.2 h for yeasts, supporting identification from direct samples. This research aims to provide a new
diagnostic alternative that will allow access to fast, reliable, and accurate results for the Guatemalan population. It
will also help to reduce e morbidity and mortality rates of patients with sepsis, to promote hospital supplies savings,
decrease the patient length of stay, save unnecessary antibiotics and indirectly contribute to combating antimicrobial
resistance; a critical problem faced by the world today.

Keywords: Microbiology, septicemia, mass spectrometry
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Maldi-tof para el diagnostico rapido de hemocultivos

Introduccion

Se definen como septicemia a la enfermedad
infecciosa generalizada debida a la existencia de un
foco infeccioso en el interior del cuerpo, encontrando-
se microorganismos en el torrente sanguineo. Como
consecuencia, se presenta una gran cantidad de sinto-
mas que, en caso de un incorrecto o tardio abordaje
antibidtico, provocan la muerte del paciente (Cattani
etal., 2015).

El diagnostico microbioldgico de septicemias se
realiza mediante el analisis de hemocultivos (Gherardi
et al., 2012), los cuales actualmente requieren un pro-
medio de cinco a siete dias para brindar un diagnosti-
co certero. Dicho lapso es tardio en la mayoria de las
ocasiones, y retrasa la toma de decisiones poniendo en
riesgo la vida de los pacientes. Por esta razon, es impe-
rativo mejorar los protocolos de diagnoéstico utilizados
actualmente (Ferreira et al., 2010).

La identificacion de microorganismos en el Labo-
ratorio Clinico, se ha llevado a cabo tradicionalmente
mediante pruebas fenotipicas; como la caracterizacion
macroscopica de las colonias, tinciones y pruebas bio-
quimicas (Ferreira et al., 2011). La automatizacion de
algunas de estas pruebas ha constituido un avance im-
portante, pero continiia siendo insuficiente, debido al
tiempo de respuesta (Angeletti, 2017).

El desarrollo de espectrometria de masas de tipo
Maldi-tof permite la identificacion de microorganis-
mos a partir de cultivos puros mediante el analisis de
proteinas ribosémicas, las cuales generan un espectro
de masas especifico para cada microorganismo en un
corto tiempo (uno a dos minutos aproximadamente)
(Lewis et al., 2006).

El sistema Maldi-tof, separa y detecta iones en
fase gaseosa. Los elementos principales que forman su
sistema son: una fuente de ionizacion, un analizador
de masas y un detector (Garcia et al., 2012).

El resultado de aplicar una fuente de ionizacion
sobre una molécula es la formacion de iones genera-
dos por exceso o pérdida de electrones. La muestra es
embebida en una matriz organica, la cual cristaliza en
contacto con el aire (Aebersold & Mann, 2003). Esta
mezcla se deposita en una tarjeta de material conduc-
tivo y es irradiada por un laser. La energia del laser
causa una desestructuracion de la matriz cristalizada,
generando una nube de particulas. Los iones de dicha
nube se extraen al ser sometidos a un campo eléctrico,
a través del cual son acelerados debido a su carga. Los
iones obtenidos son dirigidos hacia el analizador de
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masas y posteriormente al detector (Cherkaoui et al.,
2010). El papel de la matriz es fundamental para los
procesos electroquimicos que se producen. General-
mente se utilizan sustancias organicas que absorben la
energia del laser como, por ejemplo, acidos a-ciano-
4-hidroxi-trans cinamico (TFA), 2,5-dihidrobenzoico,
sinapinico y formico (Claydon et al., 1996).

Un estudio elaborado por Hoyos-Mallecot y co-
laboradores (2013), evidenciaron que utilizando las
muestras de hemocultivos positivos de forma directa
se redujo considerablemente el tiempo de respuesta
diagnostica Los resultados obtenidos evidencian que
el 77.5% de identificaciones para especies y 93.8% para
subespecies fueron realizado de forma exitosa; razén
por la cual concluyen que el buen funcionamiento,
la rapidez y el bajo costo hacen que esta técnica sea
apropiada y facil de implantar en los Laboratorios de
Microbiologia Clinica.

En Guatemala, solamente existe un espectrome-
tro de masas de tipo Maldi-tof y esta ubicado en el
Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan de
Dios (HGSJDD). Por lo que siendo éste un hospital de
referencia nacional, es necesario utilizar los recursos
de forma 6ptima y brindar diagnosticos rapidos, con-
fiables y certeros a la poblacion guatemalteca.

La presente investigacion tuvo por objetivo dise-
far, estandarizar e implementar un protocolo inexis-
tente en Guatemala, utilizando muestras directas de
hemocultivos positivos provenientes de los pacientes
que se encontraban en los diferentes servicios del
HGSJDD, a quienes les fue solicitado, por el personal
médico, un analisis de hemocultivo.

Materiales y Metodos

Recoleccion y procesamiento de muestras

Se utilizaron 240 muestras de hemocultivos
positivos provenientes de pacientes de los diferentes
servicios del HGSJDD. Las muestras fueron llevadas
al Laboratorio Clinico por el personal médico con
solicitud de analisis microbiolégico de hemocultivos.
Fueron seleccionadas aquellas muestras que cumplian
con los criterios de inclusion establecidos (identifica-
cion, solicitud de Laboratorio, medio y volumen de
muestra adecuado).

Las botellas para la recoleccion de muestras con-
tienen caldo BHI enriquecido, que promueve el creci-
miento de cualquier microorganismo presente en la
muestra y perlas de resina que evitan la formacion de
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acimulos bacterianos (Fernandez Olmos et al., 2013).
Las presentaciones pediatricas requerian 5 mL de san-
gre y las de adultos 10 mL (la relacién medio de cul-
tivo y muestra, son de gran importancia para obtener
un correcto diagnostico por lo que fueron respetadas).
Las muestras fueron analizadas por dos metodologias:
Identificacién microbioldgica utilizando, Maldi-tof a
partir de cultivos puros (Drevinek et al., 2012; Dupont
et al., 2010; Galan et al., 2015) y Maldi-tof utilizando
muestras directas (nueva metodologia disefiada). Am-
bas metodologias se compararon y se correlacionaron
los resultados de identificacion y tiempo de respuesta
en cada método.

Identificacion microbiolégica por método
Maldi-tof a partir de cultivos puros

Cada lamina cuenta con tres segmentos de 16
posiciones cada uno; haciendo un total de 48 posiciones
para analisis de muestras y tres posiciones adicionales
para la respectiva calibracion, para lo cual se utilizaron
cepas de Escherichia coli ATCC 1884. Las colonias
fueron colocadas utilizando asas calibradas especiales
y fijadas con 1 pL de matriz orgénica (constituida por
acetonitrilo, TFA y acido formico al 15%). Las laminas
fueron secadas al aire e introducidas en el equipo Mal-
di-tof el cual lee inmediatamente las muestras propor-
cionando un marco de lectura que fue interpretado de
forma automadtica en un periodo de uno a dos minutos
por muestra aproximadamente (Clark et al., 2013).

Identificacion microbiolégica por método
Maldi-tof a partir de muestras directas

Para el procesamiento de las muestras, se realizo
una extraccion proteica, utilizando el procedimiento
establecido por Hoyos-Mallecot y colaboradores
(2013). El procedimiento aqui descrito fue modificado
de la siguiente manera: Materiales, se utilizaron tubos
conicos, para facilitar la decantacion de la muestra, en
vez de los tubos de ensayo ordinarios. Procedimiento,
en el paso 2, se agregaron 500 pL de dodecil sulfato
de sodio (SDS) al 10% en lugar de 200 uL de SDS al
5%, debido a que no se obtenia una cantidad suficiente
de extracto proteico. El paso 3, se realizé tres veces ya
que fue necesario lavar y centrifugar dos veces mas por
el cambio de volumenes y concentracion del SDS. En
el paso 7, se re suspendio el extracto proteico en 500
pL de agua miliQ en lugar de 1 mL, ya que la cantidad
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de agua era suficiente y no afectaba la integridad de
la muestra. Se colocaron 2 pL. de extracto proteico en
cada una de las posiciones de la lamina y se fijaron con
1 uL de matriz organica. Posteriormente, la muestra
fue secada al aire y leida con el espectrometro de masas
(Maldi-tof).

Analisis estadistico

Considerando los antecedentes de los tiempos
diagndsticos y que se necesitaba por lo menos 24 h de
diferencia entre metodologias, el calculo de muestra se
establecid para un disefio apareado o emparejado de
un grupo, evaluandose los tiempos por medio de una
prueba de hipotesis unilateral (Nave, 2018). El calculo
se realizo utilizando el programa Granmo 7.12, cuya
salida indica literalmente:

“Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo
beta de 0.05 en un contraste unilateral, se precisan por
lo menos 58 sujetos para detectar una diferencia igual
o superior a las 24 unidades. Se asume una desviacion
estandar de 55.44”.

Para la correlacion metodologica se realizé una
prueba de hipotesis unilateral (t de Student) para la
media aritmética de las diferencias de tiempo entre los
métodos, esto permiti6 evaluar, si la diferencia obte-
nida era estadisticamente significativa (> 24 h). Si, la
identificacion microbioldgica hubiese tenido alguna
variacion entre los métodos, se debia realizar un ana-
lisis de concordancia por medio del indice Kappa; lo
cual no fue necesario, debido a que no se encontraron
diferencias.

Resultados

Frecuencias y porcentaje de agentes
etiologicos de septicemias

Las muestras fueron identificadas con la tec-
nologia Maldi-tof. Se utilizaron muestras de cultivos
microbioldgicos puros y muestras directas a partir de
botellas con caldo BHI. Los resultados en cuanto a
identificacion se refieren, no evidenciaron diferencia,
por el contrario, si se encontraron diferencias en los
tiempos de respuesta diagnostica (Figura 1).

El total de muestras procesadas fueron 240, de
las cuales 156 eran de bacterias Gram positivo siendo
Staphylococcus epidermidis (47.1%) el mayormente
aislado en hemocultivos de via central, ya que en el
caso de los hemocultivos periféricos no es considerado
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Figura 1

Flujograma de trabajo para diagndstico de hemocultivos utilizando Maldi-tof
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como agente etiologico de septicemias. De igual forma
Streptococcus pneumoniae, Corynebacterium striatum
y Aerococcus viridans fueron los encontrados en me-
nor porcentaje (0.6%)

En cuanto a las bacterias Gram negativo se ob-
servo que Acinetobacter baumanni fue el identificado
en mayor porcentaje (21.3%), asi como Bacillus cereus
y Pseudomonas stutzeri en el menor (1.3%).

Finalmente, de los microrganismos levaduri-
formes se observaron Gnicamente cinco casos, de los
cuales el 80% eran causados por Candida tropicalis y
el 20% por Candida albicans.

Reduccion de tiempo en la identificacion
microbiolégica de hemocultivos positivos

En la identificacion de microorganismos Gram
positivo se observo una reduccion de tiempo prome-
dio de 42.9 h al comprar el método Maldi-tof cultivo
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(MT-C) con respecto al método Maldi-tof muestra
directa (MT-MD).

En cuanto a la identificacion de microorganis-
mos Gram negativo se pudo observar una reduccion
de tiempo promedio de 45.0 h al comprar el MT-C con
respecto al método MT-MD.

La identificacion de levaduras evidencio una re-
duccién de tiempo promedio de 126.2 h al comprar el
método MT-C con respecto al método MT-MD.

Discusion

La presente investigacion tuvo por objetivo dise-
fiar, estandarizar e implementar un protocolo, para el
diagnostico rutinario de hemocultivos positivos, dentro
de las instalaciones del Laboratorio Clinico del HGSJ-
DD; lugar en donde se encuentra el Ginico espectrome-
tro de masas de tipo Maldi-tof (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time of flight-mass spectrome-
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try) en Guatemala. Dicha metodologia permiti6 obtener
resultados confiables, rapidos y certeros en cuanto a
identificaciones microbioldgicas se refiere, asi también
permitio reducir el tiempo de respuesta diagnostica, lo
cual promovera brindar un pronto y correcto abordaje
antibidtico a los pacientes con septicemia (Emonet et
al., 2010).

Fueron analizadas 240 muestras, de las cuales
156 fueron identificadas con bacterias Gram positi-
vo, 79 como bacterias Gram negativo y cinco como
levaduras.

El hemocultivo o cultivo de sangre, es una prueba
de Laboratorio que se realiza para identificar la presen-
cia de microorganismos en el torrente sanguineo prin-
cipalmente bacterias y hongos (Holland et al., 1996).
Se realiza ante la sospecha de un proceso infeccio-
so en curso o la necesidad de identificar el microor-
ganismo que causa dicha infeccion, con el objetivo de
instaurar el tratamiento farmacoldgico mas efectivo
(Kohlmann et al., 2015).

Tabla 1

Tomando en cuenta las ventajas y respetando el
principio de la tecnologia Maldi-tof, se analizaron cul-
tivos microbiologicos puros y la variante con muestras
directas; este Gltimo con el objetivo de acortar aun
mas el tiempo necesario para el diagnodstico de sep-
ticemias. Las frecuencias evidencian que el 65% de
las septicemias fueron causadas por bacterias Gram
positivo (Tabla 1); siendo el género S. epidermidis la
mas frecuente y A. viridans, C. striatumy S. pneumo-
niae en menor frecuencia. Corynebactrium striatum
es considerado como agente contaminante en mucha
literatura (Zabbe et al., 2015).

Las septicemias causadas por bacterias Gram
positivo cobran gran importancia, debido a que son los
microorganismos identificados con mayor frecuencia,
siendo los principales representantes: Staphylococcus
aureus MRSA y S. pyogenes (Moura et al., 2008). Es-
tas bacterias poseen en su estructura peptidoglicano
(PNQ) y acido teicoico (LTA), dos moléculas que son
reconocidas como patrones moleculares asociados a

Frecuencia y porcentajes de bacterias Gram positivo identificadas como agente causal de septicemias en pacientes

de los diferentes servicios del HGSJDD (n = 156)

ID. Microbiolégica F % GP %FT
Aerococcus viridans 1 0.6 0.4
Corynebacterium striatum 1 0.6 0.4
Staphylococcus aureus 26 16.8 10.8
Staphylococcus epidermidis 73 47.1 30.4
Staphylococcus hominis 32 20.6 13.3
Staphylococcus capitis 6 3.9 2.5
Staphylococcus haemolyticus 7 4.5 2.9
Staphylococcus saprophyticus 3 1.9 1.3
Streptococcus mitis 2 1.3 0.8
Streptococcus pneumoniae 1 0.6 0.4
Enterococcus faecalis 4 2.6 1.7
Total 156 100.0 65.0

Nota. F: Frecuencia / % GP: Porcentaje de Gram positivo / % GN: Porcentaje de Gram negativo / % LEV: Porcentaje

de levaduras / % FT: Porcentaje de frecuencia total
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patogenos (PAMPs) (Sierra et al., 2019), que activan
directa y ampliamente el sistema inmune adaptati-
vo promoviendo la liberacion de altas cantidades de
TNFa, la IL-1pB, la IL-6, el INFy, IL-8, IL-18, IL-2,
IL-12, IL-10, responsables de dafios multiorganicos
y principalmente afecciones cardiacas (Luethy &
Johnson, 2018).

La frecuencia de septicemias causadas por bacte-
rias Gam negativo se evidencia en la Tabla 2. En estos
casos se desencadena una respuesta anomala por parte
del huésped a causa de la presencia de lipopolisacari-
dos (LPS) (Sierra et al., 2019), el principal factor de
virulencia reconocido por el complejo proteico NFkB,
que promueven la produccion y liberacion de citoci-
nas proinflamatorias responsables en su mayoria del
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
(Zarate et al., 2014).

El 2.1% de los casos de septicemias fueron pro-
vocadas por levaduras del género Candida sp.; siendo
C. tropicalis la causante del 80% de los mismos. Se-
gun datos del Centro de Control de Enfermedades In-
fecciosas (CCEI), estos patdgenos han llegado a ocupar
el cuarto lugar dentro de las infecciones nosocomiales
del torrente sanguineo, probablemente por la presion de
seleccion a algunos agentes antifungicos (Contreras et
al., 2020). Algunas de estas levaduras presentan resis-

Tabla 2

tencia intrinseca (insensibilidad), o desarrollan resis-
tencia secundaria (luego de haber estado en contacto
con ¢€l); por esta razon se hace necesaria su adecuada
identificacion a nivel de especie (Singhal et al., 2015).

Kumate y colaboradores (2016), hacen hincapié
en la importancia de la correcta y rapida identificacion
microbiologica, debido a que la terapia antibidtica re-
comendada en el caso de las septicemias es la linea
mas alta disponible. Esto quiere decir que, en el caso
de las bacterias Gram negativo, se deben administrar
carbapenémicos o piperacilina/tazobactam y en el caso
de las bacterias Gram positivo vancomicina o Linezo-
lid; para posteriormente realizar un desescalamiento
antibidtico y redireccion de la terapia con base a los an-
tibiogramas brindados. Esta conducta es recomendada
con el objetivo de evitar fallo terapéutico, progresion
de la infeccion y daflo multiorganico.

Del mismo modo, con el objetivo de reducir aun
mas el tiempo de respuesta diagnostico se promovid
el disefio, desarrollo, ejecucion e implementacion de
una nueva metodologia que permiti6 realizar la iden-
tificacion microbioldgica de hemocultivos positivos, a
partir de muestras directas.

Las Tablas 3, 4 y 5 muestran las diferencias en
el tiempo de respuesta diagnostica para cada grupo
de microorganismos. Los datos alli descritos, son

Frecuencia y porcentajes de bacterias Gram negativo identificadas como agente causal de septicemias en pacientes

de los diferentes servicios del HGSJDD (n = 79)

ID. Microbioldgica F % GN %FT
Acinetobacter baumanni 17 21.3 7.1
Bacillus cereus 6 7.5 2.5
Enterobacter cloacae 10 12.5 4.2
Escherichia coli 14 17.5 5.8
Klebsiella pneumoniae 14 17.5 5.8
Pseudomonas stutzeri 1 1.3 0.4
Pseudomonas aeruginosa 15 18.8 6.3
Salmonella group 2 2.5 0.8
Total 79 100.0 32.9

Nota. F: Frecuencia / % GP: Porcentaje de Gram positivo / % GN: Porcentaje de Gram negativo / % LEV: Porcentaje

de levaduras / % FT: Porcentaje de frecuencia total.
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Tabla 3
Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de bacterias Gram positivo
(n =156)
ID. Microbiolégica t MT-C vs MT-MD)
Aerococcus viridans 54.0
Corynebacterium striatum 22.0
Staphylococcus aureus 48.7
Staphylococcus epidermidis 473
Staphylococcus hominis 47.8
Staphylococcus capitis 48.7
Staphylococcus haemolyticus 48.1
Staphylococcus saprophyticus 48.5
Streptococcus mitis 359
Streptococcus pneumoniae 22.0
Enterococcus faecalis 49.2
Promedio de tiempo 429

Nota. t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD: Maldi-tof muestra directa

Tabla 4
Reduccion del tiempo en el diagnostico microbiologico de hemocultivos positivos de bacterias Gram negativo
n=79)
ID. Microbiologica t (MT-C vs MT-MD)
Acinetobacter baumannii 48.2
Bacillus cereus 50.5
Enterobacter cloacae 47.5
Escherichia coli 45.7
Klebsiella pneumoniae 47.5
Pseudomonas stutzeri 33.0
Pseudomonas aeruginosa 46.9
Salmonella group 40.9
Promedio de tiempo 45.0

Nota. t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD: Maldi-tof muestra directa

Ciencia, Tecnologia y Salud, 8(1) 2021, 93-103
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Tabla 5

Reduccion del tiempo en el diagndstico microbiologico de hemocultivos positivos de levaduras (n = 5)

ID. Microbiologica t (MT-C vs MT-MD)
Candida tropicalis 131.3
Candida albicans 121.2
Promedio de tiempo 126.2

Nota. t: tiempo en h / MT-C: Maldi-tof cultivo / MT-MD:

semejantes a los resultados reportados por Angeletti
y colaboradores (2015), quienes realizaron un estudio
similar comparando tiempos de respuesta, antes y des-
pués de la introduccion de la tecnologia Maldi-tof. Los
datos obtenidos fueron una reduccion de 71.73 h en
la identificacion para bacterias Gram positivo y 64.03
en la identificacion de bacterias Gram negativo; no se
compar6 el tiempo de respuesta en levaduras, pero si
se calculd para microorganismos anaerobios, en los
cuales se observo una reduccion de 47.62 h.

En cuanto a las ventajas de utilizar la tecnolo-
gia Maldi-tof pueden mencionarse: menor tiempo de
respuesta diagnostica, abordaje antibiotico certero en
un menor tiempo, evitar dafio multiorgdnico en los pa-
cientes por uso excesivo e inadecuado de antibidticos
innecesarios, ahorro de insumos hospitalarios, menor
tiempo de estancia hospitalaria, disminucion de cos-
tos en terapia antibioticas, combatir indirectamente la
resistencia antimicrobiana (De la Pedrosa et al., 2016).

Las principales limitaciones del estudio fueron:
la poca informacién con respecto al tema especifica-
mente en el campo de la microbiologia médica y en
cuanto a la nueva metodologia disefiada, la misma no
es util para septicemias mixtas las cuales se presentan
en aproximadamente el 3.5% de los casos (Kumate et
al., 2016); esto debido a que es necesario contar con
las bacterias de forma individual para ser identificadas
(Oviafio Garcia et al., 2019).

Con la presente investigacion se pretende brindar
a la poblacion guatemalteca una alternativa eficiente
que promueva la emision de resultados rapidos, confia-
bles y certeros para el diagnostico de septicemias, que
generalmente ocupan siete dias para su diagnostico.
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Resumen

La autoinmunidad es la consecuencia de la pérdida de control y regulacion de la respuesta inmune. Se re-
porta que ocurre entre 5 'y 9% de patologias a nivel mundial. A las enfermedades con esta anomalia se les
denomina autoinmunes y se clasifican de acuerdo con el 6rgano o sistema afectado. Las reumaticas involucran
al tejido conectivo y las articulaciones. Los factores asociados a su aparicion incluyen: edad, género, medioam-
biente y genéticos. La susceptibilidad genética indica la presencia de uno o varios genes asociados al desarrollo
de determinada enfermedad, cuya expresion podria ser el producto de la migracion, seleccion, recombinacion y
adaptacion de genes entre las poblaciones, lo que explica la variacion fenotipica y la expresion clinica resultan-
te. Los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés) han permitido identificar
multiples genes involucrados con enfermedades reumaticas, destacan el lupus eritematoso sistémico y artritis
reumatoide, asociadas con mas de 60 alelos, y otras como la espondilitis anquilosante, en donde la asociacion ha
sido primordialmente con un gen y sus polimorfismos. Esta revision tiene como objetivo informar el estado de
la susceptibilidad determinada genéticamente para estas enfermedades y el impacto que tiene sobre la expresion
clinica. Serealiz6 una busqueda en PubMed y la base de datos de la biblioteca Cochrane, se incluyeron articulos
relacionados con las palabras clave propuestas desde el 2000. La revision identifica genes y la asociacion con estas
enfermedades, expone la diversidad existente y justifica continuar la busqueda de genes en todas las poblaciones.

Keywords: Enfermedad autoinmune reumatica, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, susceptibilidad genética, GWAS

Abstract

Autoimmunity is the consequence of the loss of control and regulation of the immune response. It is reported
that between 5 and 9% of pathologies occur worldwide. Diseases with this abnormality are called autoimmune
and are classified according to the organ or system affected. Rheumatic diseases involve connective tissue and
joints. Factors associated with its appearance include age, gender, environment, and genetics. Genetic suscepti-
bility indicates the presence of one or more genes associated with the development of a certain disease, whose
expression could be the product of migration, selection, recombination and adaptation of genes between pop-
ulations, which explains the phenotypic variation and the resulting clinical expression. Genome wide association
studies (GWAS) have allowed the identification of multiple genes involved with rheumatic diseases, including
systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis, associated with more than 60 alleles, and others such
as ankylosing spondylitis, where the association has been primarily with a gene and its polymorphisms. This
review aims to report the status of genetically determined susceptibility to these diseases and the impact it has
on clinical expression. A search was carried out in PubMed and the Cochrane library database, articles related
to the proposed keywords from the year 2000 were included. The review identifies genes and the association
with these diseases, exposes the existing diversity and justifies continuing the search for genes in all populations.

Palabras claves: Rheumatic autoimmune disease, systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, genetic susceptibility, GWAS
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Introduccion

En la patogenia de las enfermedades reumaticas
autoinmunes (ER A), el principal mecanismo patogéni-
co es la pérdida de control sobre la respuesta inmune,
lo que provoca el reconocer a antigenos propios como
extrafios, lo que induce la activacion de la respuesta
humoral y celular, la acumulacion de linfocitos auto
reactivos y la produccion de auto anticuerpos, que
desencadena una respuesta inflamatoria generalizada
(Javinani et al., 2019).

Se desconoce como se inicia el desequilibrio de
la respuesta inmune, se ha propuesto que pudieran es-
tar involucrados genes, hormonas y principalmente
factores del medio ambiente, el impacto de estos ulti-
mos induciria cambios en la expresion genética (Selmi
Leung et al., 2012).

Inicialmente se pensaba que el fenomeno de au-
toinmunidad era provocado por la presencia de genes
especificos, pero, con el advenimiento de técnicas ge-
ndmicas y el desarrollo de la técnica de asociacion del
genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés)
se han encontrado multiples genes relacionados (Deane
& Carlson, 2012).

La region del genoma que consistentemente esta
asociada y contribuye con el 30% de la susceptibilidad
genética en todas las enfermedades autoinmunes, es
el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
ubicado en el cromosoma 6. Al conjunto de genes si-
tuados en esta area se les denomina genes del Antigeno
del Leucocito Humano (HLA) por sus siglas en inglés;
(Fernando et al., 2008).

La heterogeneidad étnica y genética contribuye
a la complejidad de estas enfermedades, por lo que la
busqueda de genes implicados en la expresion de las
ERA se ha extendido en las ultimas décadas, y tam-
bién se han encontrado genes en areas fuera del CMH
(especialmente en los cromosomas 1 y 10 y en otros
con menor significancia), a los que se les ha llamado
genes no HLA (Godkhe-Puranik & Niewold, 2015).

La heredabilidad podria condicionar la aparicion
de enfermedades autoinmunes, en lupus eritematoso
sistémico (LES) se ha reportado un indice de agrega-
cion As de 20% para hermanos, y Amz de 60% para
gemelos (Moser et al., 2009; Selmi, Lu et al., 2012) van
Drongelen & Holoshitz, 2017). Kuo y colaboradores
(2017) han reportado un indice de heredabilidad para
artritis reumatoide (AR) y otras enfermedades autoin-
munes de 43.5% y un indice de transmisibilidad entre
familiares de 59.4%.
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En familiares de primer grado el 8% de las muje-
res tiene un familiar afectado por estas enfermedades,
y hay asociacion entre miembros de una familia entre
5-12% (Alarcon-Segovia et al., 2005). Kuo y colabo-
radores (2017) reportan un riesgo relativo (RR) para
el desarrollo de AR entre familiares de primer grado
de 2.91 y para desarrollo de LES de 2.92.

Los factores medioambientales han sido relacio-
nados con la pérdida de la auto tolerancia en sujetos
que tienen predisposicion genética, en las ERA la epi-
genética define los mecanismos implicados, siendo el
mas importante la hipometilacion del 4cido desoxirri-
bonucleico (ADN) (Selmi, Lu et al., 2012).

Esta revision tiene como objetivo informar y
delimitar, en la diversidad de genes, cudles pueden
ser de utilidad, no solo para el diagnostico de estas
enfermedades, si no en el futuro, para el tratamiento
y pronostico. Los criterios de busqueda se centraron
en las palabras susceptibilidad genética, enfermedad
reumatica autoinmune, patogénesis de la autoinmuni-
dad, con filtros para estudios originales y revisiones
sistematicas (narrativas y metaanalisis), publicados a
partir de 2000 y hasta la actualidad. Posteriormente
se aplicd un segundo filtro para las palabras “lupus
eritematoso sistémico” y “artritis reumatoide” que son
las principales enfermedades reumaticas autoinmunes.

Contenido

Mecanismos patogénicos de la autoinmunidad

La primera descripcion de autoinmunidad la
realizo Paul Ehrlich en 1901: el horror autotoxicus,
que debe entenderse como la pérdida de la regulacion
del sistema inmune, que dirige la respuesta inmuni-
taria hacia tejidos y érganos del propio organismo, lo
que desencadena una enfermedad autoinmune; en la
actualidad se conocen mas de 78 de ellas, siendo las
mas importantes las que afectan el tejido conectivo y
las articulaciones que se conocen como enfermedades
reumaticas, las principales son: LES, AR, espondili-
tis anquilosante (EA), sindrome de Sjogren (SS) y las
Miopatias inflamatorias (MI) entre otras. Las nuevas
modalidades de recoleccion de informacion como es
el caso del big data, en el futuro podrian aportar nue-
va informacion en relacion con la frecuencia de estas
enfermedades (Sis6-Almirall et al., 2020).

La pérdida de la auto tolerancia es el indicador
principal de la desregulacion de la respuesta inmune y
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puede ocurrir como consecuencia de factores reconoci-
dos. De acuerdo con Javinani y colaboradores (Javinani
etal., 2019), los principales factores serian genéticos y
el medio ambiente, que inducirian la participacion de
células y moléculas del sistema inmune:

Genética. La susceptibilidad genética es la no-
ciéon mas aceptada, ya que la expresion de polimor-
fismos de algunos genes, codificarian proteinas que
influirian negativamente sobre el control de la auto
tolerancia y la metilacion de ADN y la modificacion
de las histonas (principal aporte de la epigenética), es-
pecialmente los genes de IFN (interferdn) relacionados
estrechamente con los cambios en la metilacion y la
produccion de auto anticuerpos.

Factores del medio ambiente. Entre los que so-
bresalen los agentes vivos (virus, bacterias, etc.) por
los mecanismos de: mimetismo molecular, espectador
inocente, infeccion persistente y la presencia de super
antigenos; y los agentes inorganicos como la radia-
cion ultravioleta, hidrocarburos, pesticidas, metales
pesados, tinturas y farmacos; y las hormonas, como
los estrogenos.

Células y moléculas del sistema inmune. Estan
implicadas directamente en la pérdida de la tolerancia
inmunologica, normalmente cumplen tareas de inmu-
novigilancia, que permiten discriminar entre lo propio
y lo no propio, y activan la respuesta inmune contra
lo que no se reconoce como propio, cuando se pierde
la tolerancia:

De las células B, las B2 son la principal fuente
de produccion de auto anticuerpos y en la presentacion
de antigenos auto reactivos a las células T, pueden ser
inducidas por factores como los estrogenos y la pro-
lactina. También podria existir la participacion de las
células B10 en la secrecion de IL-10 y de las células Bl
en menor grado, en la produccion de autoanticuerpos
reactivos (Selmi Leung et al., 2012).

De las células T, las principalmente implicadas
en los ultimos afios son las Th17 por la produccion de
1L-17 como mediador de inflamacion cronica, induci-
das por la sefial de los Toll Like Receptors (TLR) de
tipo 2. La asociacion entre las artropatias inflamatorias
y el gen de IL-17A/IL-17F especialmente con el poli-
morfismo rs 763780 ha sido recientemente confirmada,
especialmente con AR y EA (Shao et al., 2020).

Las células Treg (células T reguladoras) que nor-
malmente son las responsables de la anergia periférica,
serian responsables de la pérdida de la tolerancia inmu-
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nologica al estar disminuidas y presentar menor efecti-
vidad (Javinani et al., 2019; Selmi Leung et al., 2012).

En relacion con las moléculas, las principales
son los TLR, ya que reconocen patrones moleculares
sobre la superficie de los patogenos, y en células auto
reactivas pueden activar e inducir la produccion de
citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF (factor de
necrosis tumoral) e IFN (Javinani et al., 2019; Selmi
Leung et al., 2012).

Cualquiera que sea el mecanismo, se requiere un
individuo genéticamente susceptible y una importante
desregulacion del sistema inmune.

Los genes en la patogenia de la ERA

Se han reportado multiples asociaciones genéti-
cas, los principales de acuerdo con el papel que ten-
drian en la patogenia de estas enfermedades, segiin
David y colaboradores (2018) y Javinani y colabora-
dores (2019) serian:

* Los genes del HLA-DR asociados directamente
con la activacion y funcion de linfocitos T y B
auto reactivos.

» El gen Tumor Necrosis Factor Alpha Induced
Protein 3 (TNFAIP3), esta relacionado con la
ruta de sefializacion e induccion de la sintesis
del Tumor Necrosis Factor (TNF), a través de la
activacion del Nuclear Factor Kappa f (NFkp) y
con participacion directa en la respuesta inmune
innata y en la respuesta inflamatoria.

* El gen Signal Transducer and Activator of Trans-
cription 4 (STAT4), relacionado con la activacion
de células T, la ruta de sefializacién e induccion
de la sintesis de IFN y un aumento de la actividad
de los TLR en la respuesta inmune innata y la
activacion de la respuesta celular.

» Los genes Interferon Receptor Factor (IRF) es-
pecialmente el tipo 5 (IRFS), estan involucrados
en la ruta de sefalizacion e induccion de la sin-
tesis del IFN y en el aumento de la actividad de
los TLR, activando la respuesta inmune innata
y la secrecion de otras citocinas.

* El gen Integrin subunit Alpha M (ITGAM) re-
lacionado con la fagocitosis y adhesion celular
fundamentales en la eliminacion de complejos
inmunes.

» El gen Protein Tirosine Phosphatase non Recep-
tor 22 (PTPN22), relacionado con la activacion
de linfocitos T auto reactivos.
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» Elgen FFC Gamma Receptor 114 (FCGRIIA) esta-
ria relacionado con la deficiencia en la fagocitosis
y la eliminacion de complejos inmunes.

* Otros genes mencionados, pero aun menos
comprendidos son el TNF-308A, PDCDI1, BLK-
BANKI, TYK?2 (Barturen & Alarcon-Riquelme,
2018; Teruel & Alarcon-Riquelme, 2016b).

* En los ultimos afios se ha confirmado la aso-
ciacion de otros genes en el desarrollo de estas
enfermedades:

* Los genes del complemento C4A y C4B han
sido relacionados tanto con un efecto protector
(C4A) y con un incremento del riesgo de desa-
rrollar enfermedades como LES y Sindrome de
Sjogren (C4B), el desequilibrio se ha asociado a
la expresion de HLA DRBI1*03:01 especialmente
en hombres (Kamitaki et al., 2020).

* Los genes relacionados con el IFN y FOXP3 es-
tarian involucrados con los cambios en la metila-
cion del ADN, especialmente con la inactivacion
de genes que contribuirian a la desregulacion del
sistema inmune y la pérdida de la tolerancia en
las principales ERA (De la Calle-Fabregat et al.,
2020).

En la Tabla 1 se muestran ejemplos de estudios
que han abordado la susceptibilidad de los principales
genes encontrados y relacionados con ERA.

Desarrollo de la susceptibilidad genética

Se define a la susceptibilidad genética como el
riesgo heredado de desarrollar una caracteristica en
particular, también puede entenderse como la carga
genética que influye conjuntamente con el medio am-
biente en el fenotipo de un organismo individual, y
en el caso de las enfermedades, con un aumento en la
probabilidad de desarrollar una en particular.

La presencia de un gen puede influir, pero no
determina la presencia de una enfermedad. Puede ocu-
rrir que exista un individuo con los genes de suscepti-
bilidad, pero no desarrolle la enfermedad, se denomina
penetrancia incompleta. Lo contrario, un individuo que
desarrolla la enfermedad, pero no tiene los genes de
susceptibilidad se le llama fenocopia (Laufer et al.,
2017).

Las primeras descripciones sobre genes candida-
tos iniciaron hace tres décadas, y se ha documentado
la asociacion de genes tanto HLA: DR, DP y DQ, como
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no HLA: FCGRIIA, PTPN22, STAT, IRF5 y TYK?2
utilizando técnicas de genotipificacion individuales,
que la mayoria de las veces utilizan como técnica a
la Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés), utilizando cebadores especificos; con
el advenimiento de la tecnologia para identificar eficaz-
mente a los Polimorfismos de Nucleotido Simple (SNP)
y la posibilidad de buscarlos en miles de muestras con
técnicas modernas como la secuenciacion de ADN
o los Inmunochip, se abrié el camino a los estudios
GWAS, que a partir del 2007 se han encargado a gran
escala de confirmar los genes que ya existian, y de
encontrar un nimero importante de nuevos genes, a
los cuales atin no se les adjudica con propiedad ningu-
na implicacion en la patogenia de estas enfermedades
(Teruel & Alarcon-Riquelme, 2016a)

El mejor disefio de investigacion para cuantificar
la susceptibilidad de un individuo a un gen relacionado
con determinada enfermedad es el estudio de casos y
controles; con el calculo del riesgo “odds ratio” (OR)
por sus siglas en inglés, ademas del establecimiento
de las diferencias utilizando estadistica paramétrica
y no paramétrica.

La aparicion de los GWAS y el analisis de mi-
les de muestras genera la realizacion de revisiones
especializadas: los metaanalisis (Pearson & Manolio,
2008), que en los ultimos afios han sido la herramien-
ta, para interpretar la expresion de multiples genes y
sus polimorfismos asociados a una enfermedad, y han
brindado una mejor comprension de las asociaciones
existentes. A pesar de esto, los métodos utilizados en
los GWAS requieren un estudio de validacion, usual-
mente con métodos tradicionales (genotipificacion
individual por PCR), debido a los multiples falsos po-
sitivos que pueden encontrarse (Eyre et al., 2017).

En la Figura 1 podemos ver en una linea de tiem-
po, los principales eventos que se han desarrollado en
la biisqueda de genes en estas enfermedades.

Hoy en dia puede medirse el riesgo que repre-
senta la presencia de un gen, a través del “Score Ge-
nético de Riesgo” (GRS por sus siglas en inglés), que
se obtiene a partir de los GWAS vy el calculo de los
OR y las frecuencias alélicas, de acuerdo con Belsky
e Israel (2014) un riesgo alto incrementa la probabili-
dad del desarrollo de una enfermedad genéticamente
determinada.

El calculo del GRS recientemente se ha empeza-
do a utilizar para predecir el dafio organico (especial-
mente renal) y la mortalidad en estas enfermedades, y
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Tabla 1

Sinopsis de los principales estudios de la susceptibilidad genética en enfermedades reumaticas autoinmunes

Gen Enfermedad Metodologia Poblacion Resultados Referencias
HLA AR Fine map Asiatica p=3.61x10""? Kim et al., 2016
DRBI1 Estudio de asociacion 5 234 > asociacién
LES Fine map Asiatica p=5.64x10"" Kim et al., 2016
Estudio de asociacion 5342 > asociacién
LES Uso de SNP Europea OR 1.87 Morris et al., 2012
Estudio de casos/
controles 3,701 p=.00001
AR metaanalisis Latinoamericana  OR 3.28 Delgado-Vega et
(8 eStudiOS) 684 p= 0001 al., 2007
Estudio de asociacién
LES Estudio de casos y Latinoamericana OR 2.14 Castafio-Rodriguez
controles 747 p=.001 etal., 2008
STAT 4 LES Uso de SNP Latinoamericana OR 2.34 Sanchez et al., 2010
ITGAM Estudio de casos y 804 p=.0001
IRFS controles
PDCD1
TNFAIP3  AR/LES Uso de SNP OR (TNFAIP3)2.40 Ramos et al., 2011
IRFS Estudio de casos y Europea (IRFS5) 1.97
BLK controles 1,500 (BLK) 1.29
STAT 4 AR metaanalisis Multiétnico OR 1.56 Ebrahimiyan et al.,
(21 estudios) 15,732 p=.0001 2019
PTPN22 AR Estudio de asociacion  Caucasica OR 1.65 Carlton et al., 2005
de casos y controles 475 p =.0006
HLAB27 EA Estudio de asociacion  Caucasica OR (HLA B27)0.75 Reveille et al., 2010
ERAP 1 de casos y controles 5 (53 (ERAP 1) 1.36
IL-23R (IL-23R) 1.32
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Figura 1
Linea del tiempo de los hallazgos genéticos en ERA

1973 1976 1996 2001
HLA B27 HLATI Gen Genoma
EA AR/LES FCyRIDA Humano

2005 2007 2014
GWAS Stat4/LES/AR GWAS
multiétnico

1950 2000 2004 2005 2007 2008 2015
agregacion Relacion genética PTPN22 Gen GWAS/AR GWAS/LES GWAS
familiar entre gemelos AR  IRF5 ERA

AR TYK2

Nota. HLA = Human Leucocyte Antigen, EA = Espondilitis anquilosante, AR = Artritis reumatoide, LES = lupus
eritematoso sistémico, GWAS = Genome wide associatted study, ERA = enfermedad reumatica autoinmune, PTPN22
= protein tirosine phosphatase non receptor 22, IRF5 = Interferon receptor factor 5, TYK2 = Tirosin Kinase 2,
STAT4 = signal transducer and activator of transcription 4, FcyRIIA = Fcgamma receptor I1A.

en lupus eritematoso sistémico, se ha encontrado una
relacion directa entre un mayor GRS y un peor pronds-
tico (Reid et al., 2020).

Como se ha mencionado los avances tecnologicos
permiten ahora una mayor discriminacion de secuen-
cias genéticas y las nuevas metodologias propuestas
dirigiran la investigacion genética, de acuerdo con va-
rios grupos: Eyre y colaboradores (2017), Okada y co-
laboradores (2017) y Yukinori y colaboradores (2017)
estas metodologias son:

Analisis EQTL. (expression quantitative trait
loci): Son secuencias de ADN especificas, que permi-
ten relacionar causalmente la expresion de uno varios
genes.

Fine mapping. Facilita la identificacion de todas
las variantes de genes conocidas, en un locus especifi-
co, lo que garantiza encontrar asociaciones fuertes. Es
el complemento del GWAS.

Hi-C. Cuantifica interacciones entre varios frag-
mentos de ADN en un cromosoma y su par simultanea-
mente y no por separado, como habitualmente ocurre
con PCR. Lo que mejora la causalidad.

Inmunochip. Es una herramienta para identifi-

car SNP, ha permitido descubrir loci que representan
riesgo para ERA.
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Re-secuenciacion. Complementa al fine mapping
en la identificacion de variantes no conocidas.

SNP genotyping array. Permite detector miles
de SNP a través del genoma de manera simultanea.

Susceptibilidad genética de las principales
enfermedades reumaticas autoinmunes

Susceptibilidad genética en AR. Esta enferme-
dad es considerada autoinmune debido a que en su
patogenia se encuentran involucrados algunos auto
anticuerpos, que se han relacionado con la presencia
de algunos genes, desde el HLA DRBI1 hasta mas de
100 locus genéticos encontrados con las nuevas meto-
dologias de analisis genético. Hoy se conoce gracias a
los estudios GWAS que el 80% de la expresion genética
ocurre en zonas no codificadas del ADN (Matzaraki et
al., 2017; Okada et al., 2018).

Los genes podrian tener las siguientes implica-
ciones patogénicas: Activacion de células T: PTNP22,
CTLA4 y FOXP3; Diferenciacion celular de T a Thl:
STAT4; Facilitacion de la citrulinizacién: PADI4 y
HLA DRBI.

Se estima que en el 40% de los casos, se expresa
el HLA DRBI, y con el advenimiento del concepto del
epitopo compartido, se ampli6 el rango de variantes
que explican el fendmeno.
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Se describe que los alelos DRB1*01, DRB1*04 y
DBR1*10 presentan una importante asociacion con la
expresion de la enfermedad, DRBI1*15 se asocia a una
alta produccion de anticuerpos para péptidos citrulina-
dos (ACPA), mientras los alelos del epitopo compartido
DEERA DRBI *1301, *1302 y *1304 estarian asocia-
dos a un efecto protector para el desarrollo de AR (van
der Helm-van Mil et al., 2007).

También se ha encontrado una estrecha relacion
entre la presencia de HLA DRBI, la sobrepoblacion
bacteriana y el desarrollo de AR (p =.00001) (Asquit
et al., 2019), en apoyo a la hipotesis del mimetismo
molecular asociado a la disbiosis del microbioma y la
teoria del epitopo compartido, como activadores de cé-
lulas T e inductores del factor reumatoide y ACPA que
pueden detectarse afios antes de la expresion clinica de
la enfermedad (Xu & Yin, 2019).

El PTPN22 es otro de los genes que tiene una
importante asociaciéon con AR, el segundo después
del HLA, y se ha relacionado por su papel en la co-
dificacion de la proteina linfoide tirosina fosfatasa,
un regulador negativo de la activacion de células T,
la presencia de un polimorfismo (rs 2476601) podria
inhabilitar la codificacion de esta proteina, aunque se
desconoce la consecuencia de esto, se ha demostrado
que su presencia incrementa el riesgo de desarrollo de
la enfermedad (Carlton et al., 2005).

También se han encontrado polimorfismos de
PTPN22 que han resultado ser protectores para el de-
sarrollo de la enfermedad, como el caso de -1123G > C,
que se asocian con un nivel bajo de ACPA (Muioz-Va-
lle et al., 2017; Stahl et al., 2010).

Debe mencionarse el gen PADI4, involucrado por
su participacion en la codificacion de la proteina pep-
tidil arginina deaminasa 4, que convierte la arginina
en residuos de citrulina (proceso de citrulinizacion),
proceso ampliamente aceptado en la patogenia de la
AR. Inicialmente descrito en poblacion asiatica, en el
ultimo tiempo se ha encontrado en la mayoria de las
razas (Bax et al., 2011; Klareskog et al., 2006).

En los méas de 100 loci que se han reportado, se
mencionan asociaciones variables con otros genes:
TRAFI1, STAT4, FCGRIIA, CD40 y CCR6 (Karami
et al, 2019; Okada et al., 2018).

El estudio de los micro ARN (miRNAs por sus
siglas en inglés), ha sido proyectado como un bio-
marcador de utilidad en AR especialmente en etapas
tempranas, consistentemente se ha relacionado a dos
miRNAS (miR-155 y mir-146a) con el desarrollo de
AR, Romo-Garcia y colaboradores (Romo-Garcia et
al., 2019) en una poblacion hispana en México, han
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reportado 97 miRNAs que podrian estar en relacion
con el desarrollo de artritis temprana, con especial sig-
nificancia estadistica el miR 361-5p que podria ser un
marcador en el futuro.

También se ha investigado el tamafio de los telo-
meros, que han sido ligados al proceso inflamatorio y
ala inmunidad adaptativa, y en el caso de AR algunos
estudios han asociado los telomeros cortos con un in-
cremento del riesgo; recientemente Zeng y colaborado-
res (2020) en un metaanalisis reporta que en pacientes
con AR los telomeros son estadisticamente mas cortos
que los controles sanos, y los telomeros largos reducen
el riesgo de desarrollar AR.

Susceptibilidad genética en LES. Es la enfer-
medad sistémica autoinmune por excelencia, caracteri-
zada por la produccién de auto anticuerpos que permi-
ten el diagnostico y seguimiento, y en cuya produccion
la presencia genética ha sido demostrada (Javinani et
al., 2019). Los principales genes que han mostrado
asociacion son: HLA DRBI1, FCGR, IRF5, STAT4
y en los ultimos afios PTPN22 y PDCDI (Teruel &
Alarcon-Riquelme, 2016b).

Se han identificado aproximadamente 60 loci de
riesgo para el desarrollo de LES, y a partir de 2007 que
se desarrolld el primer GWAS, se confirm¢ la asocia-
cion de los genes ya mencionados, y se encontro aso-
ciacion con otros genes: ITGAM, IRF7 y BLK-BLK1
(Crow, 2008; Harley et al., 2008; Hom et al., 2008). Sin
embargo, la participacion genética solo seria respon-
sable del 30% de la heredabilidad de esta enfermedad
(Hiraki & Silverman, 2017).

Se ha propuesto que los genes pudieran estar
implicados en la patogenia de la siguiente manera:
Activacion celular: células B, BLK y BANKI, célula
T, PTPN22 y STATA 4, células dendriticas, PRDM1
y ETSI; Defectos en la apoptosis: TREX1, DNASE 1,
DNASEIL3, FAS, FASL; Defectos del aclaramiento
celular: deficiencias de Clq, C2 y C4; Induccion de la
produccioén de citocinas y trafico celular: IRF5, IRF7,
IRF8, TNFAIP3 ¢ ITGAM.

La asociaciéon mas importante reportada ha
sido con el HLA DRBI1*1501 y *0301 (Connolly &
Hakonarson, 2012; Godkhe-Puranik & Niewold, 2015;
Xue, 2018).

Los factores regulatorios del interferén (IRF),
inducen la codificacion de IFN que a su vez participan
en la activacion de los TLR en la respuesta inmune,
de los nueve que se han descrito, tres tienen relevancia
IRF5, IRF7 ¢ IRFS. De estos el IRFS es frecuentemente
relacionado con los niveles elevados de IFN a que se
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encuentran en LES, los otros con menor asociacion
también se han reportado como mediadores en la ac-
tivacion de los TLR y la produccion de IFN (Graham
et al., 2007; Niewold et al., 2012).

El STAT 4 es otro gen que tiene una importante
asociacion, codifica a la proteina de transcripcion 4
que participa en la actividad y produccion de IFNa,
que esta presenta en la expresion de la enfermedad
(Zheng et al., 2013).

El gen inductor de TNFAIP3 (proteina 3 induci-
ble del tumor de necrosis alfa) participa en la codifica-
cion de la enzima A20, que regula NFkB, TNFa, TLR
y el receptor de IL-1 (Wang et al., 2013).

El gen PTPN22 se ha relacionado con la presen-
cia de dos polimorfismos, Arg620Trp (rs 2476601) que
incrementa el riesgo de desarrollar LES y la variante
Arg263GlIn que tiene un efecto de proteccion para el
desarrollo de la enfermedad (Stanford & Bottini, 2014).

Otros genes con menor relevancia, pero que han
sido identificados a partir de los GWAS son: BANKI,
ITGAM cuya patogenia en LES se relaciona con la
actividad de las células B y la expresion de moléculas
de trafico y adhesion celular (Bentham et al., 2015;
Kozyrev et al., 2008; Nath et al., 2008).

Susceptibilidad en otras enfermedades reu-
maticas autoinmunes. Estas enfermedades compar-
ten la expresion de genes, aunque no queda claro la
participacion que tienen en el desarrollo de éstas.

En la Espondilitis anquilosante (EA) se ha re-
portado una heredabilidad del 90% entre familiares
de primer grado. Desde 1973 existe la asociacion entre
HLA B27y el desarrollo de EA, sin embargo, una gran
mayoria de individuos en quienes se ha encontrado el
gen, no desarrollan la enfermedad (Hanson & Brown,
2017; Osgood & Knight, 2018).

En 2007 luego del GWAS se encontraron ademas
del HLA B27, asociacion con los genes ERAL, ERAP2
y genes que inducen el FNT y la IL-23. ERAP1 esta
involucrado en la expresion de la cadena de HLA B27
y en la sintesis de IL-17, mientras ERAP2 es un cofac-
tor de expresion de ERAP1. La IL-23 a través de su
receptor y sefiales JAK2 y STAT3 inducen la sintesis
de IL-17 e IL-22, cuya participan en el proceso infla-
matorio es relevante en esta enfermedad. Se induce la
produccion de TNF a través de sus genes TNFRFSIA,
TRADD y TNFSF15, lo que facilita la perpetuidad del
proceso inflamatorio (Burton et al., 2007).

El sindrome de Sjogren, regularmente se tras-
lapa con genes de LES y AR, sin embargo, la mayo-
ria de los reportes han encontrado asociacion en: la
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produccion de IFN a través de IRF5 y STAT 4, que
también participa en la induccién de IL-12 y la dife-
renciacion celular hacia Thl. La via de activacion de
células B, ha encontrado asociacion con la expresion
de BLK y la de células T con el gen CXCRS5, el TNFa
a través de los genes FNTAIP3 y TNIPI (Teruel &
Alarcon-Riquelme, 2016b; Reksten et al., 2016).

Las miopatias inflamatorias (MI), son un gru-
po de heterogéneo de enfermedades autoinmunes que
afectan a los musculos, se ha reportado asociacion de
estas con los genes HLA DRB1*03:01 y B*08:01, con
Dermatomiositis DQB1 y PTNP22 con Polimiositis
en europeos (Rothwell et al., 2016). En Japoén se ha
reportado asociacion de MI con HLA DRB1*08:03 y
DPB1*05:01 (Furukawa et al., 2020).

Susceptibilidad a las enfermedades reuma-
ticas en América Latina. La expresion genética en
América Latina es el producto de la mezcla de genes
de origen europeo, amerindio y africanos, los datos
reportados en varios paises (Estados Unidos, Chile,
Colombia, México, Perti, Argentina y Brasil), ha sido
consistentes con lo reportado en otras latitudes, es-
pecialmente la asociacion entre el HLA DRBI1 y sus
epitopos compartidos en AR y LES (Alarcon-Riquelme
et al., 2016; Langefeld et al., 2017)

Se ha reportado asociaciones fuertes con los si-
guientes genes en AR, en poblaciones de Brasil, Co-
lombia y México: STAT4, IRFS, IL2RA, PTPN22, y las
noveles asociaciones entre: SPRED2, CCL21, ENOX1,
NNA2S cuyo papel aun no es conocido (Castro-San-
tos & Diaz-Peia, 2016; Delgado-Vega & Anaya, 2007,
Lopez Herraez et al., 2013).

De manera aislada también se ha encontrado
la expresion de PADI4 como factor de riesgo en el
desarrollo de AR en mestizos de México (Bafios &
Muiioz-Valle, 2017).

En LES también se ha encontrado una clara ex-
presion de genes HLA DRBI, con la misma fuerza
que se ha reportado en otras latitudes, mientras que
genes no HLA reportados con una fuerte asociacion
fueron: STAT4, IRF5, ITGAM, PDCDI1 y TNFSF4
(Alarcon-Riquelme et al., 2016; Castafio-Rodriguez et
al., 2008; Sanchez et al., 2010).

Se ha generado discusion acerca del importante
gen BLK, un activador de los linfocitos B y del gen
BANKI1 asociado también a la activacion del linfocito
B, que se ha reportado en otras latitudes, pero en el
estudio inicial en América Latina, no tuvo relevancia;
reserva de lo reportado por Ramirez-Bello y colabo-
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radores, en una investigacion recientemente realizada
en poblacion mestiza de México, han encontrado una
asociacion fuerte (Ramirez-Bello et al., 2019).

Conclusiones

La asociacion genética en las ERA ha sido con-
firmada, y la susceptibilidad genética y las acciones
biologicas inducidas por los genes involucrados, han
sido ampliamente descritas; sin embargo, no existe un
papel definido sobre su participacion en la patogenia de
estas enfermedades y se asumen varias posibilidades,
entre las que destacan la induccion de citocinas proin-
flamatorias y la activacion de células autorreactivas.

La expresion clinica de estas enfermedades es
diversa, comparten entre ellas (con algunas variantes)
genes y sus polimorfismos, y estas variaciones se han
encontrado en la mayoria de los grupos raciales estu-
diados. Consistentemente se menciona a los genes
del HLA DRBI, HLA B, PTPN22 y a los IRF (espe-
cialmente el IRF5) como los de mayor susceptibilidad
genética.

La tecnologia actual nos esta acercando a definir
con precision a los genes que participan en el desarro-
llo de las ERA, y las propuestas para clasificarlas de
acuerdo con la expresion genética son cada vez mas
aceptadas, lo que podria ser un impulso para la medi-
cina de precision.
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Resumen

n Guatemala en el 2015, el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS) report6é nuevos casos

de la enfermedad de Chagas en la region suroriental del pais, siendo Santa Rosa uno de los departamentos
endémicos en donde Triatoma dimidiata es el principal transmisor. Se estimo la infestacion de 7. dimidiata en
la aldea Chuchuapa, municipio de Santa Maria Ixhuatan, de abril a junio de 2019, se calcularon los indices en-
tomologicos y se caracterizaron intra y peridomiciliar 149 viviendas (79.67% de las viviendas habitadas). Los
datos se obtuvieron mediante un cuestionario mixto, en entrevista cara a cara y evaluacion de las viviendas, por
un equipo profesional experimentado, mediante el método y protocolo estandar hombre-hora. Se capturaron 20
triatominos en 10 viviendas, con un indice de infestacion de 6.71% (10/149), un indice de densidad de 13.42%
(20/149), 19 triatominos intradomiciliares y uno peridomiciliar, con un indice de infeccion natural por Trypano-
soma cruzi intradomiciliar de 26.3% (5/19), indice de infeccion natural por 7. cruzi peridomiciliar de 100.0% (1/1)
e indice de infeccion natural por 7. cruzi en los triatominos capturados de 30.0 % (6/20). Las viviendas infestadas
presentaron techo de lamina, pared de bajareque con grietas y sin repello, piso de tierra y afiches en la pared,
acumulacion de lefia u otros materiales tanto intra como peridomiciliar, convivencia con animales domésticos y
tenencia de animales de corral. Los resultados representan un alto riesgo para la transmision de la enfermedad
de Chagas entre los habitantes de la aldea.

Palabras claves: Indices entomologicos, Factores de riesgo, Triatoma, Intradomiciliar, Peridomiciliar

Abstract

In Guatemala in 2015, the Ministry of Public Health and Social Assistance reported new cases of Chagas disease
in the southeastern region of the country, with Santa Rosa being one of the endemic departments where Tria-
toma dimidiata is the main transmitter. The infestation of 7. dimidiata was estimated in the Chuchuapa village,
municipality of Santa Maria Ixhuatan, from April to June 2019, the entomological indices were calculated and 149
dwellings were characterized intradomiciliary and peridomiciliary (79.67% of the inhabited dwellings). The data
were obtained through a mixed questionnaire, in a face-to-face interview and evaluation of the dwellings, by an
experienced professional team, using the standard man-hour method and protocol. 20 triatomines were captured
in 10 homes, with an infestation index of 6.71% (10/149), a density index of 13.42% (20/149), 19 intradomiciliary
triatomines and one peridomiciliary, with a natural infection index by intradomiciliary Trypanosoma cruzi of
26.3% (5/19), natural infection index by peridomiciliary 7. cruzi of 100.0% (1/1) and natural infection index by
T. cruzi in captured triatomines of 30.0% (6/20). The infested dwellings have a sheet roof, a wattle and daub wall
with cracks and no wall plaster, dirt and posters on the wall, accumulation of firewood and other materials in
both intradomiciliary and peridomiciliary, living with domestic animals and keeping poultry animals. The results
represent a high risk for the transmission of Chagas disease among the villager.

Keywords: Entomological Indexes, Risk Factors, Triatoma, Intradomiciliary, Peridomiciliary
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Introduccion

La enfermedad de Chagas es una enfermedad
metaxénica, endémica y desatendida; segtin la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS), hay de seis a siete
millones de personas afectadas a nivel mundial, siendo
una enfermedad endémica en América Latina (OMS,
2018b). Se estima que alrededor de 10,000 personas fa-
llecen al afio a causa de sus manifestaciones clinicas y
mas de 25 millones se encuentran en riesgo de contraer
la enfermedad en el mundo (Bustamante et al., 2015).

Respecto al vector de la enfermedad de Chagas
en Latinoamérica se ha descrito una amplia gama de
triatominos (26 de las 144 especies conocidas), donde
Triatoma dimidiata 'y Rhodniux prolixus se trasforman
en vectores recurrentes en las viviendas, especialmen-
te en Costa Rica, Ecuador, Guatemala, El Salvador
y Nicaragua (Quirés-Gomez et al., 2017). Triatoma
dimidiata es el vector mas importante en América Cen-
tral, por lo que reducir la infestacion domiciliaria es
uno de los tres objetivos principales de la Iniciativa de
los Paises de Centro América (IPCA) (OMS, 2018a).
Guatemala es un pais endémico para esta enfermedad,
por ello sigue siendo un tema de interés ya que existen
estudios de distinta indole epidemioldgica, entre ellos,
uno realizado en el 2003 sobre la epidemiologia de la
enfermedad de Chagas donde se analiz6 la infestacion
por tres especies de vectores 1. dimidiata, R. prolixus
y Triatoma nitida, brindando informacion sobre la
distribucion vectorial en el territorio guatemalteco. 7.
dimidiata, vector con mas probabilidad de poseer el pa-
rasito de Trypanosoma cruzi, se encontrd diseminado
en 16 de los 22 departamentos, incluyendo Santa Rosa
(Monroy et al., 2003).

Los reportes documentados de esta enfermedad
concuerdan que las caracteristicas de las viviendas aso-
ciadas a la presencia del vector y la reinfestacion de los
vectores tipicos de la region son los siguientes: paredes
no repelladas o parcialmente repelladas con grietas,
fabricadas de bajareque o adobe, piso de tierra, techo
de palma, paja y lamina, con pocas habitaciones que
favorezcan el hacinamiento, acumulacion de material
de construccion y presencia de animales domésticos,
con localizacion en la periferia de gallineros o corrales
(Bustamante et al., 2015; Quir6s-Goémez et al., 2017).
Asi como materiales de construccion, granos, made-
ra y/o lefia para el consumo y cercania con arboles
frutales. También el uso de mosquiteros, pabellones,
desorden dentro y fuera de las viviendas (Bustamante
et al., 2015).
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El Ministerio de Salud Publica y Asistencia So-
cial (MSPAS), realiz6 un proyecto de control de vecto-
res con la cooperacion japonesa en el 2000 para reducir
el riesgo de infeccion por medio de la eliminacion de
R. prolixus. Este consistio en la realizacion de campa-
flas de fumigacion con dos ciclos de rociamiento de
insecticida residual y cubrio mas del 98% de las casas
en las aldeas identificadas (Hashimoto et al., 2012). A
nivel internacional en el 2008 Guatemala fue recono-
ciday certificada por la eliminacion de R. prolixus y el
control de . dimidiata. Sin embargo, se reportan casos
continuamente de enfermedad, en el sur de Guatemala
ya que 7. dimidiata se mueve entre casas y aldeas con
la frecuencia suficiente como para recolonizar, dificul-
tando el control vectorial de la enfermedad. En el 2015
se estudio la estructura genética de la poblacion de 7.
dimidiata recolectados de seis aldeas, dando a conocer
que el uso de rociamientos simples sin otro método de
intervencion no es efectivo para la eliminacion de este
vector (Stevens et al., 2015).

Los tltimos estudios realizados en la region de
Santa Rosa, Guatemala, sobre la enfermedad de Cha-
gas tienen una antigiiedad de mas de 20 afios. Uno de
los ultimos descritos, se realizé en el 1997, donde se
estudi6 una poblacion de 1,085 habitantes residentes y
originarios de Santa Maria Ixhuatan, que demostr6 una
prevalencia de 126 (11.61%) casos seropositivos para
anticuerpos contra 7. cruzi en la poblacion estudiada (De
Leon, 1997), ademas que el MSPAS en 2015 report6 ca-
sos en la region suroriental del pais y segin informacion
del Departamento de Vectores, existe evidencia de la
presencia del vector actualmente en la region estudia-
da, ya que las condiciones del municipio son propicias
para la proliferacion del triatomino J. Zarceno, Jefe del
departamento de vectores y enfermedades zoonoticas
(comunicacion personal, abril 2018). Durante los ultimos
tres aflos en el area de salud de Santa Rosa se reportaron
107 casos seropositivos de la enfermedad de Chagas,
Epidemidloga del area de Santa Rosa (E. Reyes, comuni-
cacion personal, julio 2018).

El presente caso surgio de la necesidad de es-
tudiar y describir la situacion actual de la aldea Chu-
chuapa del municipio de Santa Maria Ixhuatan, de-
partamento de Santa Rosa, en cuanto a la presencia
del vector T. dimidiata, sus indices entomologicos y
caracterizacion de las viviendas, por medio de la rea-
lizacion de una encuesta entomoldgica domiciliar, en-
trevista cara a cara al jefe o responsable de la vivienda
mayor de 18 afios y evaluacion directa de las caracte-
risticas de las viviendas, mediante el método estandar
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hombre-hora; con lo cual se espera contribuir a tener
datos que alerten a las autoridades del MSPAS sobre
el posible riesgo de adquirir la enfermedad de Chagas
que puedan tener los habitantes de dicha comunidad.

Presentacion del caso

Se realiz6 una encuesta entomologica de las vi-
viendas habitadas de la aldea Chuchuapa, municipio
de Santa Maria Ixhuatan, que se encuentra en la region
suroriental del departamento de Santa Rosa, de la re-
publica de Guatemala, tomando como base el conteo
poblacional del 2017 del Area de Salud de Santa Rosa.
Los datos se obtuvieron del el jefe o responsables ma-
yores de 18 afios que estuvieran presentes en las vi-
viendas al momento de la encuesta, la participacion fue
voluntaria, acompaifiada con firma de consentimiento
informado o huella digital. Se recolecto la informacion
mediante la realizacion de un cuestionario mixto con-
formado por una entrevista cara a cara y evaluacion
visual directa de las caracteristicas intra y peridomi-
ciliar en las viviendas.

Se busco el vector en las areas descritas de la
vivienda mediante el método estandar hombre-hora.
Fueron evaluadas 149 viviendas que permitieron su
ingreso y correcta evaluacion cumpliendo con los
criterios establecidos, se evidencid una cobertura de
las viviendas del 79.70% para la determinacion de los
indices entomologicos. Los triatominos encontrados
fueron almacenados y transportados al Laboratorio
de Entomologia Aplicada y Parasitologia (Lenap),
posteriormente fueron evaluados macroscopicamente
para determinar la especie y microscopicamente para
identificar la infeccion por T cruzi.

Se capturaron 20 triatominos que estaban distri-
buidos en 10 viviendas, de los cuales en seis de ellos
se encontro el parasito 7. cruzi durante la evaluacion
microscopica. La infestacion del vector en las vivien-
das fue de 6.71% (10/149), con un indice de densidad
de 13.42% (20/149), 19 triatominos intradomiciliares y
uno peridomiciliar, el indice de infeccion natural por
T. cruzi intradomiciliar fue de 26.3% (5/19), el cual se
encuentra dentro de la media del pais, y el indice de
infeccion natural fue de 30.0% (6/20), el indice de in-
feccion natural del peridomicilio fue de 100%, aunque
solamente representa a un triatomino capturado el cual
estaba infectado por 7. cruzi.

De las viviendas que presentaron 7. dimidiata,
las caracteristicas intradomicilio mas comunes fueron:
techo de lamina, pared de bajareque agrietadas o con
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fisuras, pisos de tierra, afiches en paredes, convivencia
con animales domésticos durante el dia y presencia de
animales de corral, lefia y otros materiales acumula-
dos, ausencia de mosquitero y paredes sin repello. En
tanto que las caracteristicas peridomicilio mas comu-
nes fueron: animales de corral, animales domésticos,
acumulacion de lefia y otros materiales. Tanto las ca-
racteristicas intradomiciliares como peridomiciliares
fueron similares para las viviendas que no presentaron
el vector (139/149), con la excepcion que la mayoria de
estas tenian pared de block, presencia de animales do-
mésticos mas que aves de corral intradomiciliarmente,
asi como reducida cantidad de viviendas con criaderos
de animales peridomiciliarmente (Tablas 1 y 2).

Discusion

En este reporte, se encontrd 7. dimidiata como
unico vector de la enfermedad de Chagas, al igual que
en estudios previos realizados en el departamento de
Santa Rosa (Monroy et al., 2003); a nivel nacional se
han reportado ocho especies de triatominos, pero con
la erradicacion de Rhodnius prolixus, T. dimidiata es sin
duda el vector mas importante (Peterson, Hashimoto et
al., 2019). Naturalmente, esta especie ha sido encontrada
en climas calidos en bosques secos y hiimedas, desde
el nivel del mar hasta 2,000 m s. n. m. (Bustamante et
al., 2009), la aldea Chuchuapa brinda un habitat idoneo
para la proliferacion del vector, lo cual se demuestra por
el indice de infestacion de 6.71% encontrado, la cual es
un porcentaje considerable y evidencia la presencia del
vector como potencial transmisor de la enfermedad de
Chagas. Esto representado en valores por cada 100 habi-
tantes indica que practicamente 7 de cada 100 viviendas
se encuentran infestadas con el vector, con un indice de
infeccion natural intradomicilio de 26.3%, el cual podria
ser considerado elevado, manifestando la falta de me-
didas de control en la construccion de viviendas y de la
concientizacion de la poblacion, pudiéndose considerar
como una enfermedad desatendida en este departamen-
to, ya que se han centrado los esfuerzos de control mas
que todo en Chiquimula y Jutiapa y se considera como
de baja prioridad a nivel nacional (Peterson Hashimoto
et al., 2019; Peterson, Yoshika, 2019); en Chiquimula,
el indice de infestacion observado en el 2000 fue de
21.13% habiendo disminuido en el 2007 a 2.0%, lue-
go de aplicar medidas de control, lo que evidencia lo
indicado sobre la falta de atencion al departamento de
Santa Rosa, aunque este indice no llegd a ser tan elevado
(Chavez, 2020).
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Tabla 1

Caracteristicas intradomiciliares de las viviendas estudiadas

. . L Presencia de triatomino en la
Caracteristicas en el intradomicilio

vivienda
Variable Categoria St No Total Total
f % f % f %
Lamina 9 6.04 130 87.25 139 93.29
Techo Cemento 1 0.67 8 5.37 9 6.04
Teja - - 1 0.67 1 0.67
Block - - 67 4497 67 4497
Bajareque 9 6.04 23 15.44 32 21.48
Pared Tablas - - 23 15.44 23 15.44
Adobe 1 0.67 4 2.68 5 3.36
Otros - - 22 14.77 22 14.77
Tierra 9 6.04 75 50.34 84 56.38
Piso Torta de cemento 1 0.67 53 35.57 54 36.24
Piso ceramico - - 11 7.38 11 7.38
Si 9 6.04 113 75.84 122 81.88
Afiches en paredes
No 1 0.67 26 17.45 27 18.12
Animales domésticos 5 3.36 64 42.95 69 46.31
Animales en el Animales de corral 10 6.71 42 28.19 52 34.90
intradomicilio Animales silvestres - - 3 2.01 3 2.01
Ninguno - - 53 35.57 53 35.57
Lefia 7 4.70 59 39.60 66 44.30
Otros 5 3.36 60 40.27 65 43.62
Granos 3 2.01 38 25.50 41 27.52
Materiales en el Madera 1 0.67 9 6.04 10 6.71
intradomicilio Lémina - - 4 2.68 4 2.68
Block - - 3 2.01 3 2.01
Teja - - 1 0.67 1 0.67
Ninguno - - 3 2.01 3 2.01
Mosquitero 10 6.71 94 63.09 104 69.80
. _ Pabellon 8 5.37 94 63.09 102 68.46
;‘f;‘:f;’;‘acs‘e medidas Fumigacion 8 537 80 53.69 88 59.06
Paredes de repello 10 6.71 71 47.65 81 54.36
Ninguno - - 3 2.01 3 2.01
Convi ) Dia 10 6.71 114 76.51 124 83.22
arﬁ‘g;v:snggé"s?icos Noche - - 18 12.08 18 12.08
No aplica - - 15 10.07 15 10.07
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Tabla 2

Caracteristicas peridomiciliares de las viviendas estudiadas

Caracteristicas en el peridomicilio

Presencia de triatomino en la vivienda

Variable Categoria Ro Total Total
f % f % f %

Animales domésticos 7 4.70 76 51.01 83 55.70

Animalesenel  Animales de corral 8 5.37 75 50.34 83 55.70
peridomicilio Animales silvestres - - 3 2.01 3 2.01
Ninguno - - 25 16.78 25 16.78

Gallineros 4 2.68 37 24.83 41 27.52

) Corrales 2 1.34 20 13.42 22 14.77
S;llfriegs de Jautas - - 8 537 537
Cochiqueras 2 1.34 6 4.03 5.37

Ninguno 4 2.68 76 51.01 80 53.69

Lefia 9 6.04 111 74.50 120 80.54

Granos 1 0.67 14 9.40 15 10.07

Madera 1 0.67 8 5.37 9 6.04

Materiales en el Lamina - - 4 2.68 4 2.68
peridomicilio Block 2 1.34 2 1.34 4 2.68
Ninguno - - 3 2.01 3 2.01

Teja - - 2 1.34 2 1.34

Otros 5 3.36 35 23.49 40 26.85

De los 20 vectores recolectados, 19 (95%) fueron
encontrados intradomiciliarmente, lo que concuerda
con un estudio realizado en Colombia donde el 93%
de los triatominos fueron capturados en ambientes in-
tradomiciliarios (Cortés & Suarez, 2005). El indice de
infestacion fue de 6.71% indicando el indice de infes-
tacion del vector en esta region, el indice de densidad
muestra que en 13 de cada 100 viviendas se encontrara
el triatomino, de los cuales 30 % estara infectado con
T cruzi segtn el indice de infeccidon natural, dato su-
perior al reportado por Juarez y colaboradores (2018)
para el departamento de Jutiapa en 2011 que fue de
26.9% de infestacion natural, aunque con una preva-
lencia de 20.5% y también superior al indice de infes-
tacion de 24.0% en El Carrizal, Jutiapa (Cahan et al.,
2019). Por otra parte, segun los indices reportados por
Lima-Cordon y colaboradores (2018), para el municipio
de Olopa, departamento de Chiquimula para el 2011 se
report6 un porcentaje de infeccion natural muy infe-
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rior (8%) al encontrado en este reporte. Aunque para
el 2017, se reportaba un porcentaje de infestacion de
2.75% en comunidades de ambos departamentos, luego
de un programa de vigilancia del vector y aplicacion
de insecticida a domicilios (Peterson, Hashimoto et al.,
2019), lo cual no se ha realizado en la aldea reportada
en este articulo.

Los indices de densidad y de infeccion natural, se
explican en parte, por las condiciones de las viviendas,
tal y como indican Bustamante y colaboradores (2009)
en una investigacion sobre factores de riesgo para in-
festacion intradomiciliaria del vector de la enferme-
dad de Chagas que concluye que, si las viviendas son
antiguas, desordenadas y con condiciones precarias
puede incrementar la probabilidad que tengan exuvias
y rastros de deyecciones que las viviendas nuevas o
limpias. En este reporte se observa que, en general, las
condiciones intradomiciliares son similares entre las
viviendas con la presencia del vector y las que no hubo
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capturas, aunque se hayan evidenciado deyecciones del
vector en paredes y hasta algunas exuvias; por lo cual
se puede concluir que las condiciones de las viviendas
de la aldea Chuchuapa son favorables para la presencia
del vector a pesar de no capturarlo.

Con respecto a las caracteristicas intradomici-
liares de las viviendas, estas presentaron condiciones
que en estudios tanto en Guatemala como en Colombia,
se han asociado a la presencia o al incremento de la
prevalencia del vector, como techo de lamina, paredes
de bajareque, piso de tierra, ausencia de medidas pro-
tectoras y afiches, presencia de animales de corral y
domésticos, la convivencia con ellos durante el dia y
materiales acumulados en el intradomicilio de manera
desordenada o desorganizada (Bustamante et al., 2015;
Quirés-Gomez et al., 2017; Salvatella, 2016). Pero es-
pecial atencion debe ponerse en los casos de viviendas
con paredes no repelladas, hechas de bajareque con
afiches y desorganizadas, lo que se ha reportado que
produce un incremento probable de la presencia de
T. dimidiata (Bustamante et al., 2014; Bustamante et
al., 2009; 2015; Quirés-Gomez et al., 2017; Salvatella,
2016; Sandoval-Ruiz et al., 2014). Las condiciones de
las viviendas de la aldea Chuchuapa concuerdan con
las encontradas en el Chaco paraguayo caracterizadas
por la falta de limitacion entre el area silvestre y las
viviendas, resaltando la acumulacion de lefia (Sanchez
et al., 2016) como el material predominante.

Las caracteristicas peridomiciliares de las vivien-
das de la aldea estudiada concuerdan con las descritas
por Hashimoto y colaboradores (2012) en Guatema-
la, quienes mencionan que a nivel peridomicilio los
corrales de aves, gallineros y criaderos de animales
domésticos localizados aproximadamente de 2 a 30
m de la vivienda fueron determinantes para encontrar
el vector; reportes similares se han tenido en varios
estudios con relacion a este tipo de condiciones peri-
domicilares (Bustamante et al., 2009, 2015; De Leon,
1997, Gurgel-Gongalves et al., 2010; De Urioste-Stone
et al., 2015; Quirds-Gomez et al., 2017) y que han sido
asociadas al incremento probable de la presencia del
vector (Calvillo et al., 2014; Dumonteil et al., 2013).

En un estudio reciente, se reportaron para dos
aldeas del departamento de Jutiapa indices de infes-
tacion elevados (entre 25 y 35%), asociados a factores
intradomiciliares similares a los encontrados en este
estudio (paredes de adobe y bajareque, animales in-
tradomicilares y piso de tierra), por lo que el indice
de infestacion de 6.71% encontrado en este reporte, si
bien es importante, se mantiene entre el rango esperado
como de baja infestacion, pero las condiciones de las
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viviendas son un riesgo aun latente que podria contri-
buir al aumento del indice de infestacion (Penados et
al., 2020). Investigaciones realizadas en el municipio
de Comapa, departamento de Jutiapa, han demostrado
la reduccion de la infestacion domiciliar por triato-
minos aplicando estrategias de control que conllevan
mejoras a las viviendas y una activa participacion co-
munitaria (Castro-Arroyave et al., 2020).

El indice de infestacion de 7. dimidiata en las
viviendas, asi como el indice de infeccion por 7. cruzi
que presentan los triatominos, las paredes de las vi-
viendas agrietadas y fisuradas, la falta de métodos
para contrarrestar la propagacion del vector como re-
pellar las paredes y mejorar la infraestructura de las
viviendas, asi como las condiciones de las viviendas
tanto intra como peridomiciliarmente, el acumulo de
materiales dentro y fuera de las viviendas, representan
un alto riesgo para la transmision de la enfermedad
de Chagas entre los habitantes de la aldea Chuchuapa,
municipio de Santa Maria Ixhuatan.
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