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Presentacion

n esta ocasion, nuestra revista presenta una edicion especial. El lector encontrara trabajos tan disi-

miles como interesantes; leera sobre el disefio de robots, el estudio de las medidas antropométricas

de los futbolistas profesionales y la historia de nuestras joyas arquitectonicas, junto con la descrip-
cion de los sitios de mayor interés turistico de la entidad. Al mismo tiempo, se adentrard en trabajos de
investigacion original que escudrifian los mecanismos de reaccion de las enzimas, la situacion de las insti-
tuciones de Educacion Superior en el pais, la prospeccion en el consumo de agua y otros que aprovechan
la conjuncion de las ciencias quimico-biologicas.

Tal variedad se debe al deseo de reflejar la floreciente actividad de Investigacion de nuestra Univer-
sidad, pues en este volumen hemos dedicado un fasciculo a cada uno de los institutos que constituyen la
maxima casa de estudios de Ciudad Juarez.

Concebido como un colofon al Foro de Investigacion Cientifica de nuestra Universidad, realizado en
el 2009, aqui se retine el producto académico de varios grupos que mantienen vigente el espiritu de las ac-
tividades sustantivas de nuestra Institucion: gestion, docencia e investigacion. De forma unica, el presente
volumen es un tributo a la busqueda de la excelencia bajo la adversidad. En éste, los docentes de la UACJ
presentan el fruto de su trabajo de investigacion original, una actividad que cierra y reinicia la espiral in-
terminable de la actividad académica. Quien ensefia no puede transmitir cabalmente sus conocimientos,
a no ser que pueda por si mismo generarlos y es durante la labor docente que el profesor investigador
imbuye de ese espiritu a los jovenes alumnos.

La obra ecléctica que ahora editamos lleva el mensaje mas importante de nuestra labor: la UACJ es
una institucién comprometida con la generacion de conocimiento, sin descuidar su compromiso social de
preparar a los profesionistas que mejoraran las condiciones sociales del norte del pais.

Agradecemos la colaboracion de cada uno de los académicos que han contribuido a este volumen, para
ellos, nuestro mas encarecido reconocimiento y felicitacion.
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Since the cytochromes P-450 were found out in the living organisms, the numbers and types which have
been described have increased, especially in the last years. It is very likely they are the enzymatic systems
most versatile in nature, and have been observed in a broad range of living organisms, from microorganisms
to mammals, including plants and fungi. They constitute a “superfamily” of hemoproteins catalyzing the
oxidation of a variety of compounds both endogenous and exogenous. An important characteristic of these
enzymes is their capacity for performing a variety of functions in organisms so different as bacteria and
human beings. Although research on the system P-450 of mammals predominates, the literature shows a
growing interest on ascertain its relevance in other groups. In this paper the cytochromes P-450 identified
in the different procariont and eucariont organisms are described comparatively.

Hand Gestures-Based Control of a Robotic Arm
Jesus Ornelas Lopez, Edgar A. Martinez Garcia .............ooveveeeveeeeeeeeeeeieeeeeeeeeseesesesesesseeseen s 27

The development of a human-machine interface (HMI) is presented in this work as an alternative to the
traditional control interfaces systems (e.g. joystick, dataglove, etc) for controlling a robotic arm. The
present system has the ability to visually recognize a set of pre-defined hand gestures. This HMI provides
robustness and more degrees of freedom than a joystick, having many potential real applications such
as in tele-surgery by deploying a surgeon’s assistant manipulator. This system interface is formed of a
computer vision system and a classifier, the former extracts characteristics of a hand gesture, while the
latter confidently classifies each gesture using the Nearest Mean Method. The overall system’s ability to
control a manipulator arm is tested through simulation, showing robustness and effectiveness. The HMI
design provides the ability to increase the number of hand gestures that are recognized in order to rise the
flexibility of the system.
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Digestibility is determined by measuring the amount of food consumed and the amount of feces elimina-
ted after an animal has had enough time to get used to a diet. Conventional measures of digestibility have
contributed significantly to the development of systems that describe the nutritional value of food. Most
studies conducted digestibility for foods used in feeding ruminants were tested with sheep, because they
are easier to handle and amounts of food and excreta involved in the tests are smaller with compared to
cattle.
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Brickmakers, in general, use low quality fuels such as sawdust, scrap wood, used motor oil, waste plas-
tics, and scrap tires to fire their bricks. Pollutants produced during the firing process include particulate,
organic compounds, carbon monoxide and nitrogen oxides. A new technology was designed to address air
pollution from brick kilns. The MK system involves covering the kilns with a dome and channeling the
output of an active kiln through a second, identical loaded kiln for its additional filtration of the effluents.
Kilns of a pair are connected via clay brick channels. The roles are reversed after the initial kiln is refilled.
The objectives presented in this work summarize the efforts placed on the deployment and development
of the MK Kiln system. This paper presents first the brickmaker’s training performed on the use of this
technology; second, MK kilns use assessment and technology permanence in Ciudad Juarez, and finally
the MK efficiency with the use of alternative fuel. The emissions are reduced with the use of the MK kilns
with simultaneous benefits to the brickmakers. However, this project still in experimental process and
future results will encourage the deployment of the kilns in Mexico, although the optimal use of the kilns
depends on the attitude of the brickmakers to assimilate this new technology.
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NF«B is a dimeric transcription factor. NFkB is formed by the dimerisation of Rel factors. There are 5
members of the Rel family-Rel A (p65), NFkB1 (p50), NFkB2 (p52), c-Rel and RelB. These different
combinations of Rel factors form various homo and heterodimers that bind to a common DNA binding
motif (kB side). It has been implicated in a diverse range of deseases including liver fibrosis. Liver fibrosis
is characterized by an excesive production of extracelular matrix proteins, mainly a (I) collagen. Since
NF«B it has been involved in several diseases, it has been studied the effect of blocking NF«B activation.
In this way it has been reorted beneficial results in liver fibrosis.
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tures that mean a potential risk to the exposed organism’s health. In this paper, using meristematic cells
from Vicia faba roots and human lymphocytes in culture as test systems, cytogenetic damage markers -as
exchange of sister chromatids and chromosomal aberrations- and cell proliferation markers, induced by
water and sediments from the Hydrologic System Atoyac-Zahuapan, as well as industrial effluents, are
evaluated. Genotoxicity is related with the industrial and domestic waste products which are dumped into
the river.
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Sex-ratio (proportion of males) in a species is related to a not entirely explained mechanism of sex de-
termination. In Drosophila, sex is determined by the proportion of X-chromosomes vs. autosomes. A
decrease in the proportion of males vs. females, known as sex-ratio, is characteristic to several Drosophila
species. It is often related to the inversions on sex-chromosomes. The present work analyses the number
of progeny of females and males from three natural D. pseudoobscura populations collected at the Baja
California Peninsula. We calculated the sex ratio according to Darwin (1971) equivalent to a how many
males per 100 females. The sex ratio in each population was done in three conditios: global form, dividing
the populations in homozigous and heterozigous and kariotypic classes. Our results were globaly for San
Pedro Martir 74.5, for Las Animas 95.4 and for San Ignacio 103.6 males for every 100 females. These
results sugest that in nature there are more females than males; also we found a North-South line for this
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Use of icp-oes to determine the elemental composition in air particulate matter

less than 10 um in some areas of Chihuahua city, Mexico
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The purpose of this study is to correlate trace metal concentrations in airborne particulate matter and mass
fraction distribution whitin the city of Chihuahua, Mexico. The samples were obtained through glass fiber
filters and the diameter differentiation of particles was obtained using a high volume, cascade impactor
sampling instrument. The chemical analysis was done with an inductively coupled plasma optical emis-
sion spectrometer (ICP-OES). Mass fractions of particulate matter, distribution patterns, and the corre-
lation between metal pairs were obtained for eighteen heavy metals in 29 samples. The finest particles
(<0.49 um) represent approximately 50% of the total mass of particulate matter and also have the highest
concentration of heavy metals. A correlation between particulate matter size and heavy metal concentra-
tion was found for the finest cut point of the cascade impactor (<0.49 um).
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RESUMEN

Desde el descubrimiento de los citocromos P450 en los seres vivos, el nimero y los tipos descritos han
aumentado, en particular en afios recientes. Son quiz4 los sistemas enzimaticos mds versatiles de la natu-
raleza y se han encontrado en un gran nimero de seres vivos, desde microorganismos hasta mamiferos,
asi como plantas y hongos. Constituyen una “superfamilia” de hemoproteinas que cataliza la oxidacién de
una amplia variedad de compuestos, tanto endégenos como exdgenos. Una caracteristica de estas enzimas
es su capacidad para realizar diversas funciones en organismos tan distintos, como las bacterias y los se-
res humanos. Aunque las investigaciones sobre el sistema P450 de mamiferos son las predominantes, la
bibliografia refleja un interés creciente en determinar la importancia de los P450 en otros grupos. En este
trabajo se describen de manera comparativa los P450 presentes en los diferentes grupos de organismos
procariontes y eucariontes.

Palabras clave: Salud, adulto mayor, nutricion.

INTRODUCCION La capacidad para activar el oxigeno molecu-

lar y subsecuentemente insertarlo en un sustrato,

Con mas de 400 proteinas en la superfamilia gé-
nica P450, identificados y secuenciados (Graham-
Lorence y Peterson 1996), los P450 son notables
ya que son muchos y realizan diversas funciones.
Estos son el producto de una superfamilia que esta
representada en todos los fila, asi como en diver-
sas especies, desde bacterias hasta animales, lo que
hace suponer la existencia de un ancestro comun
desde antes de la divergencia de procariontes y eu-
cariontes (Nelson y Strobel, 1987).

Centro de Ciencias de la Atmosfera, UNAM.

s w N —

Instituto de Medicina Forense, Universidad Veracruzana.

ha sido explotada por los organismos para muchos
propésitos. Consecuentemente, existen docenas de
diferentes moléculas de citocromo P450 aun en un
sOlo organismo. Cada P450 tiene una distinta espe-
cificidad por el sustrato, pero a diferencia de lo que
ocurre con la mayoria de las enzimas, la especifi-
cidad al sustrato de un solo citocromo P450 puede
ser muy amplia (Nelson y Strobel, 1987).

Las enzimas P450 son importantes en los me-
tabolismos oxidante, peroxidante y reductor de

Facultad de Agrobiologia, Universidad Autonoma de Tlaxcala. e-mail: prvq2004@yahoo.com.mx.

Departamento de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana.
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numerosos compuestos enddgenos, tales como
esteroides, bilis, acidos grasos, prostaglandinas,
leucotrienos y aminas biogénicas. Muchas de es-
tas enzimas también metabolizan un rango amplio
de agentes quimicos extraios que incluyen drogas,
contaminantes ambientales, productos vegetales
naturales y alcoholes. El metabolismo de xenobi6-
ticos puede frecuentemente producir metabolitos
toxicos, de los cuales algunos han sido implicados
como agentes que pueden ser responsables para la
iniciacién de tumores o la promocién y progresion
de éstos.

En la actualidad, los mayores esfuerzos se con-
centran en definir el papel de muchos P450 nuevos,
presentes en plantas, insectos, peces, etcétera (Es-
tabrook, 1996), donde ellos juegan un papel critico
en el metabolismo secundario. El futuro promete la
comprension del papel que juegan los P450 en la
determinacién de, por ejemplo, el color de las flo-
res (Holton er al., 1993), la resistencia de insectos
a plaguicidas (Hodgson et al., 1993) y el efecto de
la contaminacion del agua sobre peces (Stegeman
y Lech, 1991).

CITOCROMO P450 EN ORGANISMOS
UNICELULARES
La ubicuidad de las monooxigenasas entre la mayo-
ria de las formas vivientes que existen en la natura-
leza, es un reflejo de su papel importante en el man-
tenimiento de las funciones bioldgicas. Como se ha
mencionado, la capacidad de estas moléculas para
metabolizar muchas sustancias es una propiedad
que tanto procariontes como eucariontes han apro-
vechado ampliamente (Sanglard y Képpeli, 1993).
Los organismos unicelulares poseen estas en-
zimas oxigeno-dependientes en sus vias de degra-
dacion, aunque el nimero de investigaciones y
reportes acerca de los P450 de microorganismos
representa una pequefia fraccion, comparada con
los estudios en mamiferos.

Reino monera

Citocromos P450 de bacterias

Desde un punto de vista histérico, el descubri-
miento de los P450 en bacterias fue reportado por
Appleby (1967) en Rhizopus y por el laboratorio
de Gunsalus en Pseudomonas putida (Katagari et
al., 1968). Desde entonces, diferentes citocromos
P450 bacterianos han sido documentados.

I. Citocromo P450 alcanfor-hidroxilasa de Pseudo-
monas putida

Como se menciond anteriormente, P. putida ha sido
descrita como capaz de inducir una P450 alcanfor
hidroxilasa (P450_ ), que es producida en grandes
cantidades cuando crece en presencia de este com-
puesto. Ademds, este pigmento es una proteina so-
luble, siendo una de las primeras P450 purificadas
y homogeneizadas (Yu et al., 1974).

P450_ es la tnica forma que ha sido crista-
lizada y de la cual su estructura ha sido revelada
por rayos X a 1.63 A (Poulos ef al., 1987), ya que
ninguna estructura tridimensional de P450 euca-
rionte ha sido obtenida, la estructura del P450_
ha servido como un modelo para concebir la forma
aproximada de los P450 eucariontes.

II. Citocromo P450 linalool 8-metil hidroxilasa de
Pseudomonas putida (incognita)

Linalool 8-hidroxilasa (8-lin) fue detectada en pri-
mera instancia por Madhyasta et al. (1977). La mo-
nooxigenasa cataliza dos reacciones ciclicas, p.e. la
formacion de 8-oxo-linaool via el 8-alcohol. Ullah
et al., (1990) fueron capaces de purificar los com-
ponentes de la linalool 8-8-metil hidroxilasa, que
consisten del citocromo P450 (8.1in), LIN reductasa
y LIN redoxina, las cuales difieren ligeramente en
sus propiedades fisicoquimicas de sus contrapartes
encontradas en el sistema alcanfor-hidroxilasa. La
linalool 8-metil hidroxilasa ofrece un sistema P450
monooxigenasa microbiano adicional muy cerca-
no al sistema alcanfor-hidroxilasa pero con otros
sitios activos.
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III. Citocromo P450 lipido hidroxilasa de Bacillus
megaterium

Miura y Fulco (1974, 1975) demuestran en estu-
dios sobre las hidroxilaciones de acidos grasos en
bacterias, que B. megaterium es capaz de catalizar
la monooxigenaciéon de acidos grasos saturados
de cadena larga, alcoholes y amidas. Se describe
la presencia de tres formas distintas de P450, de-
nominadas BM-1, BM-2 y BM-3 (Schwalb et al.,
1985). BM-3 a diferencia de las proteinas mds pe-
queiias BM-1 y BM-2, contiene una molécula de
FAD y otra de FMN por grupo hemo (Nahri y Ful-
co 1986). Este es cataliticamente autosuficiente en
la presencia de NADPH. Se especula que semeja a
los componentes monooxigenasa microsomicos de
eucariontes y se origina por la fusién de estos dos
componentes en una sola proteina (Nahri y Fulco
1987). La clonacién del CYP102, el gen de BM-3
y su estructura primaria deducida, confirman lo
adecuado de este modelo. La secuencia N-terminal
de BM-3 contiene el dominio del P450 mientras
que el extremo C-terminal presenta similitud al
NADPH-citocromo P450 reductasa de eucariontes
(Ruettinger et al., 1989).

Una propiedad remarcable de los P450 de B.
megaterium es su inducibilidad por barbituricos (fe-
nobarbital, secobarbital, metohexital) de una forma
dependiente de la dosis (Nahri y Fulco, 1982, Kim
y Fulco, 1983). Estos resultados proveen evidencia
de que los mecanismos de regulacion por fenobar-
bital estan relacionados en bacterias y mamiferos.

I'V. Citocromos P450 de Actinomicetos

Los actinomicetos pertenecen a un grupo de orga-
nismos conocido no s6lo como productores de una
variedad de metabolitos de interés industrial (anti-
bidticos), sino también como metabolizadores de
xenobidticos. El metabolismo de estos compuestos
frecuentemente incluye reacciones de monooxige-
nacion e hidroxilacién. No es asi sorpresivo que
muchos de los actinomicetos contengan hemopro-
teinas como las P450.

1. Citocromos P450 inducibles por herbicidas de

Streptomyces griseolus/ .- S. griseolus es capaz
de co-metabolizar algunos herbicidas sulfonilu-
reicos a compuestos que exhiben fitotoxicidad
reducida. Estas reacciones son llevadas a cabo
por citocromos P450 monooxigenasas forma-
dos por un sistema de tres componentes, como
se observa en la mayoria de las monooxigena-
sas bacterianas (O’Keefe ef al., 1987). Dos for-
mas distintas de P450, SU1 y SU2, pueden ser
purificados de extractos de células tratadas con
herbicidas.

Los genes SU!I y SU2 han sido aislados, basa-
dos en la similitud entre las secuencias de ami-
nodcidos derivadas (44.4 %) y en su baja re-
lacién con otros miembros de familias génicas
de P450 conocidas, ambos fueron asignados a
una nueva familia génica CYP105 (Omer et al.,
1990).

2. Citocromo P450 inducido por flior de soya
en Streptomyces griseus.- Sariaslani y Kunz
(1986) demuestran que el fldor de soya y uno de
sus constituyentes, el isoflavonoide genisteina,
indujeron P450 y sugieren que la hemoproteina
podria ser responsable de las reacciones de bio-
transformacidn observadas en este organismo.
El sistema P450 monooxigenasa es caracteriza-
do por su amplia especificidad por el sustrato,
la cual contrasta con la estrecha especificidad
descrita en otros P450 procarionticos y asi se
semejan a sus equivalentes en mamiferos.

3. Citocromo P450 6-desoxieritronolida B hi-
droxilasa de Saccaropolyspora erythracea.- La
eritromicina es un antibitico importante pro-
ducido por S. erythracea. Un citocromo P450
monooxigenasa estd involucrado en las prime-
ras etapas de la ruta biosintética de este com-
puesto, que convierte la 6-desoxieritronolida
B a eritronolida B. Dos formas P450 (ery Iy
ery II) fueron purificadas y reconstituidas en un
sistema que contiene ferredoxina y ferredoxina
NADPH-oxidorreductas de espinacas y fueron
capaces de llevar a cabo la reaccion antes men-
cionada. Se ha clonado uno de estos P450 y se
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le ha asignado una familia génica separada lla-
mada CYP107 (Nebert et al., 1991).

4. Citocromo P450 hidroxilasa inducible por
compactina de Streptomyces carbophilus.- La
incubacién de S. carbophilus con compactina,
produce citocromo P450 y se asume que éste
estd involucrado en la hidroxilacién de este
compuesto a pravastatina. La purificacion de
las monooxigenasas produce dos tipos de P450,
scal y sca2. Ambas formas hidroxilan com-
pactina en un sistema reconstituido con ferre-
doxina y NADPH-ferredoxin oxidorreductasa
(Matsuoka et al., 1989).

5. Citocromo P450 inducible por veratrole en
Streptomyces setonii .- Veratrole induce la biosin-
tesis de P450 en S. sefonii, por la adicion de este
compuesto y de guaiacol a extractos celulares.

Reinos Protoctista y Fungi

Citocromos P450 de microorganismos Eucariontes
Los microorganismos eucariontes comprenden or-
ganismos unicelulares que presentan ntcleo, entre
los cuales destacan las levaduras y los hongos fi-
lamentosos. Los citocromos P450 monooxigena-
sas han sido reportados en estos organismos casi
desde el “nacimiento” del inmenso interés en estas
hemoproteinas (Lindenmayer y Smith 1964). Es
importante resaltar que los P450 de estos eucarion-
tes comparten algunas de las caracteristicas obser-
vadas para otros eucariontes (plantas, mamiferos,
hombre). Comparados con los tres componentes
de sistemas bacterianos, las monooxigenasas de
microorganismos eucarionticos son reducidas a
hemoproteinas enlazadas a membranas y a flavo-
proteinas NAD(P)H especificas, involucradas en la
transferencia de electrones. En la transicion de pro-
cariontes a eucariontes, uno de los constituyentes,
una proteina hierro-azufre, es perdida o sustituida
por otro transportador de electrones, como el cito-
cromo b..

I. Citocromos P450 de levaduras
Un gran nimero de levaduras han sido investiga-

das por su capacidad para sintetizar formas de cito-
cromo P450 monooxigenasas (Miiller et al. 1984,
Kippeli 1986). Sin embargo, unas cuantas formas
han sido sujeto de andlisis detallados. Asi, sdlo tres
formas principales involucradas en diferentes acti-
vidades metabdlicas han sido descritas, las cuales
incluyen lanosterol desmetilasas, monooxigenasas
de alcanos y de acidos grasos y una tercera cate-
goria involucrada en la formacién de la pared de
la espora.

1. Citocromo P450 14o-lanosterol desmetila-

sa.- El gen para la 140-lanosterol desmetilasa
(CYP51A1) fue clonado por Kalb et al. (1986,
1987). Genes CYP51A ortélogos han sido clo-
nados de otras especies de levaduras las cua-
les incluyen Candida albicans y C. tropicalis
(Chen et al., 1988; Lai y Kirsh, 1989).
El otro componente del lanosterol 14a-desme-
tilasa, la NADPH-citocromo P450 reductasa,
ha sido purificada y su gen, CPR clonado (Ya-
busaki er al., 1988; Sutter y Loper, 1989). El
gen ortélogo CPR fue también aislado en C.
tropicalis (Sutter et al., 1990).

2. Citocromo P450 monooxigenasa inducible por
alcanos.- El crecimiento de las levaduras en
alcanos como fuente de carbono requiere un
sistema P450 monooxigenasa inducible que
convierte los alcanos quimicamente inertes a
productos oxidados que pueden seguir siendo
metabolizados.

En 1987 se clona un gen P450 inducido por
alcanos en C. tropicalis que fue denominado
CYP52A1, ya que éste pertenece a una fami-
lia génica separada (Sanglard et al., 1987). El
producto del gen, alkl exhibe w-hidroxilacion
de acidos grasos con el acido laurico como sus-
trato (Sanglard y Loper, 1989). Poco después,
un segundo gen P450, CYP52A2, fue aislado
y caracterizado. Su producto génico, alk2, fue
caracterizado. Interesantemente, alk2 presen-
ta s6lo actividad w-hidroxilacién de alcanos
(hexadecano), mientras que alkl usa tanto
hexadecano como 4cido laurico como substra-
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tos (Seghezzi et al., 1991). Candida tropicalis
contiene una familia multigénica (CYP52A1,
CYP52A2 y CYP52A6).

Otros P450 inducibles por alcanos son aisla-
dos de C. maltosa, a decir: CYP52A3, CYPA4
y CYPS (Schunck et al., 1989; Tagaki et al.,
1989; Ohkuma et al., 1991). Estos genes han
sido asignados a la misma subfamilia génica,
ya que éstos presentan similitudes hasta de un
55% al compararse unos con otros.

3. Citocromos P450 involucrados en la madu-
racion de la pared de la espora.- Dos genes
llamados DIT1 y DIT2 han sido clonados. Al
analizar DIT2, la secuencia de aminoacidos
presenta homologia significante con un 24%
de identidad con la 17a-hidroxilasa de bovi-
nos, mientras que esta identidad fue de 12%
con los otros P450 de levaduras. Sobre estas
bases DIT2 fue asignado a una nueva familia
génica, CYP56.

II. Citocromos P450 de hongos

El versatil metabolismo de los hongos es ilustrado

por su capacidad para oxidar xenobidticos al igual

que por su facilidad para sintetizar metabolitos se-
cundarios tales como antibidticos, toxinas o este-
roides.

1. Citocromo P450 Benzoato-p-hidrolasa de As-
pergilus.- Este gen fue asignado a una nueva
familia génica llamada CYP53. La enzima s6lo
se presenta después de la induccion.

2. Citocromo P450 pisantin desmetilasa de Nectria
haematococca.- Las fitoalexinas son compues-
tos antimicrobianos de bajo peso molecular que
se acumulan en plantas después de su exposi-
cién a microbios y constituyen un mecanismo
de defensa activo en los vegetales. El patogeno
N. haematococca puede eludir este mecanismo
de defensa inactiviandolo. La inactivacién es
llevada a cabo por la desmetilacion del pisatin,
una etapa llevada a cabo por la citocromo P450
monooxigenasa (pda) (Desjardins y VanEtten
1986). La pisatin desmetilasa puede ser re-

construida en presencia de NADPH-citocromo
P450 reductasa y PDA. Se le ha asignado una
nueva familia génica llamada CYP57 (Nebert
etal.,1991).

3. Citocromo P-450 monooxigenasas de Fusariun
oxisporium.- Shoun et al., (1983) aislan de F.
oxisporium un P450 conteniendo las fracciones
A, B y C. Estas enzimas catalizan las hidroxi-
laciones w-1, -2 y w-3 del 4cido laurico, de-
pendientes del NADPH. La estructura prima-
ria de dNIR, que fue deducida del gen clonado
CYPS55, no revela un aparente dominio trans-
membranal N-terminal tipico visto en todos los
P450 eucaridnticos y esto apoya las primeras
observaciones de la naturaleza soluble de este
P450 particular.

4. 1la-progesterona hidroxilasa de Rhyzopiun

nigricans.- Este hongo puede hidroxilar pro-
gesterona asi como otros esteroides en la po-
sicion 11a-. Breskvar et al., (1987) encuentran
la 11oa-progesterona hidroxilasa en la fraccion
postmitocondrial en tres componentes: un cito-
cromo P450, una rhizoporedoxina hierro-azufre
y una rhizoporedoxin reductasa con FAD.

5. Citocromo P450 inducible por cicloheximida de
Neurospora crassa.- La cicloheximida induce
la produccién de un polipéptido de 70-kDa. El
gen ha sido recientemente aislado y forma par-
te de una nueva familia dentro de la superfami-
lia de los P450, esta es CYP70, se desconoce su
papel (Attar et al., 1989).

6. Citocromo P450 monooxigenasas de Cunningha-
mella spp.- Las especies de Cunninghamella
son capaces de degradar hidrocarburos poli-
ciclicos como el benzo(a)pireno en diferentes
productos de oxidacion.

Cunninghamella bainieri, recientemente ha ga-
nado importancia debido a su capacidad para
mimetizar el metabolismo de monooxigenasas
de mamiferos (Ferris et al. 1976).

Desde el descubrimiento de los citocromos
P450 en los organismos, el nimero y tipo de
citocromos P450 microbianos se ha incremen-
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tado, especialmente en los afios recientes. Con
la mayoria de las formas de P450 descritas
hasta ahora, es evidente que las P450 mono-
oxigenasas son casi tan diversas como aquellas
reportadas en mamiferos.

Con el presente conocimiento de los P450 de
microorganismos procariontes y eucariontes,
un cuadro mds detallado puede ser descrito.
La composicién de las P450 monooxigenasas
de bacterias generalmente siguen el arreglo de
tres componentes con una sola excepcion, BM-
3, que es autocatalitica y estructuralmente mas
relacionada a los P450 monooxigenas microso-
micas de eucariontes. La conformacion de las
P450 monooxigenasas BM-3 puede también
ser encontrada en otras bacterias. Funcional-
mente, las P450 monooxigenasas de bacterias
son mejor conocidas por su participacién en la
degradacion de fuentes de carbono. Este cua-
dro es ahora algo diferente, p.e. los P450 de
actinomicetos se involucran en la sintesis de
antibidticos y mecanismos de resistencia.

Reino Vegetal

Se ha reconocido ampliamente que las multiples
formas de P450 de animales, especialmente aque-
llas de la familia CYP2, son el resultado de la
coevolucion de plantas y animales fitéfagos. El ra-
pido avance en la caracterizacién de nuevos P450
en plantas (Durst 1991) evidencia que éstos estan
involucrados en las rutas biosintéticas de la prin-
cipales fitoalexinas (compuestos sintetizados por
las plantas para detener a los organismos hostiles.
Asi, parece que los productos de la misma super-
familia génica intervienen tanto en la sintesis de
moléculas protectoras por las plantas como en su
desintoxicacién por animales. Se ha establecido
la hipétesis de que las presiones para este proceso
evolutivo ha conducido a los P450 en direcciones
opuestas: La evolucion de las formas metaboliza-
doras de las fitoalexinas con una especificidad am-
plia y sobrelapada en animales y la evolucion de
isoformas especificas que participan en la sintesis

de estos compuestos en plantas. Si esto es cierto,
las plantas pueden proveer de un vasto repertorio
de genes P450 (Durst y Benveniste, 1993).

Casi todas las enzimas P450 de plantas han sido
asociadas con los microsomas y mds precisamente
con el reticulo endopldsmico (RE). No hay pruebas
de la existencia de P450 mitocondrial en plantas,
aunque corrimientos proteicos para su analisis en
Western blot de fracciones subcelulares de chicha-
ro usando anticuerpos dirigidos contra la alcanfor
hidroxilasa de Pseudomonas putida indican lige-
ra reaccion cruzada con proteinas mitocondriales
(Stewart y Schuler 1989).

En experimentos de reconstitucién se ha en-
contrado que el sistema minimo con actividad mo-
nooxigenasa, estd formado de citocromo P450 y
NADPH-citocromoP450 reductasa (Benveniste et
al. 1991).

El contenido especifico de P450 es general-
mente bajo en tejidos vegetales no inducidos. En la
mayoria de los casos el contenido de P450 puede
ser incrementado considerablemente por diferentes
tratamientos incluyendo lesiones (Benveniste et
al., 1977), o la exposicion a la luz (Hendry y Jo-
nes, 1984), a metales (Fujita, 1985), a compuestos
selectos (Zimmerlin y Durst, 1990) y a patégenos o
secreciones fungicas (Bolwell y Dixon, 1986).

Las evidencias de formas P450 multiples en
vegetales, aunque abrumadoras, son esencialmente
fenomenoldgicas: (1) en una sola especie diferen-
tes actividades dependientes de citocromos P450
son inducidas por diversos compuestos y con dis-
tintos tiempos (Reichhart er al., 1979, 1980), (2)
inhibidores (Reichhart er al., 1982; Salaiim et al.,
1988), y triazoles (Rademacher et al., 1987), se-
lectivamente inhiben ciertas isoformas y (3) el
mismo sustrato es oxidado con diferente regiose-
lectividad en varias especies vegetales (Salatim et
al., 1986; Karp et al., 1990). Ademds, anticuerpos
contra CA4H purificada de alcachofas de Jerusa-
Ién (Gabriac et al., 1991), inhiben CA4H de todos
los microsomas vegetales ensayados, pero no al-
teran algtn otro P450 (Durst y Benveniste 1993).
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La 4-hidroxilasa del dcido cinndmico, el principal
P450 de vegetales ha sido clonado y la compara-
cion de las secuencias presenta alta similitud con la
enzima del aguacate y los citocromos P450 de las
familias 17 y 2 de microsomas de mamiferos (Kalb
y Loper 1988).

Hay una evidencia creciente de que los P450
juegan un papel activo en el metabolismo de los
herbicidas y otros xenobidticos a compuestos inac-
tivos. Se han acumulado pruebas de que en algunos
casos los P450 pueden constituir el factor primario
que proporciona esta tolerancia.

Casi 10 000 metabolitos secundarios vegetales
han sido identificados. Muchos de estos compues-
tos son de interés agroquimico, farmacolégico o
biotecnoldgico. Presentan una amplia variedad de
estructuras cuya sintesis puede involucrar nume-
rosas etapas de oxigenacion. Aunque las plantas
tienen otros tipos de oxigenasas diversas (West,
1980). No hay duda de que muy pronto se caracte-
rizardn nuevos genes que ayudardn a la compren-
sion de la evolucion de la familia génica P450.

Reino Animal

Citocromo P450 monooxigenasas en crustdceos
Pocos investigadores han estudiado el sistema en-
zimatico citocromo P450, asi como su relacion con
la monooxigenacion de xenobidticos en especies
de crustdceos. Estudios in vivo han mostrado que
los hidrocarburos son biotransformados a meta-
bolitos polares por langostas (Little er al., 1985,
1986), cangrejos (Lee et al. 1976) y zooplancton
(Lee 1975). Ya que la primera etapa en biotrans-
formacion de hidrocarburos es la hidroxilacion, los
P450 estan probablemente involucrados.

El hepatopancreas es el sitio principal de mo-
nooxigenacion de xenobidticos dependientes del
citocromo P450. Las actividades de citocromo
P450 y de monooxigenasas han sido reportadas en
otros Organos incluyendo la gldndula antenal y el
estomago (James 1989).

En estudios de reconstitucion con el citocromo
P450 del hepatopancreas de la langosta espinosa

se ha mostrado que los esteroides sexuales de ver-
tebrados, progesterona y testosterona, son exce-
lentes substratos. La actividad fue encontrada con
diversos xenobidticos incluyendo benzfetamina,
aminopirina, benzo(a)pireno, etil-, bencil- y pentil-
fenoxazonas y etoxicoumarina. Actividades mas
elevadas fueron encontradas para la N-desmetila-
cion de benzfetamina y aminopirina (James 1989).

La capacidad de agentes que inducen P450 en
vertebrados para producir P450 en crusticeos es
aun incierta. Algunos estudios indican que hidro-
carburos aromaticos policiclicos, pero no fenobar-
bital, pueden inducir P450 en estos organismos,
mientras que en otros trabajos no se encuentran
efectos con ninguno de los dos tipos de compues-
tos. Los crustdceos no son tan sensibles como los
peces en la induccién de la actividad P450 y mo-
nooxigenasa.

Estudios recientes exponen que, aunque los
crustidceos tienen un sistema monooxigenasa de-
pendiente de P450, el mecanismo de accién deta-
llado de este sistema puede diferir del de especies
de vertebrados. No obstante que muchos de los
mismos metabolitos oxigenados de xenobidticos
son encontrados in vivo en crusticeos y vertebra-
dos, no se ha demostrado atn la actividad de NA-
DPH citocromo P450 reductasa en crustaceos, aun-
que si se presenta una actividad baja de citocromo
¢ reductasa.

La especificidad al sustrato de P450 de crus-
taceos ha sido estudiada en unas cuantas especies.
En la langosta espinosa, las actividades mas altas
fueron encontradas con esteroides, benzfetamina
y aminopirina, mientras que con dos especies de
cangrejos la aminopirina y la etilmorfina fueron
buenos substratos. En mamiferos estos substratos
son metabolizados mejor por los citocromos en la
familia P450, y las familias inducibles por esteroi-
des (Nebert y Gonzdlez, 1987; Gonzélez, 1989).
Son necesarios mayores estudios para asignar a los
principales P450 de crustdceos dentro de la nomen-
clatura corrientemente aceptada para la superfami-
lia P450.
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Citocromo P450 en moluscos

Los citocromos P450 y los componentes asociados
a actividades oxidantes de un sistema oxidasa de
funcién multiple (MFO) estan localizados princi-
palmente en los microsomas de las glandulas di-
gestivas de los moluscos.

Los P450 y las presuntas actividades oxidantes
catalizadas por P450, medidas in vitro y/o in vivo,
han sido detectadas de forma diversa en 23 espe-
cies de moluscos.

Niveles generales de P450 microsémico en
glandulas digestivas parecen ser similares para la
misma especie de diversas poblaciones alrededor
del mundo, sin embargo, se observaron diferencias
con respecto a la estacion, sexo y exposicion a xe-
nobidticos (Livingstone et al., 1989).

La mayor cantidad de estudios de exposicion a
xenobidticos que han sido reportados, estan dirigi-
dos hacia compuestos solos o mezclas de contami-
nantes tales como diesel y petrdleo crudo (Livings-
tone, 1987). A pesar de la carencia de respuestas,
en algunas ocasiones, incrementos en el contenido
especifico de P450 microsémico y de la actividad
de la NADPH-citocromo ¢ reductasa de la glandu-
la digestiva han sido consistentemente observados
con la exposicion a PHA y otros hidrocarburos.

La indicacién més fuerte de la existencia de
una isoenzima P450 particular en moluscos provie-
ne de estudios moleculares en M. edulis, usando la
hibridacion de ARN total de la glandula digestiva
a sondas de cADN de higado de rata, las secuen-
cias transcritas presentan homologia al P4504A1
de rata (P450LAw o P-452). Esta isoenzima esta
involucrada en el metabolismo endégeno de dcidos
grasos en el higado de rata (Hawkins et al., 1987)
y se piensa que es un P450 antiguo, originado hace
800 millones de afios (Nebert y Gonzdlez, 1987,
Nelson y Strobel, 1987).

Muy poco puede ser concluido acerca de los P450
de moluscos. Se han indicado similitudes con los ma-
miferos y otros sistemas MFO (presencia de NADPH-
actividad citocromo c(P450) reductasa, etcétera.),
pero también hay diferencias que son evidentes.

Citocromo P450 en insectos

Sélo cinco cADNs de P450s y dos genes P450 han
sido secuenciados (Feyereisen, 1993). La especi-
ficidad al sustrato de ninguna de estas proteinas
P450 se conoce. Poco se sabe o se ha comentado
sobre la filogenia molecular de los P450 de in-
sectos, aunque la secuencia de tres miembros de
la familia CYP4 de insectos confirma un ancestro.
La CYP6 estd mas estrechamente relacionada a la
CYP3, que se considera que precede la divergencia
de las familias CYPI y CYP2.

El sistema monooxigenasa de insectos esta in-
volucrado en el metabolismo oxidante de substra-
tos enddgenos y exdgenos.

Las monooxigenasas parecen ser importantes en
el desarrollo de insectos, como adaptacion de insec-
tos fitéfagos y resistencia a pesticidas.

Enestos organismos, un nimero cada vez mayor
de funciones bioquimicas han sido atribuidas a este
sistema, incluyendo el metabolismo de una amplia
variedad de substratos endégenos, tales como hor-
monas y la oxidaciéon de muchos xenobidticos ta-
les como plaguicidas y metabolitos secundarios de
plantas. Las monooxigenasas de insectos parecen
estar involucradas en muchos procesos diferentes
con papeles importantes en el crecimiento y desa-
rrollo, resistencia a insecticidas y en la interaccion
de insectos fitéfagos con las plantas hospederas
(Ronis y Hodgson, 1989).

Como en otros grupos animales, las monooxi-
genasas de insectos son encontradas en muchos
tejidos y organos (intestino medio, cuerpo graso
y tibulos de Malpighi). A nivel subcelular, se en-
cuentran tanto en el reticulo endoplasmico (Gil-
bert y Wilkinson, 1974) como en las mitocondrias
(Weirch er al., 1985).

De manera similar a los mamiferos, el sistema
monooxigenasa microsémico de insectos consiste
de dos componentes, la flavoproteina NADPH cito-
cromo P450 reductasa y la hemoproteina citocromo
P450, esta ltima existiendo como multiples isoen-
zimas que muestran un sobrelapamiento en la espe-
cificidad al substrato (Ronis y Hodgson, 1989).
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Durante el ciclo de desarrollo de la mayoria de
las especies de insectos, son observadas variaciones
dramadticas en los niveles de P450 (Hodgson, 1985).

La importancia de las monooxigenasas mito-
condriales en las conductas alimenticias fue demos-
trada por Krieger et al. (1971), quienes, examinan-
do la actividad aldrin epoxidasa en preparaciones
de intestino medio de larvas de 55 especies de le-
piddpteros, encuentran una actividad casi 10 veces
incrementada en polifagos comparada con especies
monofagas. Insectos oligofagos presentan valores
intermedios. Esto muestra que existe una relacion
entre la actividad monooxigenasa y las interaccio-
nes con el alimento vegetal (Brattsten, 1979a.b).

Tal relacion entre la actividad monooxigenasa
y la dieta ha sido también presentada en otros gru-
pos de animales (Walker et al., 1986). La adapta-
cion a productos vegetales secundarios contenidos
en la dieta es indicada como la base para la rapida
evolucion de las debresoquina hidroxilasas (fami-
lia P4502D) en mamiferos (Skoda ef al., 1989).

Mucho del trabajo desarrollado en el pasado
fue enfocado a la inducciéon de monooxigenasas
de insectos por aloquimicos vegetales e indudable-
mente este es un importante mecanismo de desin-
toxicacion en larvas de insectos durante su exposi-
cion inicial a los productos alimenticios vegetales
en primera instancia. Sin embargo, la herencia de
alteraciones en el patrén mudltiple de isoenzimas
P450 debe ser también un factor importante en la
evolucidon de insectos polifagos, en la misma forma
que la resistencia a plaguicidas es heredable en ce-
pas de insectos.

El uso de sondas moleculares para el sistema
monooxigenasa de insectos serd necesario para es-
tudios mds detallados del papel de las isoenzimas
P450 en la resistencia a pesticidas y para definir el
lugar de los P450 de insectos en la evolucion de la
superfamilia multigénica P450.

Como en otros grupos animales, los P450 de
insectos son inducidos por diferentes tipos de com-
puestos endégenos y exdgenos. El fendmeno no ha
sido estudiado con el mismo detalle, pero existe

cierta cantidad de similitudes y diferencias entre
insectos y mamiferos en sus respuestas a inducto-
res tradicionales de citocromo P450 en mamiferos.
En éstos, el fenobarbital y los insecticidas ciclo-
dienos inducen miembros de la familia 2 (Nebert y
Gonzdlez, 1987). Ambos tipos de compuestos son
también buenos inductores de P450 y P450-reduc-
tasa de insectos.

Citocromo P450 en peces

En teledsteos y elasmobranquios las enzimas mi-
crosOmicas hepdticas catalizan una diversidad de
reacciones monooxigenasa, consistentes con la
presencia de formas P450 multiples.

Un miembro de la familia P4501A inducible
por hidrocarburos aromaticos esta presente en to-
das las especies de peces examinadas hasta hoy.
Esta proteina parece estar mds relacionada a la
P450 1A1. Algunas de las sondas inmunoldgicas
para una P4501A1 de teledsteos, parecen ser anti-
cuerpos reactivos, reconociendo la proteina homo-
loga en miembros de todos los grupos de vertebra-
dos examinados (Stegeman, 1989).

Aunque la investigacion sobre P450 de ma-
miferos continda dominando la literatura, hay un
crecimiento notable de la significancia bioldgica
de los P450 en otros grupos de vertebrados y de la
necesidad de conocer la diversidad y bioquimica
de las formas P450 en estos grupos. Los peces pre-
sentan una diversidad extraordinaria y habitan vir-
tualmente todos los nichos de agua dulce y salada
del mundo. Ademds, representan una fuente impor-
tante de proteinas para el ser humano. El estudio de
las formas P450 en peces asi, adquiere importancia
desde los puntos de vista evolutivo y toxicoldgico.

Las similitudes en las propiedades fisicas y
quimicas asi como en las funciones y las relaciones
inmunoldgicas evidentes, identifican a las princi-
pales formas PHA inducibles en los diferentes gru-
pos de vertebrados como proteinas homologas.

Jaiswal et al. (1985) especulan que la diver-
gencia de los genes P450 1A1 y P450 1A2 de ma-
miferos ocurre subsecuentemente a la divergencia
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de las lineas de teledsteos y mamiferos. Si es asf,
el gen P450 1A1 de teledsteos podria estar ances-
tralmente relacionado a ambos genes de la familia
P450 1A de mamiferos. Al respecto, el posible re-
conocimiento de ambas formas P450 1A1 y P450
1A2 de mamiferos por anticuerpos policlonales a
P450 E de “scup” que se ha observado (Kloepper-
Sams et al., 1987), es consistente con (aunque no
prueba) una relacién ortéloga entre un tnico P450
de teledsteos y ambos miembros de la familia P450
1A de mamiferos. Heilmann ez al. (1988) describen
una similitud de 57-59% entre las secuencias del
P 450 de la trucha con uno u otro de los P4501A1
representativos de mamiferos y de 51-53 % de se-
mejanza entre el P450 de la trucha con las diferen-
tes formas P450 1A2 de mamiferos.

Asumiendo que el gen P4501A2 divergié de
la linea génica P4501A1 después de la separacion
de la linea de mamiferos de los peces, entonces
la presencia en peces de un gen P450 pardlogo
(Fitch, 1970) al PA501A1 de teledsteos y ortélogo
al P4501A2 de mamiferos es inverosimil. En otras
palabras, los peces podrian no tener una contrapar-
te ancestral distinta para P4501A2.

La familia P4501A1 de teledsteos (P450E) es
inducida por la mayoria de los compuestos que
provocan estimulo en la familia P4501A1 en espe-
cies de mamiferos. Las similitudes estructurales y
funcionales notables en las proteinas indican que la
induccién de P4501A1 en teledsteos y mamiferos
puede ocurrir por mecanismos similares. Sin em-
bargo, hasta hoy existe poca evidencia que sustente
esta sugerencia (Stegeman, 1989).

Una diferencia importante entre los P450 de
peces y de mamiferos que contintdia atrayendo la
atencion es la carencia de una clara induccién por
FB o por inductores del tipo FB. Este fenémeno no
estd restringido a especies acuaticas, ya que algu-
nos vertebrados no mamiferos incluyendo anfibios
y reptiles (Schwenn y Mannering, 1982) carecen
de tal induccién. Asi, grupos terrestres y acudti-
cos importantes aparentemente han experimentado
poca presion para evolucionar o mantener la sen-

sibilidad a inductores del tipo FB. La busqueda de
caracteristicas comunes en estos grupos puede dar-
nos una base para la carencia de la induccioén por
FB. Stegeman (1981) sugiere que la ausencia de
estimulos por FB estd relacionada con diferencias
en el ambiente de productos naturales presentes en
la dieta de grupos no sensibles a FB opuestos a los
de grupos sensibles a FB, y plantean que los no
sensibles generalmente carecen de material vege-
tal terrestre en sus dietas. Recientemente se sugiere
que la radiacién dentro de la familia génica P450
2 (que contiene las formas inducibles por FB P450
2B1 y 2B2) refleja una adaptacién a la presencia
de diversos productos vegetales en la dieta de ma-
miferos. Algunos autores, como Nelson y Strobel
(1987) y Nebert y Gonzalez (1987), apoyan esta
sugerencia.

La escasez de informacion sobre la relacion en-
tre las formas P450 de teledsteos con respecto a su
funcion P450 en otros grupos de vertebrados, par-
ticularmente mamiferos, se debe principalmente a
la falta de andlisis sistémicos con sondas especi-
ficas adecuadas. Una vez que las familias génicas
P450 o subfamilias presentes en teledsteos hayan
sido identificadas, entonces el establecimiento de
la diversidad entre los miembros de estas familias
llegard a ser de gran importancia evolutiva. Posi-
blemente muchas, aun la mayoria, de las diferen-
tes familias génicas P450 descritas en mamiferos,
estén representadas en peces, pero estas familias
pueden contener menos miembros en muchos pe-
ces, como parece ser el caso para la familia P450
1A. Sin embargo, genes P450 nuevos se han ori-
ginado en algunos grupos de peces que no tienen
su contraparte ortéloga en mamiferos. La busqueda
de tales genes en las ramas de P450 y lineas de te-
ledsteos serd de interés.

Las monooxigenasas en anfibios reptiles y aves

La importancia de las monooxigenasas de verte-
brados en el metabolismo de una enorme variedad
de xenobidticos lipofilicos es ampliamente recono-
cida. Se sabe mucho mads acerca de las monooxige-



nasa de mamiferos que de cualquier otro grupo de
vertebrados tales como anfibios, reptiles o aves.

El conocimiento de las monooxigenasas de
vertebrados inferiores generalmente es una parte
esencial para la definicion de la filogenia y evolu-
cion de este grupo de enzimas.

Las monooxigenasas microsomicas de higado
de reptiles y aves, como aquellas de peces, son fa-
cilmente inducidas por el 3-metilcolantreno (MC) y
por el 2,37 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)
y mezclas de bifenilo policlorinado (PCB) (Walker
y Ronis 1989). La induccién por MC también ha
sido reportada en la rana leopardo y en la serpiente
jarretera (Schwenn y Mannering, 1982).

Con induccién por FB, respuestas variables han
sido reportadas en aves (Walker y Ronis, 1989).
Los inductores del tipo FB son menos efectivos so-
bre aves que sobre mamiferos. En algunos casos
no se observa efecto, en otros la induccién requiere
dosis relativamente elevadas.

Brooker et al. (1983) han encontrado que FB,
Dietoxicarbonil-1, 4-dihidrocollideno (DDC) y
AIA, inducen el mismo citocromo P450 en el higa-
do de pollos. Se encontrd una reaccidon cruzada con
anticuerpos producidos para el P450 b (P450 2B1)
de ratas. Asi, éste fue referido como un ortélogo
del principal P450 de la rata inducido por FB.

En individuos no tratados con agentes induc-
tores, los niveles de actividades de P450 y de mo-
nooxigenasa para una variedad de substratos son
generalmente mds bajos en aves que en mamiferos
de tamano similar. Entre las aves, las actividades
mads bajas han sido encontradas en depredadores
especializados, con herbivoros y omnivoros pre-
sentando las mayores actividades, una diferencia
que puede reflejar los requerimientos diferenciales
para la desintoxicacion de xenobidticos lipofilicos
en la comida. La diferencia entre aves y mamife-
ros no puede ser explicada en términos de la dieta,
y presuntamente refleja diferencias genéticas, las
cuales pueden o no estar relacionadas a requeri-
mientos diferenciales de metabolismo enddgeno.

Existe cierta evidencia de la existencia de orto-
logos al P450c de rata (P4501A1). De acuerdo con
la propuesta de Nebert y Gonzdlez (1987), esta es
una forma primitiva presente en todos los grupos
del Reino Animal, la cual presenta una secuencia
de aminodcidos altamente conservada.

Citocromo P450 en mamiferos

La mayor parte del conocimiento acerca del P450
de eucariontes se ha originado de estudios con en-
zimas de mamiferos, principalmente aquellas de-
rivadas de roedores y lagomorfos. Las razones de
esto son bastante claras, ya que los P450 de ma-
miferos existen en concentraciones relativamente
elevadas en tejidos como el higado y muchos son
inducibles por pretratamientos con xenobiéticos, lo
que facilita su aislamiento y caracterizacion.

Como se describid al principio de este trabajo,
basados en las secuencias de aminodcidos de los
citocromos P450, se ha construido un arbol evolu-
tivo (Nelson y Strobel, 1987). Hay dos divisiones
principales en este drbol filogenético: la primera
ocurre en la separacion de P450 de procariontes y
eucariontes (aproximadamente hace 1400 millones
de afios), y la segunda divide las enzimas que cata-
lizan el metabolismo de sustancias endogenas y de
substratos exdgenos (aproximadamente hace 100
millones de afios). La primera duplicaciéon génica
hace 1360 millones de afos da origen a los citocro-
mos P450 en dos diferentes organelos celulares, a
decir, las mitocondrias y el reticulo endopldsmico.

De acuerdo con este analisis evolutivo, la his-
toria antigua de los P450 de mamiferos parece es-
tar relacionada con la evolucion del colesterol, ya
que las primeras secuencias de P450 eucarionticos
son las enzimas mitocondriales que rompen la ca-
dena lateral del colesterol.

Un aspecto estructural llamativo de los P450
es la presencia de un péptido altamente conserva-
do alrededor de una cisteina que se encuentra en
el extremo terminal carboxilo de la proteina con
alrededor de 415 + 15 residuos. Este péptido esta
bien conservado en diversos mamiferos (Gibsob,
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1989) y también aparece en el citocromo soluble
de bacterias P450_ derivado de Pseudomonas pu-
tida. Por analogia al P450_ , este residuo cisteina
se piensa que actia como el quinto ligando del gru-
po prostético hemo (Poulos et al., 1986, 1987).

FUTURO DE LAS INVESTIGACIONES

La estructura, funcion y regulaciéon de los P450
de mamiferos estdn bien definidas (particularmen-
te las isoenzimas de ratas, ratones y conejos), en
comparacion con estos sistemas nuestra compren-
sion de los citocromos P450 en especies inferiores
estd menos desarrollado, debido principalmente a
la disponibilidad de pequefias muestras bioldgicas
y problemas relacionados con el manejo a gran
escala. Estos impedimentos tradicionalmente han
evitado el progreso en esta drea, particularmente
cuando se aplican a los enfoques clédsicos de pu-
rificacién de las proteinas y andlisis de las activi-
dades cataliticas. Sin embargo, con la actual dis-
ponibilidad de anticuerpos y sondas de genes para
los P450 de mamiferos y la aplicacion directa de
la tecnologia genética a sistemas inferiores se estd
apreciando un progreso sustancial en la compren-
sion de esta drea.

CONCLUSIONES

Los P450 estan representados en todos los fila y en
diversas especies, desde bacterias hasta animales,
y es razonable pensar que todas ellas tienen un an-
cestro comun que data desde el origen de la vida.
Ademas, este hecho es un reflejo de su importante
papel en el mantenimiento de las funciones biol6-
gicas.

Los sistemas P450 mitocondriales son muy
similares a algunos sistemas bacterianos, lo que
sugiere que el primero deriva de un ancestro bac-
teriano, siendo esto una posible prueba de la teo-
ria endosimbidtica del origen de los eucariontes,
aunque mds secuencias de P450 mitocondriales y
bacterianos serdn necesarias para corroborarlo.

La mayor parte del conocimiento acerca de los
P450 se ha obtenido de los mamiferos terrestres

y éste se ha ido incrementando en algunos otros
grupos (principalmente peces e insectos). Poco es
conocido de otros vertebrados y mucho menos de
los grupos de invertebrados. El interés en poder es-
tablecer las relaciones filogenéticas entre los dife-
rentes reinos ha impulsado los estudios en grupos
diversos a los de mamiferos, pero esto apenas co-
mienza.

El papel de estas moléculas en el metabolismo
de xenobidticos ha hecho que este grupo de enzi-
mas sea uno de los méas estudiados desde el punto
de vista bioquimico con el propdsito de establecer
sus mecanismos de accion.

Los peces, los anfibios, los reptiles y las aves,
no presentan o presentan poca capacidad para res-
ponder a inductores como el fenobarbital. Seria
interesante poder profundizar mds en este tipo de
estudios y determinar la evolucién de los meca-
nismos de regulacién de los P450 y analizar la in-
fluencia que han tenido los hébitos alimenticios en
las presiones evolutivas de esta superfamilia.

Por otra parte, la aparicion de nuevos genes
dentro de algunas especies y no en otras, durante el
desarrollo evolutivo de los organismos, resulta de
gran importancia en los estudios de toxicidad, asi
como de mutagénesis, carcinogénesis y teratogéne-
sis, empleados por las agencias reguladoras y com-
pafifas farmacéuticas, ya que los resultados obteni-
dos con una especie no podrdn ser equiparables a
lo que pueda suceder en otras, debido a diferencias
en su acervo P450. Hasta ahora la rata ha sido el
organismo mas empleado en este tipo de analisis,
pero se han encontrado diferencias en el metabolis-
mo de las drogas entre humanos y ratas, debido a la
presencia o ausencia de un gen P450 en particular
en una de las dos especies. Por tal motivo, se debe
considerar la busqueda de un organismo mas seme-
jante al ser humano para este tipo de ensayos.

Es interesante observar que el acervo de P450
de diferentes especies es afectado por sus hébitos
alimenticios, una base para el establecimiento de
la hipétesis de la “guerra entre plantas y animales”
como una de las causas de la gran diversidad de
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P450 que ha surgido a raiz de la invasién de la tie-
rra por parte de los animales.

Si llegdsemos a comprender el funcionamiento
de este complejo enzimadtico, en el futuro seriamos
capaces de disefiar una prueba altamente sensible
para determinar el riesgo genotdxico debido a des-
ordenes farmacogenéticos y, desde el punto de vis-
ta econdmico, se podrian disefiar nuevas drogas o
productos
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RESUMEN

Se presenta el desarrollo de una interfaz hombre-maquina como alternativa a los sistemas de control con-
vencionales (joystick, data glove), el cual, a través de un sistema de vision, reconoce las posturas de una
mano para controlar un robot manipulador. La interfaz ofrece robustez y mayor cantidad de grados de li-
bertad que en un joystick, por lo que pudiera ser utilizada en la medicina para el control de un manipulador
asistente de cirujano. La interfaz incluye un sistema de vision por computadora para extraer las caracte-
risticas de las posturas y el desarrollo de un clasificador (método de la media mas cercana) que clasifica
cada postura con alto grado de confiabilidad. La capacidad del sistema para controlar un manipulador es
probado mediante simulacion, los resultados obtenidos muestran que es robusto y eficaz. El disefo de la
interfaz puede incrementar el nimero de posturas de la mano a reconocer para ampliar la flexibilidad del

sistema.

1. INTRODUCCION

La robdtica es una rama de la ingenieria que se en-
carga de desarrollar sistemas avanzados basados
en maquinas inteligentes y eficientes capaces de
realizar tareas en los procesos industriales, de in-
vestigacion, de exploracién y en la medicina. Una
clase de robots son los manipuladores o brazos me-
cénicos, que son maquinas que tienen movimiento
pero que estdn fijas a una base y cuyo volumen
de movilidad limitado. Tienen su principal aplica-
cién en los procesos que sustituyen al hombre en
la ejecucion de trabajos donde se requiere mayor

velocidad y precisién o en procesos de riesgo o
peligrosos para él.

Una de las maneras de mantener un control di-
ndmico sobre un manipulador es por medio de un
control manual, es decir, que un operador o usua-
rio ordene directamente al robot los movimientos
a ejecutar, ya sea para teleoperacion (14) o para
entrenamiento supervisado. Para este tipo de con-
trol, generalmente se utiliza un programa (5) o una
interfaz fisica entre la méquina y el usuario, como
lo son las palancas de mando (7), guantes con sen-
sores (9) o hasta interfases que captan las senales
electromagnéticas emitidas por el cerebro (1).
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Con las palancas de mando (joystick) o guan-
tes con sensores (data gloves) necesariamente debe
existir contacto entre el operador y la interfaz. Un
atributo natural de esta modalidad es que el sistema
evita el contacto fisico entre el usuario y la interfaz
para descartar posibles lesiones por movimientos
repetitivos y mecanizados y reducir la cantidad
de conexiones entre la interfaz y la computadora,
ademds de contar con un grado suficiente de con-
fiabilidad para lograr un control robusto y preciso
del manipulador. Otra diferencia con el joystick,
es que éste tiene una cantidad limitada de posicio-
nes, mientras que el sistema propuesto cuenta con
un mayor nidmero de grados de libertad, ya que se
pueden obtener mds gestos y posturas de la mano
que la cantidad de posiciones del joystick, los cua-
les se clasifican y traducen en un igual nimero de
ordenes para un manipulador.

Por otro lado, la diferencia con respecto al data
glove es que esta interfaz usa una gran cantidad de
sensores para detectar las posiciones de los dedos y
de la mano, caracteristica que lo hace costoso. En
cambio, en el sistema propuesto sélo se utiliza un
sensor de vision, lo que evita tener cualquier con-
tacto fisico con la interfaz y se reduce la cantidad
de conexiones y los puntos de fallas, lo cual lo hace
mads sencillo, robusto y més econémico.

Uno de los enfoques que caracteriza al sistema
es su desarrollo mediante el uso de tecnologia de
facil adquisicion y costo muy reducido. El perfec-
cionamiento, miniaturizacién y optimizacién de la
Interfaz Hombre-Mdquina (IHM) propuesta sugie-
re una contribucién a la evolucién de tecnologia
con posibilidades de usarse en un gran nimero de
actividades cotidianas, por ejemplo, con posturas
de la mano se podria encender electrodomésticos,
regular la temperatura ambiente, controlar el tele-
visor (6) o el encendido y apagado de las luces. En
el area de la medicina, con una sefia de la mano,
un dentista podria controlar la posicion de la si-
lla y colocar al paciente en el lugar correcto para
brindarle la atencién necesaria. También podria ser
utilizado en aplicaciones mas delicadas como en

el control de un robot asistente de cirujano, con el
cual los pacientes tendrian la oportunidad de ser
intervenidos por médicos que no pueden estar fi-
sicamente presentes en el quir6fano. Los médicos
podrian estar en otra parte del mismo hospital, en
otra ciudad o inclusive en otro pais y ser asistidos
por un sistema de vision y realizar cirugias contro-
lando con gestos de las manos al robot asistente. La
realizacién de esta investigacion provee métodos
que serian el nucleo para desarrollar en un futuro
tecnologias accesibles, baratas, confiables y robus-
tas al servicio de la sociedad para mejorar el estilo
de vida de las personas en simples actividades de la
vida diaria, en diferentes aplicaciones industriales,
de seguridad, de investigacién y biomédicas.

En este trabajo se desarrolla un sistema de con-
trol por vision que utiliza el método de la media mas
cercana para clasificar las posturas de una mano
para traducirlas en comandos de movimientos de
un manipulador. En la seccion 3 se desarrolla una
interfaz fisica compuesta por un sensor de visién
con el cual las posturas de la mano son enviadas
a la computadora. En la seccién 4 se describe el
proceso de sensado y adquisicion de la postura o
comando. En la seccién 5 se describe el preproce-
samiento y acondicionamiento de la imagen sen-
sada para facilitar la extraccion de caracteristicas.
En la seccion 6 se discute como se implementa un
extractor de caracteristicas que son utilizadas para
la clasificacion de las posturas sensadas. En la sec-
cion 7 se implementa un clasificador para nueve
clases o posturas diferentes: Detenerse, Sujetar,
Soltar, Izquierda, Derecha, Arriba, Abajo, Adelante
y Atras. En la seccion 8 se describe el entrenamien-
to supervisado al sistema para que sea capaz de in-
terpretar y clasificar correctamente las posturas.

En tanto, en la seccion 9 se realizan experimen-
tos para probar el funcionamiento del sistema con
un manipulador simulado en un programa de com-
putadora. Finalmente, en las conclusiones, seccion
10, se expresan los resultados obtenidos en esta in-
vestigacion, asi como los trabajos que se derivan
para realizar en el futuro.
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2. DEFINICION DE POSTURAS

Las manos son partes del cuerpo que se utilizan
principalmente para controlar y tener contacto fi-
sico con los objetos que se encuentran en el medio
ambiente. A través de ellas también se puede sensar
informacion como la temperatura o la textura de
superficies de los cuerpos. Otro uso es el de gesti-
cular, por lo que se pueden usar como medio para
comunicarse con otras personas a través de sefias,
tal y como es utilizado el sistema LIBRAS en Brasil
(10). En esta investigacion, se recurre a un conjunto
particular de gestos y posturas de la mano derecha
para desarrollar un Interfaz Hombre-Mdquina que
permita la comunicacién entre el usuario y el ma-
nipulador para controlar su posicién y el acciona-
miento de su efector final. A diferencia del teclado,
mouse o voz, las sefias gesticuladas son otro me-
dio que puede ser utilizado para comunicarse con
las maquinas. Para el control del manipulador se
defini6 una serie de posturas de la mano derecha,
las cuales asocian un movimiento especifico a ser
ejecutado por el manipulador, éstas son mostradas
en la Tabla 1.

3. INTERFAZ HOMBRE-MAQUINA

En esta seccion se describe la arquitectura del
sistema desarrollado (Interfaz Hombre-Mdaquina,
IHM), asi como el proceso de sensado y el analisis
de las imdgenes adquiridas por el sensor.

3.1 Arquitectura

Se desarroll6 un sistema de vision como medio para
inducir las érdenes o comandos de control a un ma-
nipulador a través del reconocimiento de posturas
de una mano. En la Figura 1 se presenta el esquema
del sistema propuesto: un sensor de vision adquiere
la imagen y una computadora extrae las caracteris-
ticas de la mano, las clasifica y traduce en una serie
de estatutos y ordenes especificas para el manipu-
lador, éste ejecuta la acciéon o movimiento sefialado
con la postura de la mano del usuario. Se seleccio-

né la modalidad de sensado mediante visién por-
que presenta ventajas sobre otras modalidades. Por
ejemplo, el sensor es econdmico, se puede adquirir
casi en cualquier parte, es facilmente transportable,
su operacion es sencilla, ofrece mayor grado de li-
bertad que otras interfaces y no hay contacto fisico
entre el usuario y la interfaz.

Posturas Definidas

Comando

Postura

Detenerse

Sujetar

Soltar

Izquierda

Derecha

Arriba

Abajo

Adelante

Atras

Tabla |. Posturas comando definidas para el
control del manipulador
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Figura I. Sistema de control para un manipulador

La imagen adquirida se acondiciona para ex-
traer algunas propiedades y finalmente las posturas
se clasifican. La Figura 2 muestra la arquitectura a
bloques del sistema desarrollado.

Sensado de
imagen

[

Pre-procesamiento
de Imagen

\
' !

Segmentacion Segmentacion
de piel de ufias

| l

Extraccion de Extraccion de
Carcateristicas Caracteristicas
de Piel de ufias

| (D !

Clasificacion

Figura 2. Estrategia para extraccion de
caracteristicas de la imagen.

4. SENSADO

El proceso de sensado adquiere una imagen de la
postura de la mano a través de un sensor de vision
de bajo costo (webcam) colocado sobre una base
(tripode). Existe un drea delimitada como referen-
cia para posicionar la mano dentro del campo de
vision del sensor conteniendo unicamente la mano
y el fondo de la imagen. La Figura 3 muestra un
esquema del proceso de sensado.

En la presente arquitectura se utilizé un sen-
sor de vision Ezonics, modelo EZ-368, conexion
a la computadora por puerto USB 2.0, configurado
para esta aplicacion con una resolucion de 320x240
pixeles.

Sensor

de vision
/
/ §==S====

w Imagen adquirida
en computadora

Postura de
la mano

Figura 3. Adquisicion de la imagen

Para sensar la mano dentro del campo de visién
(FOV, por sus siglas del inglés: Field of View) del
sensor, se usa como referencia y como fondo de la
imagen, una plantilla de dimensiones 216 mm de
ancho por 279 mm de largo. Se realizaron pruebas
tomando imdgenes de la mano con una plantilla de
fondo de color blanco y otra de color negro para
determinar las mejores condiciones para el proceso
de segmentacion. Con los resultados obtenidos de
las pruebas se decidi6 utilizar el fondo negro por-
que ofrece algunas ventajas sobre el fondo blanco,
entre ellas:

a) El rango del color de la piel y de las ufias
estd mds facilmente separable del resto de
los objetos.

b) Disminuye elementos de ruido, es decir,
componentes no deseados, como lo son
sombras y brillos.

Se utiliz6 una computadora de capacidad es-
tdndar, con un procesador Intel Pentium M de 1.6
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GHz y una memoria RAM de 512 MB, con sistema
operativo Windows XP Professional. En la Figu-
ra 4 se muestra uno de los primeros experimentos
para la adquisicion de imagenes con el sistema de
vision desarrollado.

La imagen adquirida con el sensor es una ima-
gen a color. En (8) Garzon et al., describen que las
imagenes a color en un modelo RGB consisten en
tres planos independientes, uno por cada color pri-
mario, estas tres se combinan en la pantalla para
producir una imagen a color compuesta.

Figura 4. Sistema de vision.

En resumen, una imagen a color es una matriz
de m x n x 3, donde m es la cantidad de renglones,
n es la cantidad de columnas y 3 es por cada uno
de los planos RGB. El sensor proporciona de for-
ma nativa, las imédgenes codificadas en RGB, sin
embargo, para nuestro propésito éstas se procesan
en escala de grises y en blanco y negro (binariza-
das) para reducir la cantidad de datos relevantes y
simplificar el proceso de analisis y extraccion de
caracteristicas. En este trabajo, la imagen es con-
vertida a tonos de grises y luego es binarizada y
filtrada. Estos procesos son descritos en la siguien-
te seccion.

5. PRE-PROCESAMIENTO

Primeramente, la imagen es acondicionada con el
propdsito de robustecer la extraccion de las carac-
teristicas que diferencian una postura de la otra.

Para ello, la imagen es convertida de colores a to-
nos de gris (ver Figura 5). A partir de esta imagen,
el preprocesamiento consiste principalmente en
dos pasos:

1. Proceso de binarizacion automatico.
2. Proceso de filtrado espacial de ruido.

Figura 6. Imagen sensada y convertida a tonos de grises.

Mediante un proceso de binarizacién, se seg-
menta la region de la mano para separarla del fon-
do de la imagen, dado que en un histograma, estas
son dos regiones claramente definidas. Existen va-
rios métodos para segmentar imdgenes y analizar
las areas de interés, tal como en (4) Coto, et al,
describe algunos métodos para la segmentacion de
imagenes médicas, de los cuales, la umbralizacion
es también utilizada en este trabajo.

5.1 Binarizacion

En una imagen binaria es mas facil extraer carac-
teristicas de tamafio y forma de un objeto que en
una imagen a color o en tonos de gris, debido a
que posee una cantidad reducida de datos relevan-
tes. Dado que se configuré un fondo bien definido
respecto al color de la mano, se utiliz6 de manera
robusta un método para definir el valor de umbral
automaticamente, conocido como método Otsu 10,
descrito en la seccién 5.2. La Umbralizacién es una
técnica de segmentacion comuinmente empleada
cuando hay una clara diferencia entre los objetos a
extraer respecto del fondo en una imagen. Un um-
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bral T es un nivel de gris que separa 2 regiones
en la imagen: fondo y objetos. Al aplicar manual-
mente un umbral 7', la imagen en escala de grises, f
(x,y), es binarizada etiquetando con ‘1’ los pixeles
correspondientes al objeto y con ‘0’ aquellos que
son del fondo.

Con un histograma de una imagen donde existe
una clara diferencia entre el objeto de interés y el
fondo, se puede determinar un umbral encontrando
un punto intermedio que divida las dos modas. La
Figura 6 muestra el histograma de la imagen de la
Figura 5, donde pueden notarse claramente las mo-
das pertenecientes al fondo y a la mano. También
puede diferenciarse la mano de las ufas, éstas ulti-
mas se encuentran en la parte mas clara de la escala
del histograma.

2000
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1000~
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0

0

Cuantificacién

3
s

| T
50

il
100 150 200 250

Escala de gris

Fi%ura 7. Histograma de tonos de grises
de la imagen de la Figura 5.

5.2 Umbralizacion automdtica

La mayoria de las técnicas de umbralizacion se ba-
san en estadisticas sobre el histograma unidimen-
sional de una imagen. También se utiliza la matriz
de co-ocurrencia de una imagen 10. Existen dife-
rentes métodos para hallar un umbral. El método
de Otsu es uno de los mejores métodos de selec-
cion de umbral para imagenes del mundo real. Este
método hace una biisqueda exhaustiva para evaluar
el criterio para maximizar la varianza entre clases.
La importancia del método de Otsu radica en que
es automadtico, es decir, no necesita supervision hu-
mana ni informacién previa de la imagen antes de
su procesamiento.

Una imagen es una funcién bidimensional de
la intensidad del nivel de gris, y contiene N pixeles
cuyos niveles de gris se encuentran entre 1 y L.
En el caso de la umbralizacion en dos niveles, los
pixeles son divididos en dos clases: C, con niveles
de gris [/,. .. ,t] y C,, con niveles de gris [t+1,. .
.,N]. Se desarrollé un algoritmo para seleccionar
los objetos de interés, en este caso: la mano y las
ufas, y extraer las caracteristicas que servirdn para
reconocer cada gesto. Una de las tareas consiste en
separar la mano del fondo de la imagen. En esta
aplicacion, se obtiene como resultado la segmen-
tacion de la mano del resto de la imagen usando el
color blanco para el fondo y el color negro para la
mano, el resultado es mostrado en la figura 7. La
imagen presenta ciertos niveles de ruido y dificul-
ta la tarea de extraer caracteristicas deseadas; para
acondicionar la imagen se aplica un filtro, el cual
es descrito en la siguiente seccion.

Figura 8. Imagen binarizada con el método Otsu.

5.3 Filtrado

El filtrado es un proceso mediante el cual se dis-
minuyen los elementos de ruido que dificultan la
extraccion de caracteristicas de una imagen o re-
gi6n. Para filtrar una imagen se utilizan operadores
morfologicos o estructurales. El propdsito de un
elemento estructural es examinar si una region de
una imagen tiene similitud con la forma y tamafo
definido 10. Los operadores morfoldgicos se utili-
zan para preparar o filtrar una imagen para anéli-
sis posterior, con ellos se puede expandir, recortar,
rellenar o detectar contornos de objetos dentro de
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la imagen. En este trabajo, se utilizaron tres opera-
ciones morfoldgicas las cuales son descritas en las
siguientes secciones.

5.3.1 Definicion de Nitidez.- Para incrementar la
nitidez de los bordes de la mano, uno de los ope-
radores utilizados para filtrar la imagen es el de
mayoria. Con este operador, la imagen es examina-
da con un elemento estructural rectangular de 3x3
pixeles, el pixel analizado es puesto a 1 cuando
mas del 50% de los pixeles vecinos son 1’s. Con
este proceso se eliminan pixeles aislados marcados
con 1 y pone en 1 a los pixeles marcados con 0 y
que estan rodeados de 1’s (“rellenar hoyos™).

5.3.2 Aislado de Regiones.- La operacion de ero-
sion reduce una region de la imagen. La definicién
matemadtica de la erosion morfoldgica de una ima-
gen B por el elemento estructural S es definida en
10 de la siguiente manera:

(1) B?S={blb+se BVse S}

El elemento estructural es deslizado por toda
la imagen y cada vez que este cubre toda una re-
gion de 1’s, el pixel que coincide con el origen del
elemento estructural se transfiere a la imagen de
salida, todos los demas se consideran pixeles bina-
rios 0’s, de esa manera, la imagen es erosionada.
Mediante un elemento estructural rectangular de
3x3 pixeles, la imagen filtrada con el operador ma-
yoria es erosionada con el de eliminar los pixeles
aislados que se encuentran fuera de la regién de la
mano marcados con 1.

5.3.3 Agrandamiento de Caracteristicas.- La ope-
racion de dilatacion expande una region de interés
de la imagen. La definicién matematica de la dila-
tacion morfoldgica de una imagen B por el elemen-
to estructural S estd dada de la siguiente manera:

(2) Sb

Esta operacién es un operador de vecindad, el
elemento estructural es deslizado por toda la ima-
gen y cada vez que el origen del elemento estruc-
tural toca un pixel binario 1 cambia el valor de los
pixeles que tienen vecindad con ese pixel y que
estd dentro del elemento estructural a 1’s y lo envia
a la imagen de salida, de esa manera, la imagen es
dilatada. Con el operador Dilatacién y también me-
diante un elemento estructural rectangular de 3x3
pixeles, la imagen es filtrada con el fin de restituir
algunos pixeles pertenecientes al drea de la mano
eliminados en el proceso de erosion. Los resulta-
dos de aplicar los tres operadores a la imagen bina-
rizada se muestra en la Figura 8.

Figura 9.Imagen filtrada.

6. EXTRACTOR DE CARACTERISTICAS

Para una clasificacion correcta de los comandos
expresados con la mano se deben obtener por an-
ticipado un conjunto de caracteristicas propias de
cada region segmentada en las imdgenes. Tenien-
do las regiones acondicionadas y libres de ruido,
ahora es posible extraer ciertas propiedades o datos
que proporcionan ayuda en el reconocimiento de
patrones. En este proyecto se trabaja con algunas
caracteristicas de dos regiones: piel y ufias.

6.1 Region de la piel

En este proceso se definen las caracteristicas que
estdn relacionadas con tamafo y forma de la region
de la mano, las propiedades a extraer de la region
segmentada son el area de la region de la piel, el
perimetro de la mano y el didmetro equivalente al
area de la piel.
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6.1.1 Area.- Una de las propiedades de la regién
segmentada es el area que ésta ocupa. Este es un
buen parametro a medir, dado que el drea de la re-
gion de la piel es distinta en cada postura, lo que
ayuda a diferenciar una postura de otra. Asumiendo
como un pixel cuadrado, el pixel (7, ¢), se define el
area A de una region R como la suma de todos los
pixeles cuyo valor es 1 y estd representada por:

(3) A= D1
(r,c)eR

6.1.2 Perimetro.- Otro proceso para adquirir las ca-
racteristicas de la postura de la mano es conocer la
longitud del perimetro del drea de la region seg-
mentada. Este pardmetro también proporciona da-
tos diferentes para cada postura y es utilizado para
diferenciar las posturas. Se define el perimetro de
una region sin hoyos como el conjunto de pixeles
que forman su borde interior. Un pixel es borde de
una region si tiene vecindad con un pixel que esta
fuera de la region. Cuando una conectividad de 8
es usada para determinar si un pixel del interior de
la region esta conectado con uno fuera de la region,
el resultado del conjunto de pixeles del perimetro
es una conectividad de 4. Cuando una conectivi-
dad de 4 es usada para determinar si un pixel del
interior de la regién estd conectado con uno fuera
de la region, el resultado del conjunto de pixeles
del perimetro es una conectividad de 8. Esto genera
como resultado dos definiciones que complemen-
tan la ruta de los pixeles periféricos P, y P, para
conectividad 4 u 8:

P, ={(r,c)e RI Ny(r,c)—R#0}

y
P,={(r,c)e RIN,(r,c)—-R+0}

Para calcular la longitud | P | del perimetro P,
los pixeles deben ordenarse en una secuencia P =
(ry ¢,)s ... »(r,,, c,_), cada par sucesivo de pixeles
en la secuencia son vecinos, incluyendo el primero
y el ultimo. Entonces, la longitud del perimetro | P
| es definido por:

4)
|P|= Hk (rk+l’ck+])e N4(Vk,Ck)|} +'\/§

Hk | (rk+1’rk+1)e NS(rk’ck)_N4(rk’Ck) } }

donde k+1 es el médulo computado K, la longi-
tud de la secuencia de pixel. Asi pues, dos pixeles
alineados horizontal o verticalmente en el perime-
tro, causa la adicién del valor 1 al total, mientras
que dos pixeles alineados diagonalmente causan la
adicion de alrededor del valor 1.4 al total. La Figu-
ra 9 muestra el perimetro de la regién segmentada
de una de las posturas.

Figura 10. Perimetro de la imagen sensada.

6.1.3 Didmetro Equivalente .- El didmetro equiva-
lente es un escalar y corresponde al didmetro de un
circulo con la misma drea que la regién segmenta-
da. Este es otro pardmetro que contribuye para la
clasificacion correcta de las posturas, ya que pro-
porciona valores que incrementan la separabilidad
entre las posturas. El didmetro equivalente estd
dado por (5). La tabla 2 muestra un resumen de
los promedios de las caracteristicas morfoldgicas
de cada una de las posturas definidas.

®)




Caracteristicas Morfolégicas

Postura Area Perimetro Didmetro
Detenerse 24468.7 790.99 176.50
Sujetar 16979.8 557.61 147.03
Soltar 25956.9 1353.02 181.79
Izquierda 18206.7 663.55 152.25
Derecha 19074.5 711.69 155.84
Arriba 18444.6 688.02 153.25
Abajo 19194.5 771.74 156.33
Adelante 19818.1 687.4 158.84
Atrés 20061.1 671.72 159.82

Tabla 2. Valores promedio de las caracteristicas morfoldgicas de la
region de la piel (Area, Perimetro y Diametro Equivalenteg).

6.2 Configuracion de las uiias

Se tomo la decisién de trabajar con las caracteris-
ticas de las ufias, porque proveen combinaciones
distintas de cantidad y posicién entre ellas mismas
y permiten definir una variedad de posturas que
pueden ser utilizadas para diferentes comandos de
control. Por otro lado, durante el desarrollo de este
trabajo, los autores no encontraron literatura que
tratara de trabajos relacionados con el reconoci-
miento de gestos de las manos en donde se tomara
en cuenta la configuracion de las uflas como carac-
teristica para diferenciar los gestos. Esto representa
una modalidad distinta a las antes estudiadas. En
este proceso se tratan las caracteristicas que tienen
que ver con la relacidon geométrica entre las regio-
nes pertenecientes a las uifias, las cuales son etique-
tadas para cuantificarlas y para calcular la distancia
que las separa entre ellas, estos datos proporciona-
ran ayuda para clasificar las posturas.

6.2.1 Segmentacion de ufias

Uno de los procesos para obtener las caracteristicas
de la postura de la mano es contabilizar las ufias
detectadas y conocer su relacion geométrica. Para
la binarizacion de las ufias se utilizé un umbral ma-
nual obtenido del histograma de la Figura 6, luego
se pre-procesé mediante las técnicas mencionadas
en la seccion 5.3 para acondicionar la imagen y ex-
traer las caracteristicas importantes de ellas.

6.2.2 Conexion de componentes

Para extraer las caracteristicas de las ufias, prime-
ramente éstas son identificadas. Una manera de
identificar los objetos en una imagen es mediante
el etiquetado de componentes conectadas. Se defi-
ne al etiquetado de componentes conectados de una
imagen binaria B, como una imagen etiquetada LB
en la cual el valor de cada pixel es la etiqueta de su
grupo de componentes conectados. Una etiqueta es
un simbolo tnico que nombra a una entidad. La eti-
queta puede ser un cardcter, sin embargo, es comun
y deseable que la etiqueta sea un nimero entero y
positivo. Existen diferentes métodos para detectar
la conexidn de componentes en una imagen y mar-
carlos con una etiqueta que identifica al grupo al
que pertenece; uno de los métodos es el recursivo.
En la Figura 10 se ilustra el resultado de segmentar
y etiquetar las ufias de la postura sensada.

1
-

Figura 12. Total de unas detectadas en una imagen sensada.

6.3 Distancias

En este proceso, primero se obtiene el centroide de
cada ufia, es decir, se localiza la posicion de cada
ufla para posteriormente obtener la distancia media
entre ellas. El centroide (7'>€ ) de una region R es
el promedio de la localizacién de sus pixeles y su
representacion se muestra en las ecuaciones 6.3 y
6.3. En la Tabla 3 se muestra la posicién de cada
ufia detectada en la Figura 10 y que corresponde a
la postura sensada.

1 _ 1
7 - ryr = — E r
1 _ 1
o— C = — C
(7) Cc = Aﬁ%;‘ A (r.c)eR
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Posicion de las ufias

Ufia X Y
1 31.46 126.48
2 84.84 51.53
3 110.70 38.59
5 147.72 8247

Tabla 3. Posicion de ufas.

El centroide de cada uifia detectada sirve como
valor geométrico para calcular la distancia entre
ufias. Esto se logra de la misma manera como se
obtiene la distancia cartesiana entre dos puntos en
el mismo plano. La distancia cartesiana descrita en
Larson et al., se menciona que para un triangulo
rectangulo, de hipotenusa c y catetos a y b, se tiene
que ¢*=a’+b’ . Este teorema se adaptd para su
uso en imdgenes binarias donde ¢ es la distancia
entre los centroides de un par de regiones segmen-
tadas representando las ufias y cuya longitud estd
dada en pixeles. La distancia d entre los pixeles (
7.,¢,)y (72-C2 ) estd dada por:

®) d=+F-7) +(c,—¢)

La Figura 11 muestra una imagen con las ufias
segmentadas, con una marca del centroide de cada
ufia y una linea recta entre los centroides que repre-
senta la distancia entre ellas en la imagen sensada.

3
2 4

1

Figura | I. Distancia entre ufas.

En este trabajo se desarrollé un algoritmo que
encuentra la distancia entre las ufias calculando la
distancia entre los centroides de las ufias contiguas
detectadas, aplicando el Teorema de Pitdgoras bajo
el siguiente esquema:

1. Si detecté solamente una ufia, entonces la dis-
tancia se considera igual a 0. En esta aplicacion
se tiene un caso donde no aparecen ufias, y se

tienen 3 casos donde aparece 1 ufia. Por lo tan-
to, la cantidad de ufias y la distancia promedio
entre ellas son utilizadas para la clasificacion de
la postura.

2. Si detectd dos ufias, se obtiene una distancia
denominada d . En esta aplicacion se tienen 3
casos donde aparecen 2 ufias. Se toma esa dis-
tancia para la clasificar la postura.

3. Si detecto tres ufias, se obtienen dos distancias
denominadas d, , y d, .. En esta aplicacion no
existen poses donde aparecen 3 uifias, sin em-
bargo, se dej6 esta operacion para tener la opor-
tunidad de utilizar esta condicién y crear mas
posturas en aplicaciones futuras.

4. Si detectd cuatro ufias, se obtienen tres distan-
cias denominadas d, , d,,y d, . Al igual que
el inciso anterior, en ésta aplicacion no existen
poses donde aparecen 4 ufias. También se dejo
esta operacion para utilizar esta condicion para
crear mds posturas en aplicaciones futuras.

5. Si detect6 cinco ufias, se obtienen cuatro dis-
tancias denominadas d ,,d, ,,d,, yd, .. Enesta
aplicacion se tienen 2 casos donde aparecen 5
ufias. Por lo que se obtiene la distancia prome-
dio entre ellas como caracteristica para clasifi-
car la postura.

En la Tabla 4 se muestra la media de las dis-
tancias entre los centroides de las regiones corres-
pondientes a las ufias detectadas en cada una de las
posturas definidas, obtenida en un experimento de
100 muestras de cada postura.

Caracteristicas geométricas

Postura No. de unas d (pixeles)
Detenerse 5 4417
Sujetar 0 0
Soltar 5 61.57
Izquierda 1
Derecha 1 0
Arriba 1 0
Abajo 2 96.11
Adelante 2 26.57
Atras 2 30.44

Tabla 4. Caracteristicas geométricas.
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6.4 Vector de Caracteristicas

Los objetos pueden ser comparados por similari-
dad basada en su representacion como un vector
multidimensional. En esta aplicacién, un vector
de caracteristicas es un conjunto de elementos que
corresponden a las propiedades morfoldgicas y/o
geométricas de una regién. Un objeto puede ser
representado por un vector x con d dimensiones,
como el mostrado en la Figura 12.

Vector x

<=

)(J-I
Xd

Figura 12. Vector de caracteristicas.

Suponiendo que cada objeto es representado
por exactamente d dimensiones, la i-ésima coorde-
nada de su vector de caracteristicas corresponde a
la misma coordenada de la media de los objetos de
una clase. El vector de caracteristicas definido para
este trabajo estd compuesto por los valores de las
caracteristicas extraidas.

Los valores obtenidos de las caracteristicas que
ayudan a clasificar la postura son mostrados en la
columna 3 (Valor) de la Tabla 5. Sin embargo, un
problema se presenta cuando las caracteristicas no
tienen valores o escalas homogéneas, es decir, el
vector contiene elementos con valores de decenas
de millares, mientras que en otros, valores de s6lo
unidades. Por ejemplo, en el vector de caracteris-
ticas de la postura Detenerse, el valor del drea de
la mano es 24070, mientras que el de la cantidad
de ufas detectadas es 5. Las escalas dificultan la
separabilidad de las clases. Al calcular la distancia
o separabilidad de los vectores, el area tendrd mas
peso que el resto de los elementos del vector de ca-
racteristicas y €stos no serdn significantes. Para so-
lucionar este problema, las dimensiones son esca-

ladas para dejarlas todas en una escala homogénea,
en cantidades con dos digitos (decenas), por lo que
son multiplicadas por un factor que estd indicado
en la columna 4 (Factor) de la Tabla 5. Finalmente,
el vector de caracteristicas queda definido con los
valores de la columna 5 (Valor final) de la Tabla 5.

Vector Caracteristico

di Patrén Valor Factor Valor Final
X, Area 24070 1/1000 24 .07
x, Perimetro 786.66 1/100 78.66
X, Diametro 175.06 15 87.53
X Cantidad 5 1x10 50

4
x Distancia 4492 1 4492

5

Tabla 5. Vector caracteristico de la postura Detenerse.

7. CLASIFICADOR

Un clasificador es un dispositivo o algoritmo que
tiene como entrada un conjunto de datos que repre-
sentan un objeto, y la salida es una clase etiquetada
que identifica el tipo de objeto (Figura 13). La cla-
sificacion es el proceso mediante el cual un objeto
se etiqueta de acuerdo con sus propiedades. En esta
seccion se describe el desarrollo de un clasificador
que determina cudl gesto o postura es emitido por
la mano para ser interpretado en un comando para
el robot manipulador.

Entrada salida

Funcién
Datos Discriminante N Clase

Representativos i3 Etiquetada

Clasificacion

Figura 13. Esquema de un clasificador.

Para ello, se utiliza un vector de caracteristicas
con los valores extraidos a las propiedades de la re-
gién de una postura, como se describid a detalle en
la seccidn 6. Para la clasificacion se utiliza el método
llamado la media més cercana, que ha resultado ser
eficaz para reconocer las poses de la mano.

Una clase se define como el conjunto de obje-
tos que tienen las mismas propiedades importantes
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en comun. El objeto que pertenece a una clase se
denota con la misma etiqueta de clase. En este tra-
bajo, una clase estd representada por cada una de
las posturas definidas en la seccién 2. Por lo tanto,
hay nueve clases.

7.1 Método de la media mds cercana

Con la representacion de un objeto mediante sus
propiedades, es posible utilizar esa informacion
para clasificarlo. Un clasificador puede construirse
de diferentes maneras. El método de la media mas
cercana es un algoritmo sencillo y rdpido que fun-
ciona bien como clasificador para clases compactas
y bien separadas unas de otras.

La manera de clasificar es tomando una muestra
de datos de cada clase para obtener un vector x, de
medias que represente a esa clase. Un objeto des-
conocido con vector de caracteristicas x es compa-
rado con el vector x,_ de cada una de las clases; ese
objeto es clasificado si estd muy cerca a alguna me-
dia de una de las clases 10. Se puede decir que el
sistema tiene entrenamiento supervisado. Usando
varios objetos de la misma clase, se toman los va-
lores de cada elemento de cada vector y se obtiene
un valor promedio de ese elemento, luego, usando
el promedio de los elementos se forma un vector
de medias de caracteristicas de la clase. Cuando un
objeto desconocido es analizado, los vectores del
objeto y de la clase son comparados para medir qué
tan similares son o qué tan cercanos estan. El pro-
ceso de comparacién se hace con cada una de las
clases definidas y se dice que el objeto pertenece a
la clase que se localiza mds cercanamente.

La importancia de tener un vector multidimensio-
nal de caracteristicas de los objetos, es que con ello
se incrementa la separabilidad o distancia espacial
entre clases y facilita su clasificacion. En la Figura
14 se muestra un modelo de tres clases con vectores
de caracteristicas tridimensionales. Se puede notar
claramente la separabilidad entre las clases.

Caracteristica 3
A
Clase 1
A

* ;-
Separabilidad /l

Clase 3

.=
-4,

Clase

.
:“

.
.

h Y

e
0 ‘ Caracteristica 1

Caracteristica 2

Figura 14. Medias de clases de valores experimentales.

Se realizé un experimento para cuatro clases,
donde solamente se usaron tres caracteristicas del
vector con la finalidad de ilustrar graficamente la
localizacion de las clases definidas para este siste-
ma en el espacio. Las caracteristicas usadas fueron
el area de la mano, su perimetro y el didmetro equi-
valente. Se tomaron 100 muestras de cada clase y
se puede ver su uniformidad, se aprecia que espa-
cialmente se encuentran lo bastante separadas para
realizar la clasificacion correcta. En la Figura 15 se
muestra el resultado del experimento.

La similaridad o cercania entre los vectores
de caracteristicas de dos objetos puede describirse
mediante la distancia euclidiana entre vectores de-
finida en la ecuacion 9. Es conveniente que esa me-
dicion sea real o un nimero de punto flotante para
que facilite la comparacion de la distancia entre el
vector en cuestion y las medias de las clases. La
distancia euclidiana usada en la media mds cercana
para dos vectores de caracteristicas bidimensiona-
les x; y x, es:

d
. . 2
) |x1 - le = Z [‘xl (@) xz(l)]
i=1
Las agrupaciones de vectores quedaron con
dispersion de puntos comprimidos pero con sepa-
rabilidad apropiada entre clases para la aplicacion
del método de la media mds cercana.
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Figura 15. Localizacion espacial de las caracteristicas de 4 clases.

8. ENTRENAMIENTO SUPERVISADO

En esta seccion se presentan los resultados alcan-
zados durante la investigacion aplicando los mate-
riales y los métodos mencionados anteriormente a
escenas reales. Se tomaron videos de los comandos
y se analizaron con el algoritmo desarrollado. Se
tomaron 300 muestras de cada uno de los coman-

dos y los resultados de la clasificacion se muestran
en Tabla 6. Los resultados arrojaron un alto grado
de confiabilidad en posturas clasificadas correcta-
mente, demostrando que el sistema es robusto y
eficaz.

9. SIMULACION Y CONTROL

Para demostrar la capacidad del sistema, se rea-
lizaron experimentos con un manipulador virtual
utilizado para propdsitos académicos y de investi-
gacion. Esta modalidad ofrecié varias ventajas, en-
tre ellas, que fue posible repetir el experimento un
nudmero sin fin de veces, ademas de ser mas veloz
en cuanto a aspectos de implementacion y configu-
racion durante el desarrollo, que experimentando
con un manipulador real.

9.1 Descripcion del manipulador

Se utilizé un simulador del robot Puma 560 de 6
grados de libertad (DOF)' rotativas como el mos-
trado en la Figura 16. Se usaron utilerias de Mat-
LAB especializadas en robdtica (manipuladores)
para la simulacion y representacién del robot 10
mediante una grafica de 3D, como la mostrada en
la Figura 17. Las articulaciones que se mueven
para posicionar el efector final en un punto son las
primeras tres.

Estadisticas del entrenamiento del sistema

Det Suj Sol
Posturas analizadas 300 300 300
Posturas clasificadas correctamente 300 300 300
Porcentaje de aciertos 100%  100%  100%
Promedio del tiempo de cémputo por 0217 0183 0230

postura (seg)

Tabla 6. Resultados del entrenamiento.

Izq Der Arr Aba Ade Atr Total
300 300 300 300 300 300 2700
219 298 300 300 300 298 2615
73% 98% 100% 100% 100%  98% 97%

0.187  0.230 0.217 0.217 0.193 0220  0.208

' De sus siglas en inglés: Degrees Of Freedom
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Figura 16. Morfologia del robot Puma 560

Figura 17. Visualizacion del ambiente virtual del
robot Puma 560

El sistema clasifica la postura de la mano, y el
comando reconocido es transferido al simulador, el
cual, realiza el movimiento ordenado. Para ello, se
crea un objeto en ambiente MatLLAB con las carac-
teristicas dindmicas y cinemdticas de un manipula-
dor Unimation Puma 560, con el cual se pueden si-
mular condiciones de operacién del manipulador.

9.2 Comandos de Control

Para propésitos del desarrollo, los experimentos
consistieron en adquirir videos reales, de 30 cua-
dros por segundo, con diferentes posturas de la
mano y probar el control para el posicionamiento
del manipulador mediante comandos de movimien-
tos del robot en el plano formado por los ejes X, Y,
y Z. El objetivo de la simulacién fue probar la efi-
cacia y la confiabilidad del sistema para controlar

el manipulador. Como ejemplo, en las siguientes fi-
guras se muestra la interfaz grafica del usuario con
una secuencia de 6 movimientos del manipulador
virtual, donde la Figura 18, es el dltimo comando
ejecutado (Atrds) y nuevo punto inicial. Enseguida
se explica la secuencia de movimientos de las Fi-
guras 18,19, 20,21,22 y 23.

1. Figura 18. Punto inicial de la secuencia.

2. Figura 19. El siguiente comando es Arriba, por
lo que el efector final se desplaza en el eje Z +
AZ.

3. Figura 20. El siguiente comando es Adelante,
por lo que el movimiento del efector final del
manipulador es hacia el eje Y + AY.

4. Figura 21. El siguiente comando es Izquierda,
por lo que el movimiento del efector final del
manipulador es hacia el eje X - AX.

5. Figura 22. El siguiente comando es Arriba, por
lo que el movimiento del efector final del mani-
pulador es hacia el eje Z + AZ.

6. Figura 23. El siguiente comando es Adelante,
por lo que el movimiento del efector final del
manipulador es hacia el eje Y + AY.

Viewr Insert Tods DesMop Window  Hedo

BE L Ra e ¥ 0E D
Atras

Dobisy Lasdiogs Wi

Figura 18. Movimiento | del robot.
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Figura 23. Movimiento 6.

10. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un sistema compuesto de un sensor de
vision y un algoritmo de reconocimiento con el cual
se puede controlar el posicionamiento del efector
final de un manipulador mediante reconocimiento y
clasificacion de gestos y posturas de la mano.

Los resultados muestran un sistema robusto y
eficaz, por lo que no solamente se puede contro-
lar un manipulador. Con este sistema y a través de
posturas de la mano también se podria entrenar un
robot movil para que avance, retroceda, gire a la
izquierda o derecha.

Se desarroll6 un sistema de pre-procesamiento
de la imagen adquirida mediante operaciones mor-
foldgicas. La extraccion de caracteristicas consis-
ti6 basicamente en dos tipos: morfoldgicas (mano)
y geométricas (ufas). Se desarroll6 un clasificador
mediante el método de la media mds cercana cuyo
entrenamiento supervisado, estadisticamente, de-
mostrd ser confiable en més del 98% de las cla-
sificaciones en 8 posturas registradas y el 73% en
una postura. Sin embargo, este ultimo porcentaje
puede ser considerablemente mejorado incremen-
tando la separabilidad entre posturas con la adicion
de nuevas caracteristicas, o bien, cambiando el tipo
de postura, ya que el sistema tiene la capacidad de
incrementar el ndmero de posturas para control.

El siguiente paso seria desarrollar interfaces
computadora-dispositivo como herramienta para
entrenar y controlar otro tipo de manipuladores,
robots mdviles u otras aplicaciones reales, en lugar
de utilizar codigo de lenguaje de computadora.
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Por otro lado, el sistema propuesto puede tener
tantos grados de libertad como posturas o gestos
puedan sefialarse con la mano, lo que representaria
un mayor nimero de comandos para un sistema. Por
ejemplo, si el efector final del manipulador fuera un
sensor de vision, se podria controlar la posicién del
sensor en un punto especifico, el enfoque del objeti-
vo y un dispositivo que proporcione la iluminacion,
todo con la misma interfaz desarrollada.
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RESUMEN

La digestibilidad se determina al medir la cantidad de alimento consumido y la cantidad de heces
eliminadas después de que un animal ha tenido suficiente tiempo para acostumbrarse a una dieta. Las me-
didas convencionales de la digestibilidad han contribuido significativamente al desarrollo de sistemas que
describen los valores nutritivos de los alimentos. La mayoria de los estudios de digestibilidad llevados a
cabo para los alimentos utilizados en la alimentacion de rumiantes han sido evaluados con ovinos, debido
a que éstos son mds faciles de manejar y las cantidades de alimento y de excreta involucradas en las prue-

bas son mas pequefias con respecto a los bovinos.

INTRODUCCION

Los experimentos que incluyen la digestién de los
alimentos son muy utiles debido a la considerable
cantidad de material indigestible que no es aprove-
chado por los rumiantes al utilizar los nutrientes.
La medicién de la digestibilidad se ha usado am-
pliamente como un indice basico para la estimacion
del valor nutricional de los alimentos (Mertens y
Ely, 1982). La mayoria de los estudios de digestibi-
lidad llevados a cabo para los alimentos utilizados
en la alimentacion de rumiantes han sido evaluados
con ovinos, debido a que éstos son mas féciles de
manejar y las cantidades de alimento y de excreta
involucradas en las pruebas son mds pequefias con
respecto a los bovinos.

Dichas razones econdmicas han ocasionado
que los borregos sean utilizados como la base de
los procedimientos de evaluacion nutricional en ru-
miantes. El uso de borregos como un modelo expe-
rimental para rumiantes asume que las variaciones
en el consumo y en el tipo de la dieta producen
cambios similares en la cinética digestiva de bovi-
nos y ovinos. La suposicidon de que estas especies
no difieren desde un punto de vista nutricional se
ha basado en trabajos desarrollados con animales
alimentados con dietas altas en forrajes (Stidekum
etal., 1995).

DIGESTIBILIDAD IN VIVO
La digestibilidad puede ser definida como los cons-

I Programa de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Departamento de Ciencias Veterinarias. Universidad Autéonoma de Ciudad Juarez. Anillo PRONAF y
Estocolmo s/n, Col. Progresista, Ciudad Juarez, Chihuahua, México. C. P. 32300. hgonzale@uacj.mx

2 Universidad Autonoma de Baja California Sur.
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tituyentes de la dieta que se pierden en el paso a
través del tracto digestivo. En su forma bésica, la
digestibilidad se determina al medir la cantidad
de alimento consumido y la cantidad de heces eli-
minadas después de que un animal ha tenido sufi-
ciente tiempo para acostumbrarse a una dieta. Las
medidas convencionales de la digestibilidad han
contribuido significativamente al desarrollo de sis-
temas que describen los valores nutritivos de los
alimentos (Van Soest, 1994). Actualmente el siste-
ma de energia neta representa la herramienta mas
util para describir los requerimientos y los valores
nutricionales de los alimentos (NRC, 2001).

De acuerdo al sistema clasico de particion de
energia que provee la base para el sistema de ener-
gia neto, la mayor pérdida de energia durante la uti-
lizacién de alimentos por rumiantes que consumen
dietas basadas en forrajes es durante la eliminacion
de heces por el animal. Si bien la digestibilidad de
la materia seca (MS) o de la materia organica (MO)
no es estrictamente equivalente a la pérdida de ener-
gia fecal, se encuentra estrechamente relacionada.
De hecho, la prueba de digestion convencional es
una parte integral de la determinacion de la energia
digestible. Por lo tanto, debido a la magnitud de la
pérdida de energia en las heces y su importancia en
definir valores nutricionales, la medida de digestibi-
lidad in vivo es una técnica fundamental que se debe
entender ampliamente por aquellos que estudian la
nutriciéon de rumiantes cuando éstos consumen die-
tas basadas en forrajes (McDonald et al., 1995).

Cuando se han evaluado las diversas fuentes
de error que pueden afectar los experimentos de
digestion, se ha encontrado una considerable va-
riacién entre varios laboratorios al determinar los
coeficientes de digestion en un mismo heno; re-
portidndose en algunos casos que la variacién en-
tre laboratorios fue de tres a seis veces mayor que
la variacién dentro del mismo laboratorio. Uno de
los factores que contribuyen mas a que dichas dife-
rencias se presenten, es la variabilidad en los pro-
cedimientos al llevar a cabo una prueba de diges-
tion. Por dicho motivo, es fundamental utilizar una

metodologia bien aceptada y estandarizada, tanto
como sea posible, al llevar a cabo la estimacion de
la digestibilidad (Pond et al., 2005).

LA PRUEBA DE DIGESTION

Al planear un experimento de digestion, se deben
de considerar las instalaciones y los materiales de
coleccion. A partir del conocimiento de los facto-
res que pueden influir el consumo y/o la digestion,
se puede generalmente definir las condiciones Op-
timas de las instalaciones. Se conoce que los fac-
tores ambientales (temperatura, fotoperiodo, lodo,
etc.) afectan el consumo y, en muchos casos, la di-
gestibilidad (NRC, 2000). Por ello, las instalacio-
nes mds apropiadas para llevar a cabo las pruebas
de digestion seran las que se encuentren completa-
mente cerradas, en las cuales las variables medio-
ambientales puedan ser controladas. La temperatu-
ra es probablemente el componente ambiental mas
critico a controlar. Cuando la temperatura disminu-
ye por debajo de la zona termoneutral, el consumo
y la tasa de pasaje aumentan, mientras que la diges-
tibilidad se reduce (Church, 1993).

Debido a que el fotoperiodo puede afectar el
consumo (Grovum, 1993), se debe de mantener
consistentemente un patron de iluminacién durante
toda la prueba de digestion. El consumo es gene-
ralmente mayor en fotoperiodos mas prolongados,
no obstante, se ha reportado que las vaquillas con-
sumieron mas alimento cuando estuvieron sujetas
a un periodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad con
respecto a aquellas que tuvieron iluminacién con-
tinuamente. Un patrén que abarca ciclos tanto de
iluminacién como de oscuridad, con proporcio-
nalmente més luz que oscuridad cada 24 h, es mas
deseable. Lo anteriormente descrito excluye aque-
llos estudios disenados expresamente para evaluar
la digestion bajo condiciones de alimentacion ad
libitum, en donde el mantenimiento de un consumo
adecuado y la prevencion del rechazo del alimento
son factores que deben considerarse al llevar a cabo
una prueba de digestion. Una posible excepcion a
esta recomendacién es cuando el protocolo expe-
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rimental indica una colecta de muestras durante la
noche, debido a que una exposicion corta de ilumi-
nacion durante la noche puede afectar el patron de
consumo. De acuerdo a los objetivos experimen-
tales, se puede mantener a los animales bajo con-
diciones de iluminacién continua para minimizar
las desviaciones durante los periodos de muestreo
nocturno (Peters et al, 1980).

Aparte de los requerimientos de las instala-
ciones, es muy importante considerar la forma
de mantener alojados a los animales durante el
periodo experimental. La mayoria de las pruebas
de digestibilidad son llevadas a cabo con el ani-
mal como la unidad experimental y, por lo tanto,
se requiere una coleccién cuantitativa tanto de la
excreta como del consumo diario de cada animal.
Lo anterior considera alojar a los animales en co-
rrales individuales o corraletas “metabdlicas” que
permitan cierta libertad de movimiento. La forma
de seleccion del alojamiento dependera de la forma
de coleccion de la excreta y del impacto del aloja-
miento sobre el consumo de alimento. El ejercicio,
particularmente entre los periodos de coleccion de
muestras puede ayudar a minimizar los problemas
de comportamiento y el desarrollo de anormalida-
des en patas y pezufias en los animales alojados en
corraletas metabdlicas. Asimismo, la seleccion de
animales con un temperamento docil y que éstos
sean alojados en las jaulas metabdlicas antes de la
prueba de digestion, puede minimizar los proble-
mas de consumo de alimento. Es conveniente con-
siderar el material que conforma el piso de la jaula
para proporcionarle el mayor confort al animal. La
ventaja principal en la utilizacién de este tipo de
corrales es el hecho que proveen un método eficaz
para colectar la excreta y poder monitorear el con-
sumo (Cheeke, 2004).

Un elemento importante para asegurar el éxito
al llevar a cabo una prueba de digestibilidad es la
seleccion de los animales con un comportamiento
adecuado a este trabajo. Ademds, un entrenamien-
to adecuado de los animales seleccionados debe
realizarse antes de iniciar el periodo experimental

para minimizar la perturbacién del animal durante
el mismo. La seleccion debe realizarse con anima-
les jévenes basados en una perceptible disposicién
cuando estdn sujetos a una rutina de manejo; sien-
do rechazados aquellos animales que no se adap-
tan facilmente al manejo y son nerviosos durante
la fase inicial. Los animales seleccionados deberdan
ser expuestos a condiciones similares a las que se
implementarédn en el experimento de digestibilidad.
Este entrenamiento puede llevarse unos pocos dias
o varias semanas antes del inicio del experimento,
dependiendo de la complejidad del mismo. Es alta-
mente recomendada una seleccion de los animales
con caracteristicas lo mds similares posibles entre
ellos, esto incluye: especie, edad, sexo, estatus fi-
sioldgico, peso e historia nutricional previa (Ke-
llems y Church, 2001).

Otra consideracion més al seleccionar a los ani-
males en los experimentos de digestibilidad es el
numero que se requiere de ellos. A través de estu-
dios previos en relacion a la cantidad de animales
necesarios para estudios de digestibilidad con ovi-
nos y bovinos, la cifra éptima se encuentra en un
rango de tres a seis por tratamiento (Montgomery,
1991; Jurgens, 2001).

Un manejo adecuado de registros y el estable-
cimiento de un horario rutinario son criticos para
asegurar el éxito en el experimento de digestibili-
dad. Deberd establecerse un horario de colecta de
datos y de alimentacion antes de iniciar las pruebas
de digestibilidad y todo el personal involucrado en
el experimento deberd conocer y seguir dichos ho-
rarios. Una de las principales fuentes de error en
la determinacion de los coeficientes de digestion
parte de una expulsion irregular de heces (error del
“fin de periodo”). Por lo tanto, la irregularidad en
los patrones de alimentacion y la irregularidad en
el tiempo de coleccidon de heces pueden aumentar
los errores de “fin de periodo” (Perry et al, 2002).

Los experimentos de digestibilidad consisten
generalmente de dos fases, un periodo preliminar
y un periodo de coleccion. El propésito del periodo
preliminar es el de establecer el nivel de consumo,
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asegurandose que todos los residuos de las dietas
previas han sido eliminados del tubo gastrointes-
tinal y ademds de permitir que la poblacién mi-
crobiana ruminal tenga tiempo para adaptarse a la
dieta sujeta a evaluacion. En diversas situaciones,
particularmente con cambios significativos en la
dieta, serd requerido mds tiempo para que se lleve a
cabo esta adaptacion en la microflora ruminal (Van
Soest, 1994). Existen numerosos reportes sobre la
duracion del periodo preliminar y el periodo de co-
leccién. Se sugiere que los periodos preliminares
tengan una duracién de entre 10 y 14 d (Merchen,
1993); no recomendandose llevar a cabo periodos
preliminares de menos de 10 d (Van Soest, 1994).

El periodo de coleccion es el periodo en el cual
el alimento y la excreta se colectan cuantitativamen-
te. Generalmente, se ha observado que los errores
del “fin de periodo” se reducen significativamente
con periodos de colecciéon maés largos (Perry et al,
2002). En los reportes experimentales se sugiere
que el tiempo de colecta se debe de llevar a cabo
durante un periodo de cinco a 10 d (Merchen, 1993;
Van Soest, 1994), siendo el més adecuado un perio-
do de coleccién de siete dias (Van Soest, 1994).

ALIMENTACION

Como se describi6 previamente, uno de los prop6-
sitos del periodo preliminar es establecer el nivel
de consumo. El nivel de consumo puede influenciar
significativamente la tasa de pasaje y, subsecuen-
temente la digestibilidad. Por lo tanto, para evitar
la confusién con las mediciones de los efectos del
consumo, el nivel de consumo debera ser el mismo
entre tratamientos cuando el objetivo de un expe-
rimento es comparar los coeficientes de digestion
per se. Si se considera que el paso de la ingesta por
el rumen es una funcién tanto de la masa ruminal
como de la velocidad de flujo, y la capacidad rumi-
nal estd correlacionada positivamente con el peso
corporal, los intentos para igualar los niveles de
consumo deberdn hacerse con relacion al peso del
animal. Esto es, si se utilizan consumos iguales, los
tratamientos deberdn proporcionarse de tal manera

que todos los animales reciban la misma cantidad
relativa al peso corporal. Debido al potencial de
variabilidad entre el peso corporal y la capacidad
ruminal, es necesario considerar la importancia de
la seleccion de animales con caracteristicas simila-
res (Merchen, 1993).

Para asegurarse que el nivel de consumo esta-
blecido sea consumido y para hacer de los datos tan
fisiolégicamente validos como sea posible, los nu-
tricionistas frecuentemente alimentan a los anima-
les a niveles ligeramente menores que el consumo
ad libitum; lo anterior ayuda a evitar la necesidad
de cuantificar y analizar el alimento rechazado. Ge-
neralmente el promedio de consumo entre todos los
tratamientos deberd estar basado en el tratamiento
con el menor consumo. Si se utiliza un periodo de
estandarizacion, la longitud del periodo preliminar
puede ser acortada; alternativamente, si se tiene
una base so6lida de conocimiento previo con res-
pecto al potencial de consumo de los alimentos a
ser evaluados, un nivel de consumo por debajo del
libre acceso puede ser programado arbitrariamente
y usado a lo largo de los periodos preliminares y de
coleccion (Merchen, 1993).

En experimentos largos (i.e., diseios de cuadro
latino), particularmente en donde existe potencial
para pérdida o ganancia de peso, puede requerirse
calcular los niveles de consumo basados en el peso
inicial corporal; una posible excepcidén seria en
la cual los animales son reequilibrados a una die-
ta estindar después de cada periodo de coleccion
(Montgomery, 1991; Church, 1993).

La frecuencia de alimentacién es un punto
adicional a ser considerado cuando se conduce un
experimento de digestibilidad; si bien, el alimen-
to ad libitum permite el consumo de varias tomas
(comidas) a lo largo del dia, a pocos animales se
les ofrece alimento mas de dos o tres veces al dia
durante condiciones de produccién. Por esta razén
y para ahorrar trabajo (asumiendo que no existan
alimentadores automaticos), muchos nutricionistas
ofrecen alimento una o bien dos veces al dia du-
rante un experimento de digestibilidad. A pesar del
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intervalo de alimentacién elegido, éste deberd ser
el mismo en todos los tratamientos y a través del
experimento. Se sugiere que cuando a los animales
se les alimente mas de una vez al dia, los intervalos
entre las tomas deberdn estar proporcionalmente
espaciados (Pond et al., 2005).

COLECCION DE EXCRETAS

Para determinar el pasaje total de la MS o la di-
gestion “aparente” de la MO, es necesario medir la
excrecion fecal de éstas; en algunos experimentos
se requiere la medicion de la excrecion de la orina
(i. e., determinaciones de energia metabolizable,
balance de nitrogeno) o del flujo intestinal de di-
chos componentes de la dieta (para determinar el
sitio de digestion). La coleccion de orina se puede
obtener facilmente, tanto en corrales metabolicos o
con dispositivos de coleccion puestos en el animal.
Las medidas del sitio de digestiéon involucran el
uso de animales fistulados intestinalmente y varios
marcadores microbianos y de flujo (McDonald et
al., 1995).

Para la medicion de la cantidad fecal se pude
realizar la coleccion tanto de forma fisica y pesar la
excrecion fecal total, o puede ser estimada a través
del uso de marcadores inertes. En forma alternati-
va, la digestion total en el tubo digestivo puede ser
determinada directamente a través de marcadores
internos en situaciones en las cuales el consumo
no es medido directamente (i. e., con animales en
pastoreo; Perry et al., 2002).

La coleccidn fecal total de heces puede ser lo-
grada exitosamente con corrales metabolicos o con
bolsas colectoras; cuando son utilizados los pri-
meros, las heces pueden ser pesadas y muestrea-
das una o mds veces al dia; determindndose que
cuando éstas permanecen a temperatura ambiente
por 7 0 24 h, no se han observado cambios signifi-
cativos en la composicion quimica o en el calor de
combustion, por lo cual, si el material permanece
a temperatura ambiente hasta por un dia parece ser
que no afecta los resultados de los experimentos de
digestibilidad (Galyean, 1997).

Cuando son utilizadas bolsas colectoras, es desea-
ble vaciar éstas al menos una vez al dia cuando se
utilizan en ovinos y en ganado pequeilo, pero varias
veces al dia en ganado de talla grande; la utilizacion
de al menos dos bolsas por animal facilita el proce-
dimiento. Después de pesar las heces, €stas deben
ser submuestreadas para los andlisis quimicos sub-
secuentes. Dichas submuestras se pueden obtener a
través de retener un porcentaje fijo de la excrecion
fecal de cada animal; el porcentaje dependerd de
la cantidad de heces excretadas y del tamafio de la
muestra requerida para andlisis quimicos. La can-
tidad de muestra requerida puede variar desde una
coleccion completa en ovinos y caprinos, hasta un
5 % del total en bovinos. Otra forma de tomar la
submuestra es a través de la coleccion de una canti-
dad fija de heces de cada animal diariamente; por lo
cual ésta serd expresada como un porcentaje del total
durante el periodo de coleccién (Grovum, 1993).

CONCLUSIONES

En los sistemas de produccion de rumiantes existe
una gran demanda por forrajes de buena calidad,
siendo los principales criterios en la calidad del
mismo, el contenido de fibra y su digestibilidad.
Los forrajes fibrosos de baja calidad resultan en
posibles limitantes para una produccién Optima
(leche o carne). La calidad del forraje se estima
primeramente por el consumo voluntario y la di-
gestibilidad de la fibra; resultando que a menor ca-
lidad del forraje, menor serd la digestibilidad y el
consumo voluntario, lo cual indica que la calidad
del forraje se describe en términos de produccién
de leche o carne. Existen diferentes maneras de de-
terminar la digestibilidad de un forraje u otro tipo
de alimento, entre ellas destaca las técnicas in vivo,
in situ e in vitro. El método in vivo es el que se uti-
liza tradicionalmente, ya que proporciona los datos
mas “reales” utilizando animales y su proceso di-
gestivo completo. No obstante, se deben considerar
los costos ocasionados por la alimentacién de los
animales, la mano de obra y la cantidad de tiempo
invertido en dicha prueba.
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RESUMEN

Los ladrilleros, en general, utilizan combustibles de baja calidad para fabricar ladrillos, como aserrin, de-
sechos de madera, aceite usado, desechos de plastico y llantas. Los contaminantes producidos durante el
proceso de combustion incluyen particulas, compuestos organicos, mondxido de carbono y nitrégeno. En
un esfuerzo por reducir estas emisiones, se disefié una nueva tecnologia para combatir la contaminacion
generada por las ladrilleras. El sistema de hornos ecolégicos MK consiste en cubrir con un domo dos hor-
nos construidos idénticamente, dirigiendo las emisiones del horno activo hacia el otro, el cual estd lleno a
la misma capacidad con material crudo y sirve como filtro. Los hornos estdn interconectados subterrdnea-
mente por canales hechos de ladrillo. El rol de los hornos cambia al volver a cargar de material crudo el
horno activo. Los objetivos presentados en este trabajo resumen los esfuerzos realizados para la difusion
y desarrollo del sistema de hornos ecoldgicos MK. Este articulo presenta, primero, el entrenamiento en el
uso apropiado del sistema, luego la evaluacién del uso y permanencia de los hornos MK construidos en
Ciudad Juarez y, por ultimo, la medicion de la eficiencia de los hornos durante el uso de combustibles al-
ternativos. Las emisiones se reducen con el uso del sistema de hornos ecolégicos MK otorgando miiltiples
beneficios a los ladrilleros. Sin embargo, este proyecto sigue su proceso experimental y los resultados que
se obtengan fortalecerdn la difusidn de estos hornos en México. Sin embargo, el uso 6ptimo de los hornos
depende de la actitud de los ladrilleros para asimilar esta nueva tecnologia.

Palabras clave: Bosque, Conservacion, Diversidad, Hongos, Micorriza.

INTRODUCCION

La contaminacién derivada de los hornos ladrille-
ros es un problema mundial. Existen cerca de 700
ladrilleras en operacidn en las ciudades fronterizas
entre México y Estados Unidos. Especificamente,

las ladrilleras han sido consideradas como una de
las principales fuentes de contaminacion del aire
en la cuenca de El Paso del Norte (Garza, 1996).
El Paso, Texas (USA), Ciudad Juarez, Chihuahua
(México),y Sunland Park, New Mexico (USA) son
ciudades fronterizas afectadas por este problema
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de contaminacién. En Ciudad Judrez existen alre-
dedor de 350 ladrilleras, las cuales utilizan dife-
rentes tipos de combustibles que generan multiples
compuestos toxicos. En 1993, organizaciones de
Estados Unidos y México iniciaron proyectos para
minimizar las emisiones de las ladrilleras (Ameri-
can Environmental Testing, 1993; FEMAP, 1993;
Staudhammer, 1994).

La fabricacion de ladrillos requiere el uso de
cuatro materiales principales: arena, arcilla, agua
y combustible. La arena es abundante en esta drea
fronteriza que comprende el desierto de Chihuahua.
El Rio Grande provee de agua y arcilla necesarias
(Marquez, 2002). Sin embargo, el mayor proble-
ma para los ladrilleros es el combustible (FEMAP,
1993). Para la coccion total de ladrillos se necesi-
tan temperaturas aproximadas de 600 °C, para este
proposito, los ladrilleros utilizan combustibles eco-
némicos como madera de desecho, aserrin, paletas
de embarque y algunas veces productos de papel,
macopan, triplay, durmientes, llantas de automovi-
les, aceite usado de motor, diesel, keroseno y gas
natural (American Environmental Testing, 1993;
FEMAP, 1993; Staudhammer, 1994). La alta con-
taminacion originada por el uso de estos combusti-
bles ha obligado al gobierno mexicano a tomar me-
didas estrictas prohibiendo o restringiendo su uso.
Hasta antes de la devaluacion del peso en 1995,
la estrategia fue la de convertir todos los hornos
ladrilleros al uso de gas liquido de petréleo (gas
LP) o gas natural. Sin embargo, después de la de-
valuacion, el precio del gas aumento y los ladrille-
ros volvieron al uso de combustibles econdmicos
con la concomitante generacion de contaminacion
del aire.

El proyecto de hornos ecolégicos MK (Mar-
quez Kiln) se generd a raiz de ver ambas proble-
maticas, la necesidad del trabajo producto de la
quema de ladrillos y la enorme contaminacién ge-
nerada por esta microindustria. El proyecto inici
en 1994 con sistemas prototipo propuestos por el

Dr. Robert Marquez, quien entonces era estudiante
de la Universidad Estatal de Nuevo México bajo
la asesoria del Dr. Antonio Lara. Los objetivos en
mente fueron: 1) minimizar los riesgos de salud y
dar seguridad a los ladrilleros y comunidad en ge-
neral, 2) reduccién de la contaminacion del aire, 3)
mejorar la combustién usando combustibles eco-
noémicos, 4) minimizar el consumo de combusti-
ble, y 5) minimizar los costos que se involucran
en los cambios de tecnologia. Después de varios
prototipos, con sus ventajas y desventajas, se llegd
al disefio optimo que logro satisfacer los objetivos
previamente establecidos. A todos los sistemas de-
sarrollados por Robert Marquez se les denomind
con el prefijo “MK”, en honor a €I, en inglés Mar-
quez Kiln —MK— (Hornos Marquez).

El principio del sistema de hornos MK se pre-
senta en la Figura 1. Dos hornos se llenan de la-
drillos crudos, uno para la quema y el otro como
filtro. El domo controla la combustion y elimina la
salida de emisiones y contaminantes a la atmdsfe-
ra. La chimenea del primer horno estd cerrada. La
chimenea del segundo horno y el canal se usan para
guiar las emisiones al segundo horno antes de salir
a la atmoésfera. Los ladrillos del segundo horno se
usan como filtro. Después de que los ladrillos en el
primer horno estan cocidos, se descarga. Este hor-
no se vuelve a llenar con ladrillos crudos que ahora
serviran como filtro revirtiéndose el proceso.

Figura |. Principio del sistema MK. (Cortesia del Dr. Robert O. Marquez
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Este horno se construyd por primera vez en
Ciudad Juarez bajo el patrocinio del Programa
Nacional Fronterizo de Colaboracién Tecnoldgica
(NBTPP, por sus siglas en inglés) del Departamen-
to de Energia de Estados Unidos. La Compaifiia de
Electricidad El Paso Electric (EPEC, por sus siglas
en Inglés), al mismo tiempo, construyé este proto-
tipo, evalud su eficiencia y promovio6 su desarrollo
en Ciudad Judrez. Actualmente existen 21 hornos
ecologicos MK adicionales, distribuidos en dife-
rentes sitios de la ciudad, todos patrocinados por
EPEC. Una vez construidos, nace la necesidad de
evaluar la aceptacion, el uso y la permanencia de
esta tecnologia en las comunidades ladrilleras.

La Universidad Auténoma de Ciudad Judrez
(UACJ), en colaboracién con NBTPP y EPEC esta
llevando a cabo el entrenamiento y la evaluacion de
esta nueva tecnologia con el fin de poder difundir
su uso. Este articulo presenta un breve resumen del
avance alcanzado hasta la fecha y de la significan-
cia del desarrollo de este nuevo tipo de tecnologia
en todo el pais. Al mismo tiempo, se presentan los
andlisis cualitativos de las emisiones de estos hor-
nos durante el uso de diferentes materiales de com-
bustidn. Se hace notar la eficiencia del uso del filtro.
Los objetivos del presente estudio comprenden:

a) Entrenamiento en el uso apropiado del siste-
ma.

b) Evaluacion del uso y permanencia de los hor-
nos MK construidos en Ciudad Juérez.

¢) La medicion de la eficiencia de los hornos du-
rante el uso de combustibles alternativos.

MATERIALES Y METODOS
Este proyecto esta dividido de acuerdo a los objeti-
vos que se pretenden alcanzar.

a) Entrenamiento en el uso apropiado del
sistema. La implementacion de cursos de entrena-
miento tedrico-practicos fue necesaria para dar a
conocer el sistema y mostrar como se debe traba-
jar en él. Este entrenamiento no sélo se impartié a
los duefios de ladrilleras y ladrilleros obreros, sino
también a estudiantes de la universidad y personal
de las dependencias de gobierno federal y munici-
pal. Todo esto con el fin de regular el buen finan-
ciamiento de los hornos.

b) Evaluacion del uso y permanencia de los
hornos MK construidos en Ciudad Judrez. Elabo-
racion y distribucion de formatos para el monitoreo
del funcionamiento de los hornos. En estos forma-
tos se recaba informacidn acerca de las temperatu-
ras dentro del horno, tiempos y nimero de quemas,
cantidad de ladrillos acomodados en el horno y uso
de horno-filtro.

c) Medicion de la eficiencia de los hornos
durante el uso de combustibles alternativos. Las
emisiones de los hornos ladrilleros se midieron de
manera cualitativa. La densidad de particulas emi-
tidas por los hornos MK se midié por medio de
nefelometria. Los compuestos orgdnicos volétiles
se capturaron utilizando trampas de adsorcién VO-
CARB 4000, siguiendo el procedimiento descrito
en la Figura 2. Las muestras se llevaron al labora-
torio para ser analizadas por cromatografia de ga-
ses con espectrometria de masas.
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Figura 2. Representacion grafica del procedimiento de muestreo deVOC. |.Horno. 2. Tubo de Cuarzo. 3.Tubo
de Teflon. 4. Filtro. 5. Condensador. 6. Tubo de Adsorcion Trampas VOCARB 4000. 7. Bomba de Aire.

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Entrenamiento en el uso

apropiado del sistema.

La quema de ladrillos en hornos abiertos es una ac-
tividad que se ha mantenido vigente de generacion
en generacion. La introduccién de un nuevo disefio
de hornos implica un cambio en la manera tradicio-
nal de quema. La aceptacién del sistema supuso el
entrenamiento directo de los ladrilleros para un co-
rrecto manejo del sistema y una mejor calidad del
producto. Existen 22 hornos MK en Ciudad Juarez
y se ha capacitado a 19 ladrilleros en su uso. Se ob-
servo una mejor calidad de los ladrillos después del
entrenamiento. Sin embargo, el uso del horno filtro
result ser un problema que requirié la presencia
de las autoridades para promover y regular su buen
funcionamiento.

b) La evaluacion del uso y permanencia de los hor-
nos MK construidos en Ciudad Judrez.

Los formatos que se repartieron entre los ladrille-
ros se han estado colectando desde el mes de mayo
del afo en curso. Se ha visto una gran mejora tanto
en el nimero de quemas como en el uso de apro-
piado del filtro.

c) La medicion de la eficiencia de los hornos

durante el uso de combustibles alternativos.

La quema de combustibles genera multiples conta-
minantes. Entre ellos estdn contaminantes prima-
rios “criteria”’, como mondxido de carbono (CO),
oxidos de azufre (SO ), 6xidos de nitrégeno (NO,),
compuestos orgdnicos voldtiles y contaminantes
secundarios o0 ‘“‘non-criteria”’, como hidrocarburos
poliaromadticos, dioxinas, furanos, acido clorhi-
drico, benceno, bifenilos policlorados, arsénico,
cadmio, niquel, zinc, mercurio, cromo, y vanadio
(Reisman, 1997). La presencia de estos contami-
nantes constituye un alto riesgo de salud para la
comunidad ladrillera y habitantes de los alrededo-
res. De acuerdo con el principio MK, estos conta-
minantes serdn retenidos por el filtro de ladrillos de
los otros hornos. Este concepto se puede observar
en la Figura 3, la cual nos muestra la diferencia en
concentraciones de los compuestos organicos vo-
latiles presentes en el horno activo (mds altas) y en
el horno filtro (més bajas). Este cromatograma es
tipico en una quema de madera en los hornos MK.
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Figura 3. Caracterizacion de las emisiones de los hornos MK. La desadsor-
cion de las trampas generd estos cromatogramas. Las concentraciones
en el horno activo (tono gris) son mas altas que aquellas en el horno
filtro (tono oscuro).

La cantidad de particulado presente en las emi-
siones de los hornos MK disminuye de manera no-
toria. Experimentalmente se ha comprobado una
disminucién de la cantidad de particulas de 45 kg,
por periodo de quema, a 4 kg.

Actualmente se estdn llevando a cabo estudios
para determinar la eficiencia de los hornos MK
en el uso de materiales alternativos. La Figura 4
muestra la gran variedad de compuestos organicos
presentes en las emisiones de un horno tradicional
durante la quema de diferentes combustibles. Se
pretende probar que los hornos MK disminuyen
estos contaminantes y que pueden ser utilizados
como herramientas para la disminuciéon de mate-
riales peligrosos, como es el caso de las llantas y el
aceite de motor usado. Las muestras colectadas en
los hornos MK estan en procesamiento.

CONCLUSION

La reduccién de emisiones en los hornos MK es
evidente. Los beneficios concomitantes al uso de
los hornos son bastante alentadores. Sin embargo,
el proyecto de los hornos ecoldgicos MK actual-
mente estd en proceso de experimentacion, por lo
tanto serfa poco objetivo sacar conclusiones ade-
lantadas acerca del funcionamiento de los hornos
en las comunidades. Por el momento sélo es po-
sible decir que el proyecto ha tenido que experi-
mentar algunas variables que no estaban previstas

(como por ejemplo la actitud de los ladrilleros ha-
cia una nueva forma de elaboracion del producto)
y que probablemente sean el factor que determine
el 6ptimo desarrollo del proyecto.

ETINOBENCENG '

ESTIRENO
CLOROBENZENO

2] CETONITRILO TOLUENO

BENZONITRjLO

S

i__,J u‘P‘WﬂJMwL PN \M ‘u__J ‘JLM“‘L‘J

XILENO

BENCENO

2.3-DJHIDROFURANO
CLOROBENCENO

ToLuENO
P-XILENO
| HExpMETILClcLOTRIBILOXANO

LJ'LJJ‘J\J AL JUe

1l

I

CLOROTETRADECANO E

2] TETRAMETIL, OXIRANO 4
BENZOFURANO

P-XILENO

TOLUENO

BENGENO

JWLMJJL’quLJJLWJ‘WmL@UUJ J“"J

=

)

BENZONITRILO

BENZOFURANO

BENZALDEHIDO

METI|, ClIcCLOBUTANO

METOXI.BENCENO

OCTAMETIL, CIELOTETRASILOXANO

O-XILENO

TETRAMETIL.OXIRANO

CLOROBENCENO

TOLUENO

‘ NO 2-BUTINO

1
ﬂ

[
‘ i ]
L M‘M’m"‘du M'LAJMM LM'W 'h}@uwhjjuﬁtqw

Figura 4. Cromatogramas obtenidos de la quema de a) madera, b) llantas, c)
aceite y d) macopan.
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RESUMEN

El factor de transcripcion nuclear de kB (NFxB) se forma por la dimerizacién de los factores Rel. Existen
5 miembros de la familia Rel: Rel A (p65), NFx B1 (p50), NFkB2 (p52), c-Rel y RelB. Estas diferentes
combinaciones de factores Rel forman homo y heterodimeros, que se unen a un motivo de ADN (sitio «
B) NF kB es un factor de transcripcion de dimerico, que juega un papel central en diversas enfermedades,
entre ellas la fibrosis hepatica. La fibrosis hepatica se caracteriza con un incremento extraordinario de
diferentes proteinas de la matriz extracelular, de manera principal de coldgeno a (I). Debido a que NF«xB
juega un papel importante en diversos estados patoldgicos, se han realizado estudios para analizar los
efectos terapéuticos de bloquear este factor nuclear. En este sentido, se han reportado resultados promete-
dores en cuanto a la reversion de la fibrosis hepatica.

INTRODUCCION

La capacidad de respuesta a estimulos externos, es
esencial para el desarrollo y sobrevivencia de to-
das las células de todos los organismos vivos. Una
respuesta comun a los estimulos que vienen del ex-
terior celular involucra cambios en la expresion de
genes por un mecanismo mediado por la activacion
de factores de transcripcion.

El factor nuclear de transcripcion kB (NFxB)
es un importante regulador de diversos procesos
bioldgicos, principalmente en eventos donde estd
involucrada la respuesta inmune, en reacciones
de fase agua, en el ciclo celular y en la apoptosis

entre otros. NFkB fue descrito por primera oca-
sion en 1986, por Baltimore como un factor nu-
clear necesario para la transcripcion de la cadena
ligera de la inmunoglobulina x (Sen y col., 1986).
Sin embargo, en la actualidad NFxB se ha descri-
to virtualmente todos los tipos celulares, y regu-
la la excrecion de una gran cantidad de genes in-
volucrados en la respuesta inflamatoria e inmune
(Karin y col., 2000) bajo ciertas situaciones puede
actuar como una proteina anti-apoptdtica, a través
de la expresion de genes de sobrevivencia (Sonens-
chein, 1997), en desordenes que incluyen la artritis
(Foxwell y col. 2000); el asma (Barnes, 1998); la
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respuesta inflamatoria, (Artis, 2002), diferentes ti-
pos de cancer (Gilmore, 1999), infecciones virales,
(Arnulf, 2002; Messmer, 2002) y la fibrosis hepati-
ca (Mann, 2002) entre otras patologias. Todas estas
enfermedades han sido vinculadas a una inapropia-
da regulacion del NFxB.

MIEMBROS DE LA FAMILIA NFKB

A diferencia de la mayoria de los factores de trans-
cripcion, el NFkB esta presente en el citoplasma
de la mayoria de los tipos celulares como dimero
o como heterodimero de una familia de proteinas
relacionadas estructuralmente.

Cada miembro de esta familia de proteinas con-
tiene una regién de 300 aminodcidos muy conser-
vada denominada “Dominio de homologia Rel”
(RHD), en donde se encuentran los sitios de union al
ADN, los dominios de dimerizacidn asi como la se-
nal de localizacion nuclear (NLS), la cual promueve
la translocacion del NFxB al niicleo (Karin, 2000).

Al momento se han descrito cinco proteinas
pertenecientes a la familia de NFkB: RelA (Tam-
bién conocida como p65), c-Rel, Rel, NFkB1 (p50/
pl05) y NF«xB2 (p52/p100). Los dimeros mas
comunes del NFkB estdn formados por RelA y
NFxB1, sin embargo también se describe una am-
plia variedad de otros hetrodimeros y homodime-
ros (Karin, 2000).

De manera independiente del tipo de dimero
que conforme al NFkB en células no estimuladas
se encuentra presente en el citoplasma asociado a
una familia de proteinas denominadas inhibidores
de kB (IkB). Los IkB se han denominado como
IkBa, IkBf, IkBe, IkBy y Bcl-3. Todas las pro-
teinas 1kB contienen una regién central con seis o
mas regiones conservadas las cuales son necesarias
para su asociacion con el NFkB, estas regiones son
conocidas como repeticiones de ankirina; los cua-
les contienen 33 aminoécidos y tienen la funcién
de mediar la interaccion proteina-proteina, de ma-
nera especifica la unién a NFkB en la regiéon RHD.
La region carboxi-terminal de las IkB es necesaria
para la actividad inhibitoria (Schmid, 2000).

La fosforilacion de IkB es iniciad por kB ki-
nasa (IKK), la cual es un complejo proteinico de
700-900 kDa, formado por 2 subunidades catali-
ticas IKKa (IKK1) e IKK[ (IKK2) y una subuni-
dad regulatoria (IKKYy (también llamado NEMO o
IKKAP) (Schmid, 2000).

La fosforilacion, la ubiquitinacion y la degra-
dacion ocurren cuando IkBa se encuentra todavia
unido a NFxB. Cuando IkB es degradado (princi-
palmente en IxkBa) la sefial de localizacion nuclear
es expuesta y los dimeros de NFkB/Rel son enton-
ces translocados hacia el nucleo (Delhalle y col.;
2004).

FIBROSIS HEPATICA

La fibrosis hepatica es la respuesta a un dafio cro-
nico que ocurre en la mayoria de las enfermedades
inflamatorias del higado, como la hepatitis B, la
enfermedad hepética alcohdlica, las enfermedades
autoinmunes o metabolicas como la hematocroma-
tosis. El resultado de este dafo crénico es la acu-
mulacién de proteinas de la matriz extracelular y
el reemplazamiento de la colagena tipo IV, por la
colagenadel tipo I, la cual es de alta densidad (Al-
banis, 2006).

La fibrosis hepatica se caracteriza entonces
por un incremento de hasta seis veces el conteni-
do de los componentes de la matriz extracelular,
asi como su redistribucion, entre ellos la colagena,
los proteoglucanos y las glucoproteinas que lleva a
cabo una alteracion en la organizacion del higado y
en consecuencia en la funcion hepatica. Aun cuan-
do se considera que todos los tipos celulares del
higado (Los hepatocitos, las células endoteliales,
las células de Kuppfer, las células estelares) estdn
involucrados en el desarrollo de la fibrosis hepa-
tica, se considera qu las células estelares juegan
un papel central en el desarrollo de esta, ya que
estas células son las principales productoras de la
matriz extracelular, lo cual es una caracteristica de
la fibrosis hepdtica y contribuye a la inflamacién a
través de la expresion de moléculas de adhesion, de
citocinas y quimiocinas (Albanis, 2006).
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En el higado, las células estelares se encuen-
tran en estado quiescente, y se caracterizan por al-
macenar vitamina A en forma de retinoides. Estas
células en respuesta a una agresion sufren un pro-
ceso denominado “activacion”, los diferentes tipos
hepaticos contribuyen con factores que afectan a
las células estelares. Durante este proceso las cé-
lulas van a cambiar su fenotipo y la expresion de
genes, ademds sufren un incremento en la prolife-
racion celular, presentan la expresion de nuevos
receptores, adquieren contractibilidad y van a per-
der los retinoides. En este nuevo estado las células
expresan actina y diferentes citocinas y factores de
crecimiento. Finalmente van a adquirir un fenotipo
parecido al miofibroblasto (Friedman, 2003).

NFKB/REL UN PROMOTOR DE LA FIBROGE-
NESIS HEPATICA

La activacién de las células estelares es asociada
con una inusual y persistente activacion del NFkB,
sin embargo, diversos reportes indican que no es un
factor clave en el proceso de la activacion de estas
células, ya que al inhibir la activaciéon de NFxB, no
se altera la morfologia de las células estelares acti-
vadas o la expresion de genes caracteristicos de las
células estelares activadas como son: la a actina y
la colagena. No obstante NF«B juega un papel im-
portane las células estelares activadas, ya que les
confiere resistencia a la apoptosis (Lang, 2000).

Las células estelares en estado “quiescente” o
no activadas carecen de NFxB/Rel nuclear, mien-
tras que las células estelares activadas muestran
NF«B nuclear, lo cual es relacionado con la expre-
sion de genes responsivos de NFkB/Rel, como la
expresion de la molecula de adhesion intracelular,
IL-6 entre otros (Schmid, 2000).

Las células estelares hepaticas expresan de ma-
nera predominante el complejo cldsico p65:p50,
sin embargo también se puede encontrar el homo-
dimero p65. De la misma manera se ha reportado
la aparicién de un tercer complejo indefinido de
NF«B. Como resultado de ello las células estela-
res “activadas se caracterizan por la expresion de

un amplio juego de genes que no son expresados
por las células estelares en estado quiescente, en-
tre estos genes podemos mencionar la interleucine
6 (IL-6) y la molecula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1)(Schmid, 2000).

NFKB Y SU PAPEL EN LA ENFERMEDAD
HEPATICA ALCOHOLICA

La ingesta crénica de etanol conduce a un amplio
espectro de cambios morfolégicos y metabolicos
y metabolicos en el higado los cuales conducen a
un estado patologico denominado enfermedad he-
patica alcoholica. Una de las principales formas de
dafio por la ingesta cronica de alcohol es el desa-
rrollo de la fibrosis hepéatica (Thurman, 1998).

En los ultimos afios se ha puesto una conside-
rable atencién para poder delinear algunos de los
factores involucrados en la patogénesis del dano
ocasionado por la enfermedad hepdtica alcoholi-
ca. Una de las hipétesis es la generacion de endo-
toxinas e intermediarios reactivos de oxigeno, los
cuales incrementan la activacion de NFxB en las
células del higado.

La translocacion al nicleo de NFkB se ha aso-
ciado con cambios necroinflamatorios en el higa-
do en ratas que fueron tratadas con alcohol. La
activacion del factor nuclear ocurre después de la
degradacion proteolitica de IkBa, prmitiendo la
translocacion de NFxB al ndcleo, iniciando asi la
transcripcion de genes (Nanji, 1999).

Los mecanismos que producen la enfermedad
hepatica alcohdlica no han sido completamente di-
lucidados, sin embargo, se ha reportado que el me-
tabolismo oxidativo del etanol provoca diferentes
cambios a nivel celuar y molecular. Dentro de éstos
se ha mencionado dafio a nivel mitocondrial estrés
oxidativo y sobreproduccion de citocinas inflama-
torias las cuales contribuyen al desarrollo de esta
enfermedad.

El acetaldehido, producto oxidativo del meta-
bolismo de etanol juega un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad hepética alcohdlica, de
manera que se ha establecido una correlacion entre
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la generacion del acetaldehido y el dafio hepético
(Liebre, 1994). Diversos reportes indican al acetal-
dehido como un agente pro-fibrogénico per se. El
acetaldehido incrementa la expresion de diferentes
cotocinas proinflamatorias y pro-fibrogénicas.

Diversos reportes indican que estos eventos
son llevados a cabo a través de la activacion del
NF«B en hepatocitos (Gomez Quiroz y col., 2005;
Roman, 1999) asi como en células estelares hepa-
ticas en donde la activacion del NFkB fue mediada
por la degradacion de IkBa inducida por el acetal-
dehido.

La relacion entre la activacion del factor nu-
clear y el dafio en el higado ha dado margen a una
gran especulacion, sin embargo, un mecanismo
obvio por el cual se establece una relacion, es que
NFxB actia como un intemediario, en el incremen-
to de la expresion de citocinas y de quimicinas in-
volucradas en la inflamacién y la necrisis hepatica
(Nanji y col., 1999).

INHIBIDORES DE NFKB

Dado que NFkB juega un papel muy importante en
estados patoldgicos, se han realizado diversos es-
tudios para analizar los efectos benéficos de inhibir
NFxB. Diversos puntos de la via de transduccion
de NFxB han sido blanco de numerosos inhibido-
res: como la activacion de IKK, la fosforilacion y
la degradacion del IkB, la translocacién nuclear de
NFxB, y la actividad transcripcional.

FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS
Algunos agentes antiinflamatorios como el dcido
salicilico, ejercen su efecto, al menos de forma par-
cial a través de la inhibicién de NFkB, mediada por
la inhibicion competitiva del sitio de union de ATP
de la kinasa IKKf} (Yin y col., 1998).
Sufasalazina, también ha mostrado inhibir a
NFkB a través de la unién con IKK‘E B y bloquear
actividad catalitica. También se ha reportado que
algunas prostaglandinas como la prostaglandina
Al se unen de manera covalente a IKKP (Mann,
2002).

Asimismo, algunos compuestos naturales como
los flavonoides presentes en plantas, bloquean la
actividad de IKK (Yang y col., 2001).

Datos obtenidos en nuestro laboratorio indican
que la pentoxifilina, un derivado de la metilxantina
protege de la degradacion de IkBa y evita la trans-
locacion del NFxB al nucleo, en células estelares
hepaticas de rata expuestas a acetaldehido.

INHIBICION DE NFKB COMO ESTRATEGIA
TERAPEUTICA EN LA FIBROSIS HEPATICA
Existen diversas estrategias para tratar a la fibrosis
hepatica, como el uso de agentes antiinflamatorios
(corticoiteroides e interleucina-10); antagonistas
del factor de necrosis tumoral o (TNF-a), en el uso
de agentes antioxidantes (Vitaminas E, S adenos-
yl metionina); agentes que bloquean las funciones
efectoras de las células estelares en la fibrogéne-
sis; el uso de antagonistas del factor de crecimiento
transformante 3 (TGF-f); inhibidores de la prolife-
racion celular; agentes que modulan la degradacion
de colagena.

Una nueva alternativa en el tratamiento de la
fibrosis hepdtica es llevar a las células estelares he-
paticas a apoptosis. La sulafasalazina es inhibida
selectiva de la activacion del NFxB y su mecanis-
mo consiste en inhibir la autofosforilacién de IKKa
y IKKf3. Se ha reportado que sulfasalazina revierte
la fibrosis inducida con tetracloruro de carbono en
ratas, ya que lleva a las células estelares a apopto-
sis de manera selectiva (Oakley y col., 2005).

CONCLUSIONES

En los ultimos afios se han realizado grandes avan-
ces en cuanto a la sefializacion del IKK/NFkB.
Diferentes patologias han sido vinculadas con una
alteracion en la via de sefializacion del NFxB; aun
cuando los resultados son promisorios, son nece-
sarias nuevas investigaciones que corroboren estos
resultados.
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RESUMEN

Los efluentes industriales, los corredores agricolas y las aguas residuales municipales contienen sustancias
desconocidas y mezclas complejas que representan un riesgo potencial para la salud de los organismos
expuestos. Se evalian marcadores de dafo citogenético —como intercambios de cromatidas hermanas y
aberraciones cromosdémica— y marcadores de proliferacion celular inducidos por el agua y los sedimentos
del Sistema Hidrol6gico Atoyac-Zahuapan, asi como también por efluentes industriales, empleando como
sistemas de prueba células meristematicas de la raiz de Vicia faba y linfocitos humanos en cultivo. El ori-
gen de la genotoxicidad esta relacionado con los desechos industriales y domésticos que se vierten al rio.

INTRODUCCION
La contaminacién ambiental no es un fenémeno re-
ciente o accidental como se ha pensado, figura en-
tre los problemas mds antiguos con que ha contado
la humanidad. Este fenémeno se debe a que gran
cantidad de desechos tanto liquidos como sdélidos,
provenientes de efluentes urbanos, industriales y
agricolas, se arrojan a los principales rios y arroyos
(McGeorge y col., 1985).

Durante afios la disposicion irresponsable e
inadecuada de residuos peligrosos sumada a las
fugas y derrames de diversas sustancias, ha ocasio-

nado un grave problema de calidad del ambiente.
En nuestro pais, hasta el momento, no se han rea-
lizado estudios globales en los que se cuantifiquen
y clasifiquen los residuos industriales como conta-
minantes potenciales del aire, del suelo y del agua,
que permitan establecer mecanismos de control y
evitar problemas de salud en la poblacién y dafios
al ambiente. Para solucionar este problema de con-
taminacion se necesita en un principio del estudio
y caracterizacion de los agentes contaminantes
(Cuzcano, 2001).
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La escasa investigacion en el drea ambiental
arroja consecuencias importantes que incluyen la
falta de legislacion para el manejo de residuos peli-
grosos, la falta de técnicas para hacer la evaluacion
inicial en un sitio contaminado por estos residuos,
la irresponsabilidad de los “contaminadores” y el
alto costo econémico que significa remediar un
suelo, un cuerpo de agua y/o un flujo de agua sub-
terrdnea.

CALIDAD DEL AGUA EN MEXICO
De acuerdo con la Comision Nacional del Agua
(CNA), en algunas regiones del pais se puede ob-
servar un deterioro marcado en la calidad del agua,
entre las mas contaminadas se encuentran las cuen-
cas de los rios Lerma, Chapala, Santiago, San Juan,
Balsas, Blanco, Pdnuco, Nazas y Bravo, por lo que
se ha considerado de primer orden darles atencion
y saneamiento (CNA, 1997).

En general, las principales fuentes de conta-
minacion del agua se clasifican en tres grupos, de
acuerdo a su procedencia:

* Sector social: corresponde a las descargas de
residuos de origen doméstico y publico que
constituyen las aguas residuales municipales.
Esté relacionado con la cobertura de los servi-
cios de agua potable y alcantarillado, se incre-
menta en los grandes asentamientos urbanos.
La poblacién mexicana en un 60% estd con-
centrada en las grandes ciudades. Se calcula
que el 57% de las aguas residuales se generan
por la poblacién, principalmente por las zonas
localizadas en torno a las ciudades de Méxi-
co (23%), Monterrey (4.1%) y Guadalajara
(4%).

Sector industrial: estd integrado por las descar-
gas generadas de las actividades de extraccion
y transformacién de recursos naturales usados
como bienes de consumo y satisfactores para
la poblacién. Se calcula que la industria gene-
ra el 43% de las aguas residuales.

* Sector agropecuario: constituido por los efluen-

tes de las instalaciones dedicadas a la crianza 'y
engorda de ganado y por las aguas de retorno
de los campos agricolas. Se calcula que la su-
perficie agricola de riego y temporal es de 28
millones de hectareas, donde se usan 92,500
millones de m3 de agua y se consume el 82%
de ella, por lo que la generacion de aguas resi-
duales es del 12% (11,100 millones de m3).

PROBLEMAS DE CONTAMINACION POR
EFLUENTES INDUSTRIALES EN CURSOS
DE AGUAS

Una vez que los rios u otros cursos de agua reciben
descargas domésticas, municipales y efluentes de
origen industrial, comienza el problema de con-
taminacion o degradacién de sus propiedades, es
decir disminuye la calidad del agua, la hace menos
util y modifica su condicidn de elemento beneficio-
so para la salud, convirtiéndola en factor de amena-
za para la misma.

EFECTOS ADVERSOS SOBRE LA SALUD Y
EL AMBIENTE
La actividad industrial ha dado como resultado la
aparicion en el ambiente de numerosos compuestos
téxicos, muchos de éstos han sido asociados con
efectos adversos para la salud humana que inclu-
yen profundas transformaciones celulares relacio-
nadas no so6lo con citotoxicidad, sino también con
dafios cromosdmicos, cdncer y anomalias en la re-
produccién (Hemminki, 1990). En todos los casos
se trata de agentes quimicos que actiian dafiando
la molécula de ADN. Estos compuestos conocidos
como genotdxicos son por lo tanto cancerigenos y
teratdgenos en potencia (Morettén y col., 1990).
En poblaciones que viven cerca de sitios de des-
carga de desechos peligrosos, se ha encontrado que
la exposicion a desechos industriales genotéxicos
puede ser un factor que propicie una serie de en-
fermedades, un incremento en el cancer gastroin-
testinal (Najem y col., 1985; Griffith y col., 1989),
de anomalias reproductivas (Vianna y Polan, 1984;
Goldman y col., 1985; Paigen y Goldman, 1987)



y de malformaciones congénitas (Goldman y col.,
1985; Scarlett-Kranz y col., 1987) asimismo se ha
observado un incremento, comparado con un lote
control, de 13 veces mas el riesgo de mutagenici-
dad de la orina entre empleados que manejan las
plantas de tratamiento de desechos y los que mane-
jan una variedad de desechos municipales, comer-
ciales e industriales.

PROBLEMATICA DEL AGUA EN EL ESTADO
DE TLAXCALA

Entre los principales problemas ambientales que
presenta el territorio tlaxcalteca, estd la degrada-
cion en la calidad del agua de su principal recurso
hidrico, el Sistema Hidrolégico Atoyac-Zahuapan,
considerado de primer orden por recibir descargas
tanto urbanas como industriales.

SISTEMA HIDROLOGICO
ATOYAC-ZAHUAPAN

El rio Zahuapan, principal corriente en el estado,
junto con el rio Atoyac forma la cuenca alta del rio
Balsas, que tiene un drea de cuenca (aproximada)
del 78% del territorio tlaxcalteca.

La cuenca del rio Balsas empieza su curso en
el estado de Tlaxcala y lleva por nombre rio Za-
huapan. Esta es la corriente principal en el estado,
tiene una longitud de 82.7 Km. y un édrea de cuen-
ca de 1,493.9 Km2. Se origina en los escurrimien-
tos que descienden de la vertiente sur de la Sierra
de Tlaxco, casi en los limites entre los estados de
Puebla y Tlaxcala, desciende desde una altitud de 3
418 msnm, 20 Km aguas abajo escurre inicialmen-
te al suroeste, hasta la poblacién de Atlangatepec
en donde aguas arriba se construyé la presa de San
José Atlangatepec hasta confluir con el Atoyac en el
municipio de Xicohtzinco, Tlaxcala INEGI 1986).

En su recorrido este rio y sus afluentes sirven
para irrigar mas de 15,000 hectareas de diferentes
cultivos y sirven como cuerpos receptores de aguas
residuales, municipales e industriales, asi como
medio de disposicion de desechos sélidos, princi-
palmente en las zonas de Chiautempan, Tlaxcala,

Zacatelco, Teolocholco, Xicohtzinco y Panzacola
(CGE, 2003).

LA PROBLEMATICA DEL
ATOYAC-ZAHUAPAN

El rio Atoyac desde San Martin Texmelucan, Pue-
bla y hasta la confluencia con el rio Zahuapan se
clasifica como un rio muy contaminado, teniendo
en cuenta que conduce agua residual tanto de ori-
gen municipal, como industrial que descargan di-
rectamente. Esta problemadtica ocasiona que el rio
Atoyac en dicho tramo presente (en funcion de la
concentracion de agentes quimicos y bioldgicos)
un indice de calidad del agua con promedio de 30,
siendo aceptable su uso sélo en riego agricola (fo-
rrajes), excepto hortalizas, quedando restringido
en piscicultura, recreacién con contacto primario y
preservacion de la vida acudtica (CGE, 2003).

En el estado de Tlaxcala se encuentran asen-
tadas 36 empresas, las cuales generan aproxima-
damente un caudal de 3,030.80 m’/dia de agua
residual que se descargan a la cuenca de los rios
Atoyac-Zahuapan.

La industria manufacturera es la de mayor im-
portancia siendo las ramas textil y de confeccion
las que concentran el 53.8% del numero de esta-
blecimientos, siguen en importancia la industria de
alimentos, bebidas y tabacos con el 6.4%; quimi-
ca 5.9%; hule y plésticos 3.9%; metal-mecénica
3.1%; papel y celulosa 1.7%; minerales no meta-
licos 5.6%; metal basica 4.8%; productos eléctri-
cos 3.9%, madera 1.7%, farmacéuticos 0.3%, otras
8.9% (SECOFI, 1992).

La situacion del agua de las principales fuentes
hidricas del estado es preocupante, sobre todo por-
que no se sabe el impacto que en la salud y en el
ambiente pueden producir, producen, o estin pro-
duciendo los contaminantes que traen arrastrando
nuestros principales rios, ya que su utilidad para
el riego agricola no esté restringido y no se sabe
si representan un riesgo a largo plazo porque no
se ha hecho un estudio detallado de los dafios que
pueden ocasionar.
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ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE LOS
EFECTOS A NIVEL GENETICO

El potencial genotoxico de los desechos y efluen-
tes industriales peligrosos puede ser establecido
utilizando alguno de los mds de 200 bioensayos
genéticos a corto plazo que estdn disponibles para
ayudar a la identificacién de agentes que presentan
un riesgo para los seres humanos, s6lo unos pocos
se han utilizado para este propdsito. Se ha evaluado
el dafio cromosémico inducido por éstos en hon-
gos plantas y cultivos de células animales (Waters
y col., 1988).

El anélisis toxicoldgico y genotoxicoldgico de
mezclas complejas es uno de los principales focos
en la investigacion toxicoldgica actual. La evalua-
cién de las mezclas complejas representa un pro-
blema cientifico formidable ya que la mayoria de
la informacidn toxicoldgica disponible reciente ha
sido obtenida de estudios con sustancias aisladas
y no es facil transferirla a mezclas de compuestos.
Aunque no existen estrategias especiales ni protoco-
los estandarizados disponibles para determinar efec-
tos toxicos o genotoxicos de mezclas complejas, los
conceptos fundamentales de evaluacion son los mis-
mos para sustancias aisladas (Muller y col., 2002).

Existe un incremento del riesgo genotoxico-
légico en personas que viven o trabajan en areas
industriales, evidenciado por incrementos en las
frecuencias de AC, ICH y alteraciones en el IR y
la CPC Los efectos de algunos factores biologicos
(género, edad), estilos de vida (héabitos de fumar y
beber, dreas de residencia) y época del afio, deben
ser considerados (Major y col. 1998).

Varios millones de toneladas de desechos in-
dustriales genotdxicos y/o carcinogénicos son li-
berados al ambiente cada afio. La caracterizacion
quimica de estos materiales de desecho puede ra-
ramente proveer de una adecuada evaluacion de su
genotoxicidad y de su peligro potencial. Los bio-
ensayos no requieren informacién previa sobre la
composicién quimica y pueden de manera efectiva
evaluar la genotoxicidad de materiales residuales
complejos.

El estado de Tlaxcala no es ajeno a esta proble-
matica, el Sistema Hidrolégico Atoyac-Zahuapan
recibe efluentes domésticos, agricolas e industria-
les que se descargan en cantidades cada vez ma-
yores, lo que ha producido un incremento en la
contaminacién y consecuentemente de los riesgos
genotoxicos potenciales sobre las plantas, los ani-
males y el hombre mismo. Teniendo en cuenta la
enorme cantidad de desechos peligrosos y el riesgo
potencial sobre la poblacion, es necesario llevar a
cabo un andlisis de la genotoxicidad de los dese-
chos y de los efluentes industriales en el estado,
empleando diferentes bioensayos genéticos tanto
animales como vegetales.

La determinacion de la mutagenicidad u otro
tipo de dafio producido por las muestras de agua,
constituye una herramienta util para identificar si-
tuaciones peligrosas para la salud humana, para asi
tomar medidas de control o prevencién del riesgo.
De ahi que las pruebas bioldgicas sean considera-
das como una opcion excelente en el drea de moni-
toreo ambiental (Gumsille, 1990).

ALGUNOS ESTUDIOS REALIZADOS EN EL
ESTADO DE TLAXCALA

Genotoxicidad de los sedimentos y agua del Sistema
Hidrolégico Atoyac-Zahuapan en las células meris-
tematicas de Vicia faba (Romano-Galicia, 1999).

Empleando como sistema de prueba las células
meristematicas de la raiz de Vicia faba y como mar-
cador de dafo las alteraciones cromosdmicas en
anafase, asi como los efectos sobre el indice mitoti-
co (IM), se realizaron estudios con los sedimentos
y agua del Sistema Hidrolégico Atoyac-Zahuapan,
dando un tratamiento de 4 horas con dos tiempos
de recuperacion (18 y 44 h). Los lugares de mues-
treo fueron: Panotla, Xicohtzinco-Zahuapan Presa
San Lucas y Xicohtzinco-Atoyac.

Los resultados mostraron que todos los puntos
analizados indujeron alteraciones cromosomicas,
como aberraciones (fragmentos y puentes senci-
llos) y cromosomas con centromero inactivado
(CCI) tanto a las 18 h (Figura 1) como a las 44
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h de recuperaciéon (Figura 2) de igual manera las
muestras analizadas fueron capaces alterar el IM
de las células meristemdticas de la raiz de Vicia
faba (Figura 3).

Este hecho permite considerar a los sedimen-
tos y el agua del Sistema Hidrolégico Atoyac-Za-
huapan, capaces de producir dafio en el material
genético en este organismo y bajo las condiciones
de estudio.

En Panotla, el primer punto muestreado, s6lo se
observan dafios al centrémero sin algin efecto so-
bre el ADN, en el segundo punto que corresponde
a Xicohtzinco presenta induccion de dafio al ADN,
esto quizas se deba a la acumulacién de los diferen-
tes contaminantes que son desechados por diversas
industrias entre las que se encuentran fabricas de
papel y tienen como desechos principales, celulosa
de papel, minerales, grasas y aceites, que se suman
al drenaje municipal que de alguna manera pudiera
estar influyendo.

Los puntos en el Atoyac, que viene del esta-
do de Puebla, tienen un comportamiento diferente,
la presa San Lucas muestra los efectos mas altos
sobre el ADN asi como sobre el centromero, esto
quizds se debe a la gran cantidad de mezclas pro-
venientes de las industrias del estado de Puebla y
al entrar a Tlaxcala se mezclan con descargas de
las industrias maderera, automotriz, de alimentos y
bebidas, de minerales no metdlicos y petroquimica,
que hace que se tornen mds eficientes para inducir
efecto clastogénico.

Al llegar a Xicohtzinco-Atoyac los efectos so-
bre el ADN disminuyen al igual que para los CClI,
esto quizés se debe a la disminucién de los conta-
minantes durante el trayecto.

Los resultados de este trabajo demuestran un
peligro latente para los pobladores de las diferentes
comunidades que se encuentran aledafias al Siste-
ma Hidrolégico Atoyac-Zahuapan.

Los sedimentos y el agua fueron eficientes en la
induccidn de alteraciones cromosOmicas y capaces
de alterar el (IM), basado en estas observaciones,
los podemos considerar como clastogénicos.

Frecuencia de Alteraciones (%)
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Figura I. Frecuencia de alteraciones cromosémicas inducidas por muestras
de agua y sedimentos del Sistema Hidroldgico Atoyac-Zahuapan del estado
de Tlaxcala en células meristematicas de la raiz de Vicia faba, después de 4
horas de exposicion con 18 horas de recuperacion
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Figura 2. Frecuencia de alteraciones cromosoémicas inducidas por muestras
de agua y sedimentos del Sistema Hidroldgico Atoyac-Zahuapan del estado
de Tlaxcala en células meristematicas de la raiz de Vicia faba, después de 4

horas de exposicion con 44 horas de recuperacion.
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Figura 3. Efectos sobre el indice mitético inducidos por muestras de agua
y sedimentos del Sistema Hidroldgico Atoyac-Zahuapan del estado de Tlax-
cala en células meristematicas de la raiz de Vicia faba, después de 4 horas de
exposicion con 18 y 44 horas de recuperacion.
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El punto con menor incidencia de alteraciones,
fue Panotla y coincide con el lugar que presenta
menor industrializacion.

Al incrementarse el niimero de industrias que se
encuentran en la rivera del Zahuapan, los efectos so-
bre el ADN y el centrémero se incrementan, el punto
mas critico de esta vertiente, fue Xicohtzinco.

En el Atoyac, el primer punto muestreado fue
la Presa San Lucas, es el que presenta la mayor in-
cidencia de alteraciones tanto a nivel cromosdmico
como del centrémero, coincidiendo, al igual que
en el caso anterior, con la existencia de un mayor
nimero de corredores industriales, rio abajo en
Xicohtzinco-Atoyac los efectos disminuyen proba-
blemente debido a la dilucion de los contaminantes
por la disminucion de numero de industrias.

MONITOREO DE LA CAPACIDAD
GENOTOXICA DEL AGUA DEL RIO
ZAHUAPAN EN XICOHTZINCO, TLAXCALA
(Meneses, 1999)

Se realiz6 un monitoreo de las aguas del rio Zahua-
pan en Xicohtzinco durante cuatro meses de 1997
(marzo-abril correspondientes a la época de secas
asi como mayo-junio representando la época de
lluvias), para evaluar el riesgo genético potencial
del agua del rio.

La metodologia propuesta para el manejo de
las muestras de agua, consistié en el uso de mez-
clas complejas no concentradas ni fraccionadas
para evitar la pérdida o alteracién de alguna de las
sustancias presentes en la muestra, debido a que
uno de los objetivos de esta investigacién era im-
plementar una metodologia simple sin incrementar
los costos.

Los resultados obtenidos mostraron que los
volimenes probados (100, 250, 500, 1000), fueron
incapaces de inducir efectos estadisticamente sig-
nificativos sobre la frecuencia de ICH y sobre la
CPC, e indice de replicacion (IR), tanto en la época
de secas como en época de lluvias, durante 1997 y
bajo las condiciones de estudio (Figuras 4 y 5).

El municipio de Xicohtzinco forma parte del

corredor industrial Zacatelco-Xicohtzinco-Panza-
cola en donde se encuentran asentadas 38 indus-
trias: 4 dedicadas al ramo de la quimica, 3 metal-
mecdénica, 3 de alimentos y bebidas, 4 al ramo de
construccién, 16 textileras, 6 hules y pldsticos, 1
de acumuladores para automoviles y 1 curtidora de
pieles y cuero.

Durante el monitoreo en el periodo de seca y
lluvias no existieron diferencias estadisticamen-
te significativas que mostraran algin efecto de la
precipitacion sobre el potencial genotdxico de las
muestras del rio en Xicohtzinco (Figuras 4y 5).

Frecuencia de ICH / Metafase
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Figura 4. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas inducidos
por muestras de agua del Sistema Hidroldgico Atoyac-Zahuapan en Xico-
htzinco Tlaxcala en linfocitos humanos en cultivo de 72 h, después de 48 h
de exposicion.
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Figura 5. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular inducidos por
muestras de agua del Sistema Hidrolégico Atoyac-Zahuapan en Xicohtzin-
co Tlaxcala en linfocitos humanos en cultivo de 72 h, después de 48 h de
exposicion.
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EFECTOS CITOGENETICOS EN LINFOCITOS
HUMANOS EN CULTIVO INDUCIDOS POR
LAS AGUAS DEL RIO ZAHUAPAN EN PA-
NOTLA TLAXCALA (Maldonado, 1999).

En este trabajo se evaluaron los efectos citogené-
ticos inducidos por las aguas del rio Zahuapan en
Panotla, Tlaxcala, mediante el analisis de la fre-
cuencia de ICH y la evaluacion de sus efectos so-
bre la CPC, empleando como sistema de prueba a
los linfocitos humanos en cultivo. Al igual que en
el estudio anterior se muestred el lugar durante 4
meses del afio.

Al aplicar las pruebas estadisticas correspon-
dientes, encontraron que las diferencias en las
frecuencias de ICH entre los grupos tratados y su
testigo no fueron estadisticamente significativas, lo
mismo ocurre con la CPC para los diferentes meses
evaluados (Figuras 6y 7).

Las diferencias obtenidas en ambos periodos,
marzo-abril y mayo-junio, representativos de la
época de secas y de lluvias respectivamente no fue-
ron estadisticamente significativas (Figuras 6 y 7).

Evaluacién del potencial genotdxico de aguas
residuales: el caso de la industria textil de Santa Ana
Chiautempan, Tlaxcala (Zamora y Vazquez, 2000).

En el estado de Tlaxcala y de manera especial en
el municipio de Santa Ana Chiautempan, el desarro-
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Figura 6. Frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas inducidos
por muestras de agua del Sistema Hidrolégico Atoyac-Zahuapan en Panotla
Tlaxcala en linfocitos humanos en cultivo de 72 h, después de 48 h de ex-
posicion.

llo de la industria textil es notable, sin embargo, éste
va acompafado de problemas ambientales como es
el caso de la contaminacién del agua por los efluen-
tes que arroja al drenaje y a los cuerpos de agua, la
mayoria de las veces sin tratamiento alguno.

Zamora y Vdazquez analizaron muestras de
aguas residuales de una industria textil a diferentes
volimenes (12.5, 25, 50, 100 y 125 ul) utilizan-
do como sistema de prueba linfocitos humanos en
cultivo y como marcador de dafio los intercambios
de cromatidas hermanas (ICH) asi como el efecto
sobre la cinética de proliferacion celular (CPC) y
sobre el indice mitético.

Los resultados obtenidos demuestran la inca-
pacidad de estos efluentes para inducir ICH, pero
fueron capaces de afectar la CPC y el IM, a 125 ul
para el primero y en todos los volimenes probados
para el IM (Figuras 8-10).

Considerando lo anterior, los datos que ofrece
el IM muestran que ciertamente existe un efecto
letal inducido por agentes que son peligrosos aun
es dosis muy bajas (Figura 10).

Los resultados negativos con respecto a geno-
toxicidad, en esta investigacion, pueden deberse
principalmente a la excesiva toxicidad de las mues-
tras, la cual las hace incompatibles para probarse
directamente en el sistema bioldgico.
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Figura 7. Efectos sobre la cinética de proliferacion celular inducidos por
muestras de agua del Sistema Hidrologico Atoyac-Zahuapan en Panotla
Tlaxcala en linfocitos humanos en cultivo de 72 h, después de 48 h de ex-
posicion.
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ANALISIS DE LA PROLIFERACION CELU-
LAR Y FRECUENCIA DE INTERCAMBIO DE
CROMATIDAS HERMANAS EN LINFOCITOS
HUMANOS EN CULTIVO EXPUESTOS A
EFLUENTES INDUSTRIALES (SANCHEZ-
Alarcoén, 2005).

En este trabajo se evalué la genotoxicidad y cito-
toxicidad de efluentes del corredor industrial Quet-
zalcoatl y de una petroquimica, localizadas en San
Martin Texmelucan, Puebla y que descargan sus
aguas residuales al sistema hidrolégico Atoyac-Za-
huapan, principal corriente en el estado de Tlaxcala

Para ello, se utilizaron como sistema de prueba
los linfocitos humanos en cultivo y como marcado-
res de dafio se analizaron los intercambios de cro-
matidas hermanas (ICH), la cinética de proliferacion
celular (CPC), el indice de replicacién (IR), el indice
mitético (IM) y el indice de estimulacion (IE).

En términos generales los resultados obtenidos
indicaron la capacidad genotdxica de los efluentes
al inducir una mayor frecuencia de ICH, en mayor
cantidad para la petroquimica y en menor frecuencia
para el corredor industrial Quetzalcéiatl. En cuanto
a toxicidad, los resultados mostraron la gran capaci-
dad citotéxica por parte de ambas muestras asi como
de sus concentrados. Los efluentes de la petroquimi-
ca presentaron mayor toxicidad, un poco menor es la
respuesta del corredor industrial Quetzalcéatl, pero
no es nula al compararla con el testigo.

Es importante hacer un monitoreo exhaustivo
de todas las industrias que contaminan el principal
sistema hidroldgico en el estado, para poder imple-
mentar mecanismos de control y reducciéon de los
riesgos potenciales para la salud y el para ambiente.

CONSIDERACIONES FINALES
Los efluentes industriales, los corredores agricolas
y las aguas residuales municipales contienen sus-
tancias desconocidas y mezclas complejas que son
liberadas al ambiente y pueden llevar a la conta-
minacion de las aguas superficiales y subterrdneas
(Andrade, 2004).

El nivel de contaminacion o calidad del agua
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superficial es determinada por anélisis fisicoquimi-
cos, saprobioldgicos y radioldgicos, recientemente
también citogenéticos y genotéxicos. Estos son in-
dispensables para la evaluacién de las reacciones
de los organismos hacia la compleja contamina-
cién ambiental e indican los efectos sinérgicos po-
tenciales de varias sustancias contaminantes per-
judiciales, mientras que los andlisis fisicoquimicos
sOlo proporcionan determinaciones de la presencia
y de las diferentes concentraciones en las que se
encuentran.

El origen de la genotoxicidad en el agua estd
relacionado con los desechos industriales y domés-
ticos, contaminacion por productos agricolas o ain
por productos naturales potencialmente reactivos.

La contaminacion de las aguas superficiales es
un capitulo importante en el estudio de la genotoxi-
cidad de mezclas complejas. Los rios y lagos son
los mayores reservorios de agua como una fuente
de alimento, para beber/consumir, riego agricola,
propoésitos de recreacidon y procesos industriales.
Diversos estudios sobre aguas superficiales se han
llevado a cabo usando diferentes propuestas para
la evaluacion genotdxica y han reportado contami-
nacion de éstos por sustancias que inducen dafio
genético (Stahl, 1991; Houk, 1992).

En el estado de Tlaxcala, al igual que en el
resto de la Republica, la liberacion de las aguas
residuales es regulada por la norma oficial NOM-
001-ECOL-1996, con ella se establecen los limites
maximos permisibles de contaminantes contenidos
por los efluentes, con el propdsito de proteger su
calidad y posibilidad de uso. En esta norma s€olo
se determinan 8 parametros basicos (temperatura,
grasas y aceite, materia flotante, sélidos sedimenta-
bles, sélidos suspendidos totales, DBO, nitrégeno
total y fésforo total) y 9 para metales pesados y cia-
nuros (As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb, Zn y cianuro).

Las caracterizaciones quimicas son el punto de
apoyo en el que se basan las reglamentaciones para
el manejo y disposicion de los desechos y efluentes
industriales. Sin embargo, estas determinaciones
son limitadas en la cantidad y tipo de informacién

que proporcionan. La presencia de compuestos
determinados es insuficiente para reflejar la gran
cantidad de sustancias que integran este tipo de re-
siduos. Ya se ha demostrado que los analisis qui-
micos han fallado en identificar compuestos ge-
notoxicos relevantes (Houk, 1992). Ademas, estos
andlisis no toman en cuenta los cambios en toxici-
dad que pueden ocurrir dentro de una mezcla debi-
do a las interacciones quimicas o a la produccién
de metabolitos toxicos resultantes de varias rutas
de degradacién tanto quimicas como biolégicas.

Los efectos bioldgicos no pueden predecirse
de manera confiable del simple conocimiento de
la composicién quimica, especialmente cuando se
considera la exposicion a las sustancias combina-
das. Asi que, las pruebas bioldgicas de toxicidad,
en las que se expone a los seres vivos a todos los
agentes biodisponibles en una muestra, destacan
los efectos de los procesos de biodegradacion, bio-
transformacion, adsorcion y sinergismo (Dutka y
col., 1998).

Las limitaciones inherentes en los analisis qui-
micos, comienzan a ser reconocidas por los legis-
ladores y en las regulaciones se comienza a reflejar
esta preocupacién. Como consecuencia, ya se estd
recomendando la incorporaciéon de métodos para
evaluar la genotoxicidad junto con los anélisis qui-
micos especificos.

Aunque el impacto de los desechos genotoxi-
cos sobre el ambiente y el significado para la salud
humana son dificiles de predecir, con los estudios
presentados se ha logrado la obtencion de datos
importantes que pueden dar pie a estudios poste-
riores e investigaciones que examinen la capacidad
genotoxica del agua del rio, de sus sedimentos y
de los efluentes de otras ramas industriales en el
estado, en un esfuerzo por definir las consecuen-
cias a largo plazo sobre la biota que se encuentra
continuamente en contacto. Por consiguiente, se
debe reconocer también que la determinacion de
los efectos toxicos ocasionados por las aguas resi-
duales evaluadas en este estudio son el primer paso
en el analisis de los recursos hidricos, los cuales
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deben ser continuados de forma regular para lograr
una mejor comprension de los riesgos potenciales,
asi como el dar sustento a posibles medidas de so-
lucion que se requieren llevar a cabo.

CONCLUSIONES

Los efluentes, muestras de agua y sedimentos pro-
bados en los diferentes estudios, presentan resul-
tados que confirman la presencia de agentes geno-
tdxicos, asi como citotdxicos.

A pesar de que los efluentes y aguas cumplen
con la norma oficial, se hace necesario que de al-
guna manera en los estudios subsiguientes, se pue-
da establecer una norma para regular la emision de
sustancias genotdxicas, en los efluentes.

Esta claro que las aguas, los sedimentos y los
efluentes industriales examinados son téxicos, por
lo cual representan un riesgo potencial.

Con esta evaluacion se logré la obtencion de
datos importantes que pueden dar pie a estudios
posteriores, investigaciones que examinen la capa-
cidad genotoxica de los efluentes de otras ramas
industriales en el estado, en un esfuerzo por definir
las consecuencias a largo plazo sobre la biota que
se encuentra continuamente en contacto.
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Proporcion sexual en tres poblaciones
naturales de Drosophila Pseudoobscura
originarias de la Peninsula de Baja California

Victor M. Salceda'

RESUMEN

La proporcién sexual en las especies estd relacionada a un mecanismo aun no completamente explicado
de determinacion del sexo. En Drosophila el sexo se determina por la proporcion de cromosomas sexuales
contra los autosomas, ademads en varias especies del género ésta proporcion también estd relacionada con
la presencia de una inversion en el cromosoma sexual (X) que ocasiona una disminucidon y aun ausencia de
machos en la descendencia. En el presente trabajo se analiza la proporcién sexual en tres poblaciones natu-
rales de Drosophila pseudoobscura originarias de la Peninsula de Baja California. La proporcion sexual se
calcul6 segun la propuesta hecha por Darwin (1871) la cual es equivalente a decir cuantos machos hay por
cada 100 hembras. Las proporciones sexuales se analizaron considerando cada poblacion en forma global,
dividiendo la poblacién en homocigotos y heterocigotos y finalmente en categorias cariotipicas, asi para
nuestra primera observacion los resultados son: San Pedro Martir 74.5; Las Animas 95.4 y San Ignacio
103.6 machos por cada 100 hembras. Estos resultados sugieren que en la naturaleza existen mas hembras
que machos cuando menos en dos de las poblaciones y ademds la presencia de un gradiente Norte-Sur
para la caracteristica estudiada.

INTRODUCCION

Darwin (1859), menciona que la seleccion tiende a
igualar la proporciéon numérica de los sexos y que
cuando ésta tendencia produce un numero igual
de individuos de cada sexo ésta es ventajosa para
la especie, ésta condicién conduce al concepto de
equilibrio de Fisher (1930) en el que pone en jue-
go el valor adaptativo que confiere este parametro.
Posteriormente el mismo Darwin (1871) en su obra
“The descent of man...” le dedica una buena parte
de un capitulo al problema de la proporcién numé-

rica entre los sexos, donde sefiala la importancia
que representa la preponderancia de cualquiera de
los sexos, entre otras observaciones menciona que
el predominio de un sexo propicia la poligamia en
el sexo contrario y sobre todo sefiala la importan-
cia de esta proporcion en relacion a la seleccion na-
tural con respecto al sexo y por supuesto la ventaja
para la especie.

La proporcion sexual en las especies estd re-
lacionada a un mecanismo aun no por completo
explicado de determinacion del sexo. La mayoria
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de las especies, independientemente del sistema de
determinacion sexual que presenten, muestran una
igual proporcién de individuos para ambos sexos.
Asi, cuando el sexo estd determinado por el cromo-
soma sexual, entonces la proporcion de machos esta
controlada mediante la segregacion cromosomica
en el mecanismo de la meiosis del sexo heteroga-
mético, usualmente en los machos. En las especies
diploides la proporcion sexual estd principalmen-
te determinada por el balance génico en diferentes
combinaciones de los cromosomas sexuales.

En Drosophila el sexo se determina por la pro-
porcién de cromosomas sexuales contra los auto-
somas (Sturtevant, 1949), sin embargo se conocen
mecanismos mediante los cuales las proporciones
numéricas entre 1os sexos se ven alteradas, asi, en
varias especies de este género, como es el caso de
Drosophila pseudoobscura, D. persimilis y D. su-
bobscura entre otras, la proporcion sexual también
estd relacionada con la presencia de una inversion
en el cromosoma sexual (X) lo que ocasiona una
disminucién y atun ausencia de machos en la des-
cendencia de hembras portadoras de ésta inversion
originalmente detectada por Morgan y col. (1925)
y es un aspecto ampliamente estudiado en pobla-
ciones naturales de D. pseudoobscura, D. persi-
milis, D. subobscura entre otras y asi por ejemplo
tenemos los trabajos de Sturtevant y Dobzhansky
(1936), Dobzhansky y Epling (1944), Bryant y
col. (1982) en D. pseudoobscura y D. persimilis
en Estados Unidos y México; estudios similares se
han reportado para D. subobscura por Terzic y col.
(1997), Pascual y col. (2004).

Otro mecanismo que ocasiona distorciones en
la proporcion sexual en Drosophila es el denomi-
nado deriva meidtica reportado por vez primera por
Novitski (1947) en D. affinis, y se ha continuado
estudiado el fendmeno en otras especies, una cita
reciente es la de Cavasini y col. (2008) que incluye
una breve lista de autores.

Un tercer tipo de estudios referentes a la dis-
torcion de la proporcion sexual en Drosophila y en
especial en D. melanogaster es el iniciado por Kerr

y Kerr (1952) y continuado por Drescher (1964) y
denominado efecto limitado al sexo.

Estos tres tipos de mecanismos que alteran la
proporcion sexual son de importancia genética, sin
embargo en ésta ocasion no los abordamos con la
intensidad de otros estudios y s6lo nos referiremos
al caso de desviaciones en cuanto a la proporcién
numérica de los sexos, al cual se le ha prestado
poca atencion. EIl primer reporte al respecto en
Drosophila es el de 1"Heritier y col. (1936) quie-
nes observaron una relacion de 106.8 hembras por
cada 100 machos esto en D. melanogaster. Hay
que sefialar que ellos utilizan una expresion dife-
rente a la propuesta por Darwin (1871), nimero
de hembras por cada 100 machos; en su estudio
Pascual y col. (2004) reportan para D. subobscura
estudiando poblaciones naturales y experimentales
la existencia de mds machos que hembras en po-
blaciones naturales y mas hembras que machos en
las experimentales,

Con ésta informacién del fenémeno nos propu-
simos analizarlo en tres poblaciones naturales de D.
pseudoobscura y siguiendo la expresion propuesta
por Darwin, niimero de machos por cada 100 hem-
bras; por considerala de mayor originalidad y ser
diferente a aquellos estudios que dependen de una
u otra forma de mecanismos cromosémicos cono-
cidos.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron tres localidades de la Peninsula
de Baja California: San Pedro Martir y Las Animas
en Baja California y Oasis de San Ignacio en Baja
California Sur en donde se colectaron individuos
de D. pseudoobscura, estos fueron capturados me-
diante 20-25 trampas de plastico conteniendo fru-
tas en fermentacion colocadas cada 5-6 metros a
fin de cubrir la mayor drea posible , una vez que
las moscas empezaron a visitar las trampas se ini-
ciaron rondas de colecta cada 15-20 minutos du-
rante el tiempo de la colecta, normalmente de las
6 a las 10 h y de las 17 hasta obscurecer, y con la
ayuda de una red entomoldgica las moscas se cap-
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turaron, éstas fueron colocadas en grupos de 40-50
en tubos homeopdticos con alimento fresco para su
transporte al laboratorio en Ensenada. Ya en el la-
boratorio las hembras en forma individual se culti-
varon en frascos lecheros de un cuarto de litro con
alimento fresco donde se les permiti6 la postura de
huevecillos y se incubaron por 8 dias al cabo de los
cuales se extrajeron de cada cultivo diez larvas se
determiné su cariotipo y de esta forma se conocid
el genotipo de la hembra capturada en la naturale-
za, el cultivo se dejo en incubacion hasta la emer-
gencia de toda la descendencia, aproximadamente
8-10 dids més. Una vez emergida la progenie se
hicieron los conteos respectivos tomando nota del
total de individuos y cuantos de cada sexo, a par-
tir de ellos se calcularon las proporciones sexua-
les presentes en cada cultivo, para ello se uso la
expresion empleada por Darwin (1871): nimero
de machos por 100 dividido entre el nimero de
hembras, resultado que es equivalente al nimero
de machos por cada 100 hembras y que corrrespon-
de al pardmetro que en esta ocasidon nos interesa
analizar. Una vez concluidos los conteos y cdlculos
de las proporciones sexuales se hicieron las tablas
correspondientes. Los resultados se distribuyeron
en tres categorias: en forma global por poblacion,
por individuos cuya madre era homocigota o hete-
rocigota y por genotipo materno a fin de realizar las
comparaciones pertinentes mediante una prueba de
X?. El alimento empleado fue el de uso comtn en
el laboratorio a base de agar, harina de maiz, azi-
car, levadura de cerveza al que se le agrega acido
propionico y tegosept como conservador y fungici-
da, los cultivos se mantuvieron a temperatura de 25
+ 1° C y humedad relativa de 65 %.

RESULTADOS

La descendencia de 255 hembras de D. pseudoobs-
cura capturadas en la naturaleza fue contabilizada
para determinar la proporcion sexual (PS) presente
en las tres poblaciones analizadas; aunque la mues-
tra fue mayor sélo se consideraro aquellas hembras
que dejaron como minimo 20 descendientes con el

fin de no tener desviaciones debidas al tamafio de
muestra. La progenie se catalogd en forma global,
segtin el genotipo materno y dependiendo si la ma-
dre era homocigota o heterocigota, lo que nos da
tres opciones de comparacion. Las 255 hembras
produjeron un total de 10506 descendientes de los
cuales 5741 fueron hembras y 4763 machos. Con
la informacion de las tres categorias en que se agru-
paron los datos se elaboraron las Tablas 1,2y 3 que
muestran los resultados obtenidos, mismos que se
compararon intra e interpoblacionalmente. Los da-
tos de las poblaciones reflejan el comportamiento
del pardmetro estudiado en forma global para las
dos categorias cigéticas y dependiendo de la locali-
dad en diferentes categorias genotipicas: siete para
San Pedro Martir, seis para Las Animas y nueve
para San Ignacio. La proporcién sexual en forma
global nos di6 como resultado 83 machos por cada
100 hembras, valor que varié para cada poblacion
y segun se considere cada categoria. Los valores de
la PS fueron para San Pedro 74.5, Las Animas 95 .4
y San Ignacio 103.6 machos por cada 100 hembras,
seglin se observa en la Tabla 1.

Cuando se analiza la cigosidad, los homocigo-
tos presentaron una PS total de 82.5 machos por
cada 100 hembras, sin embargo ésta propocion va-
ri0 para cada poblacién, asi en San Pedro fue de
72.7, en Las Animas 88.2 y en San Ignacio 112.6
machos por cada 100 hembras; en tanto que este
valor para los heterocigotos fué de 83.4 como pro-
medio y los valores individuales de 76.1 para San
Pedro, 114.3 para Las Animas y 95.2 para San Ig-
nacio como se presenta en la Tabla 2.

Cuando se toma en consideracién el genotipo
materno la situacién es un poco diferente y com-
plicada debido a la presencia en las poblaciones de
un ndmero variable de genotipos desde seis para
Las Animas hasta nueve en San Ignacio y un nu-
mero intermedio, siete, en San Pedro. Los valores
a este respecto se presentan en la Tabla 3 en la que
se observa que el valor PS varia desde 66.7 hasta
120.1 machos por cada 100 hembras con un valor
global de 82.8 hembras por cada 100 machos, hay
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Tabla 1.- Proporcion sexual (PS) en tres poblaciones naturales de

Drosophila pseudoobscura.

# hembras | # machos PS n
San Pedro 3752 2795 74.5 140
Las Animas 1134 1082 95.4 64
San Ignacio 855 886 103.6 51
Total 5741 4763 83.0 255

Tabla 2.- Proporcion sexual (PS) en tres poblaciones naturales
de Drosophila pseudoobscura, cuando la madre es homocigota o

heterocigota.

MADRE HOMOCIGOTA

# hembras | # machos PS n

San Pedro 1746 1270 72.7 66
Las Animas 820 723 88.2 45
San Ignacio 414 466 112.6 25

Total 2980 2459 82.5 136

MADRE HETEROCIGOTA

San Pedro 2006 1525 76.1 74
Las Animas 314 359 114.3 19
San Ignacio 441 420 95.2 26

Total 2761 2304 83.4 119

Tabla 3.- Proporcion sexual (PS) en tres poblaciones naturales de
Drosophila pseudoobscura, segun el genotipo materno.

# hembras | # machos PS n
ST/ST 2646 2146 8.1 118
AR/AR 225 174 77.3 I
SC/SC 109 131 120.1 7
ST/SC 854 826 96.7 41
ST/AR 882 634 71.9 36
ST/OL 28 19 67.8 2
ST/CH 52 52 100 3
ST/CU 48 57 118.7 3
SC/AR 15 10 66.7 |
AR/CH 284 196 69 12
Sin arreglo 598 510 85.3 21

que hacer notar que estos valores fluctian seguin la
poblacion.

Las desviaciones mayores en ambos sentidos, a
partir del valor total, pueden ser debidas al reduci-
do nimero de madres analizadas con esos genoti-
pos, lo cual aparentemente se refleja en diferencias
mayores.

DISCUSION

Se presentaron los resultados de los conteos refe-
rentes a la proporcion sexual en tres poblaciones de
D. pseudoobscura arreglados segin tres maneras
de interpretacion, la primera y mds sencilla consis-
ti6 en analizar la informacién en forma global, de

lo que se desprende que la poblacién surefia, San
Ignacio, presenta la menor desviacién de la propor-
cion ideal esperada de 1:1, ya presentd un valor de
103.6 machos por cada 100 hembras y en este caso
favoreciendo al sexo masculino, y asi en cuanto
nos movemos al Norte las desviaciones se acen-
tdan pero en forma inversa es decir favoreciendo
al sexo femenino el cual es mas abundante en las
dos poblaciones restantes, notdndose en general un
gradiente Norte-Sur y mostrando en promedio un
valor de 83 machos por cada 100 hembras lo que
favorece al sexo femenino, esto se muestra clara-
mente en la Tabla 1.

Cuando nuestro interés se centra en la cigosidad
materna, también en forma global, para las madres
homocigotas se mantiene la misma relaciéon con
valores un poco diferentes segtin se observa en la
parte superior de la Tabla 2, sin embargo el la parte
inferior, o sea, cuando el genotipo materno es hete-
rocigoto notamos que en la region mds nortefia las
hembras se ven favorecidas, en la poblacion central
los machos son los favorecidos y en la poblacion
surefia nuevamente el sexo femenino es superior de
todas formas el valor promedio se conserva.

La Tabla 3 en forma simplificada muestra los
valores cuando la atencién se centra en el genotipo
materno. En ella se observa lo complicado que es
el anélisis pues existen factores, como el tamafo
de muestra y las diferencias en composicién cro-
mosoOmica que impiden comparaciones claras, pues
cuando desglosamos la informacion en tablas indi-
viduales por poblacion, que no mostramos por no
aclarar la situacién y si alargar el texto, pudimos
observar las desviaciones son erraticas. Por lo que
se requiere mayor informacion ya sea aumentando
el tamafio de muestra o bien realizando experimen-
tos apropiados.

Por lo anterior sélo podemos concluir que si
existe un gradiente Norte-Sur que conforme se des-
plaza al Sur favorece al sexo masculino. El estudio
de otras poblaciones estd en proceso.
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RESUMEN

El propésito de este estudio es correlacionar las concentraciones de metales traza presentes en las particu-
las ambientales del aire y la distribucién de la fraccién masica de las mismas en la ciudad de Chihuahua,
Meéxico. Las muestras fueron obtenidas mediante filtros de fibra de vidrio, y la diferenciaciéon de los
didmetros de particula fue obtenida usando un equipo de alto volumen con impactor de cascada. Los ana-
lisis quimicos fueron ralizados con un equipo de plasma inductivamente acoplado con un espectrometro
de emision Optica (ICP-OES). Las fracciones masicas de las particulas, los patrones de distribucién y la
correlacion entre pares de metales fue obtenida para 18 metales pesados en 29 muestras. Las particulas
mds finas (<0.49 pum) representaron aproximadamente el 50% de la masa total y también tuvieron las mas
altas concentraciones de metales pesados. Se encontrd una correlacion entre el tamafio de particula y la
concentracion de metales pesados en las particulas més finas (<0.49 pum).

INTRODUCTION automobiles in Chihuahua has gone from 150,000
The city of Chihuahua is one of the largest cities in ~ in the 1980’s to 268,000 in the 1990’s (Informe
Mexico. With an increasing population of 700,000,  Anual, Municipio de Chihuahua, 2001). The fact
environmental problems in air quality have also  that a large percentage of these vehicles are old and
increased in the past two decades. The number of  obsolete only adds to the problem. In the past, steel
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processing plants in the southern part of the city
have released heavy metals into the air, soil, and
water. Those reasons could be a factor why Chi-
huahua City is a very known area of respiratory,
asthmatic, and bronchial health problems. Concen-
tration of heavy metals such as lead could give us
an indicator of risks in the public health of the city.
It is very well documented that the chronic absorp-
tion of particulate Pb may cause a significant effect
in non-verbal cognitive skills, perceptual-motor
skills, and fine motor skills in the children (Landri-
gan et al; 1975).

In the past decade, various efforts have been
made to examine the air quality of Chihuahua
City as well as the state of Chihuahua in general.
However, several gaps in research have made such
an examination difficult. For example, the role of
some heavy metals in aerosol chemistry has not
yet been established (Vanloon et al; 2000). The El
Paso-Judrez border served as the basis for previous
studies regarding particulate matter as air quality
criteria. Hornedo and Tillman (1959) conducted a
two-year study under a Community Air Pollution
Demonstration Project grant, in concordance with
the Departments of Health, Education, and Wel-
fare, of the United States Public Health Service,
in the years 1957, 1958 and 1959. Hubert (1979)
conducted a study over ambient air levels of par-
ticulates, including lead, zinc, cadmium, and ar-
senic in El Paso, Texas. Grey (1989) reported on
vehicular traffic and air pollution en El Paso and
Ciudad Judrez. Espino (2000) conducted a study
on the elemental composition of air particulates
surrounding the border town using a high volume
sampler and analyzing the air filtrer samples with
microwave digestion and inductively coupled plas-
ma mass spectrometry (ICP-MS).

In the latter part of the 1990’s, the Mexican
government established a minimum of 10 um par-
ticulate matter criteria (PM10). In 1999, the Air
Quality Department of Centro de Invstigacion en
Materiales Avanzados (CIMAV), in conjunction
with the University of Texas at El Paso (UTEP),

initiated a project designed to study the air qual-
ity tendencies of trace metals in particle matter.
The aims of this project were to determinate the
correlation between the particle diameter and the
concentration of trance metals, as well as to study
the scanning of the particulate matter situation in
the atmosphere of the city, it is the first system-
atic particulate matter study with a duration peri-
od of 5 months. In addition, it focused on differ-
ent environmental air patterns (PM10, trace metal
concentrations, etc.). For the sampling issues, we
choose 3 sites in the city with different socio-eco-
nomical and environmental characteristics: Zone
1 is a semi-urban area with unpaved streets and a
middle-class level population, near to a wastewater
treatment plant. The sampling process was during
the winter season in 1999. Zone 2 is an area with
streets in excellent conditions, high level of trans-
porting activities, and high density of population,
from high-class level. The zone 3 has streets in
good conditions, surrounded of unpaved terrains,
with medium density of population, mainly from
middle class social level. We choose the sites in the
urban area trying to cover all the sectors of the city
(urban, semi-urban, and downtown) seeking the
availability of security and electrical power for the
sampling equipment.

The samples were collected in glass fiber filtrers
using a high volume (hivol) sampler and a cascade
impactor with aerodynamic diameter cut points of
<0.49,0.49-0.95,0.95-1.5,1.5-3.0,3.0-7.2,7.2-10
um in order to determine diameter differentiation
in three different zones of Chihuahua City. The
glass fiber filters were digested in a microwave and
analyzed for metal content in an optical emission
spectrometer (ICP/OES). Eighteen environmental
hazardous elements were observed in this study:
Cu, Cd, Sn, Pb, Ni, Zn, Fe, T1, V, Cr, Co, Al, Be,
Ba, Li, Sb, As, and Se. The method of analysis in-
cluded the EPA 10-3.1 and EPA IO-3 .4, microwave
acid digestion system, and ICP-OES elemental
chemical analysis (USEPA, 1996). The sampling
period was intermittently, between December 1999
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and May 2000, with a total of 29 samplings. The
samplings were not continuosly due the weather
conditions could not permit us to sampling every
day (due raining and snowing days). Several refer-
ences show that the contribution of certain glass fi-
ber filters to the final heavy metal concentrations it
is important, and we have to consider it in the final
calculations (Wang et al; 1998). Blanks with non-
used filters were done in the digestion and analysis
process to know background concentrations. We
were chosen glass fiber filters due their perfor-
mance for environmental samples and low cost.
Many consulted references of similar studies were
used this kind of filters with excellent results.

EXPERIMENTAL AND LABORATORY WORK
Equipment

The sampling program was done with a
Graseby-Andersen PM10 High Volume
sampler with Graseby-Andersen Mark III
cascade impactor. The duration consisted
of 24 hours per sample with air suction of
1.1-1.7 m* min' and Whatman glass fiber
filters used as a support medium. The air-
flow was measured trough pressure chanc-
es in the media and conducted in triplicate.
The management of filters, the procedure of
sampling, and normative limits were taken
from Norma Oficial Mexicana NOM-035-
ECOL-1993 and NOM-025-SSA1-1993
(1993).

The samples were digested with a CEM
Mars X microwave digestion system, 1200
W of nominal power, 35 minutes of diges-
tion, and a temperature of 150°C. The ac-
ids employed were nitric acid (HNO,) and
hydrochloric acid (HCI) 1:3.

Elemental chemical analysis was done
using a Perkin-Elmer Optima 4300 DV
ICP-OES system with a plasma gas flow
of 16 L min”, auxiliary gas flow of 0.2 L
min™', and nebulizer flow of 0.65 min™.
The system analyzed all elements at the

same time, with three replicates and an automatic
sample pick-up system. Standards of all elements
were previously prepared at the range of one, ten,
twenty and one hundred parts per million (ppm).

PROCEDURE

Geographical zones were chosen according to criti-
cal points in the city, including semi-urban zones,
streets with high vehicle circulation and important
atmospheric emission sources (Figure 1). For all
zones, hi-vol samplers were situated at least two
meters over the soil and with a surrounding space
of twenty meters without natural or antropogenic
obstacles (trees, buildings, hills, etc.; Micallef and
Coils, 1998). Glass fiber filters were conditioned
in a silica gel’s dessicator for 24 h before the sam-
pling at room temperature (approximately 25°C)

Az . CHIHUAHUA

€

CENTRO DE INVESTIGACION EN
! MATERIALES AVANZADOS, S.C.

@i

— e A
Figurel. Map of Chihuahua City with sampling zones.The number indicates the zone
of sampling.
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and room relative humidity (5-10%). They were
then weighed to the nearest 0.00001 g and handled
with latex gloves. The hi-vol was programmed to
operate for 24 h in each sampling point. Once the
sampler time was complete, the filters were picked
up with caution. The filters was conditioned once
more for 24 h at the same conditions mentioned be-
fore and digested in the microwave system. Once
digested, the samples were filtered and stored in
plastic vials, ready to be analyzed by ICP-OES sys-
tem.

RESULTS AND DISCUSSION

PM10 CONCENTRATIONS

A cascade impactor was used for diameter differen-
tiation in zones 1,2,and 3. The purpose of sampling
with a cascade impactor was to obtain information
regarding the distribution tendencies of particulate
matter in different ranges of size. This information
could be used to identify possible sources, as well
as pollution health studies.

Figure 2 shows the average concentrations of
particulate matter in each step of the cascade im-
pactor during the sampling period. The smallest
range of diameters (<0.49 um) has almost 50% of
the total mass of particles. Similar results were ob-
tained for Collin et al. (2001) in a study with in-
ternal combustion motors. This is a very important
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Figure 2. Particulate matter concentrations on each cascade impactor
step.

issue since we can see that anthropogenic activities
are essential sources of finest particulate matter.
The coagulation process for aerosols in the atmo-
sphere is approximately between 0.01 to 0.5 pm of
50% of the total mass of the finest particles coming
from a coagulation process.

Figure 3 displays the concentrations of PM10
for all sampling days. The average concentration of
29 measures was approximately 51 pm m, which
is within concentration limits of annual permitted
by Mexican laws (50 pg m).

The size distribution of particulate matter for
each zone was obtained by calculating the average
mass fractions of all sampling points for each cut
point. The distribution tendencies are shown in fig-
ures 4, 5, and 6.

In figure 4 a biomodal tendency is observed,
located in the <0.49 pum and 7.2-10 um cut point.
Figures 5 and 6 showed a similar tendency, howev-
er, the second mode is not as clear as the first mode.
These tendencies are similar to those reported by
Espinoza et al. (2001) in the city of Seville, Spain.

Figures 4, 5, and 6 display the distribution ten-
dencies where we can see that approximately 30-
50% of the mass fractions of all sampled particles
have a size equal to or less than 0.49 um. This kind
of particulate matter has an alveolar level penetra-
tion in respiratory system and thus accumulates in
the lungs. This factor can potentially provoke chro-
nique illnesses (NOM-025-SSA-1993; Nevers, N.,
1997). This cut point has the largest trace metal
concentrations, which will be re-emphasized later
in the research.

The lowest concentrations of particles were
found in the cut point range from 0.49-1.5 um. This
is due to the fact that the finest particulate matter
has a tendency to agglomerate, forming particles
larger than 5 um. Interestingly enough, two cities
such as Chihuahua and Seville, regions of very dif-
ferent weather, meteorology and geography, have
similar mass fraction of particulate matter distribu-
tion behavior. Studies made in other cities such as
Helsingki, Finland (Pakkanen et al; 2001 a), and

82 Ciencia en la frontera: revista de ciencia y tecnologia de la UACJ, Vol. VII, num. 1, 2009



140
120 s =

| B
100 L',,, e = e C e e e e

so B — ——

ol il :i L

PRt = & E & & B ég E B § 'E
o HEE 1 | 8 | ‘ | §

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
IMPACTOR NUMBER

Figure 3. PM10 concentrations during sampling with diameter differen-
tiation.

60 -

Hg/m3
=3
s |
B

F’a‘:‘.’:—‘?é&\‘kmﬁé‘n‘h’-f‘#:‘,

N
O

Leeds, England (Clarke et al; 1999) have similar
mass fraction distribution behavior as well.

TRACE METALS CONCENTRATIONS BY SIZE
RANGES

Figure 7 shows the concentration plots for each
trace metal in the three-diameter differentiation
sampling zones. In this figure we see that the mass
fraction for almost all metals is accumulated in the
first cut point (<0.49um). This shows a concordance
with the distributional behavior of particulate mat-
ter (see figures 4, 5, and 6). It is possible to observe
that the largest part of the trace elements analyzed
(V,Cr,Cd, Cu, Pb, Fe,Be, Li, Co, and Ni) have im-
portant concentrations, mainly in the fifth cut point,
seen most clearly in zone 2. The second zone has
the lowest concentrations of metals as well. This
zone has an atmospheric chemistry with a strong
influence of motor vehicle circulation, wich might
explain the presence of some trance elements men-
tioned before. These high concentrations of heavy
metals in the smallest size cut points shows simi-
larities with other studies (Espinoza et al; 2001;
Pakkanen et al; 2001 b). In all cuts points, the mass
fraction average determined was less than 0.1. The
distribution of trace metals in particulate matter is
very uniform in all cut points, which means that it
does not display the tendencies of other particular
elements.

TENDENCY DISTRIBUTION OF PM10 ZONE 1
CASCADE IMPACTOR SAMPLING

MASS FRACTION

1 2 3 4 5 6
CUT POINT

TENDENCY DISTRIBUTION OF PM10 ZONE 2
CASCADE IMPACTOR SAMPLING

MASS FRACTION

1 2 3 4 5 6
CUT POINT

Figure 4. Mass fraction distribution of particulate matter for the different
cut points for zone |, cascade impactor sampling.
Figure 5. Mass fraction distribution of particulate matter for the different
cut points for zone 2, cascade impactor sampling.

Another important issue shown in Figure 7 is
the absence of aluminum in the first two zones, as
well as the absence of iron in the third zone. Such
an absence is significant because both metals ar
normally very common in soil. The mass fractions
in the first cut point have values of 0.5 or mor V, Cr,
Ba, Cd, Cu, Sb, Pb, Be, Co, and Ni. These values
are approximately five times larger than the values
found in the other cut points (with the exception of
cut point 5 of zone 2).

CORRELATION BETWEEN ELEMENTS

Correlation matrixes were obtained between trace
metals for each of the three zones, with or with-
out diameter differentiation measurements. Due to
the instrinsic variability in the obtained data (origi-
nated by factors such as meteorology and human
activities), a correlation between metal pairs with a
correlation coefficient (r*) equal to or greater than
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TENDENCY DISTRIBUTION OF PM10 ZONE 3
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Figure 6. Mass fraction distribution of particulate matter for the diffe-
rent cut points for zone 3, cascade impactor sampling.

Figure 7. Mass fraction distribution of each trace metal and particulate
matter cut points in the three sampling zones, diameter differentiation.

0.5 had to be considered. The number of occur-
rences is show in Figure 8a and 8b.

The trace metal pairs with the highest occur-
rence were aluminum-barium, aluminum-iron, se-
lenium-thallium and barium-iron. Aluminum, iron,
and barium are three elements with high concentra-
tions in normal soils (USEPA-NCEA, 1997).

The case of selenium-tallium is interesting
because both of them are trace elements emitted
in combustion processes and reported in similar
studies (Sitzmann er al; 1999; Raask, E.; 1985).
The lead has important correlations with arsenic
and thallium. If this tendency is maintained in
other places, the health risk by lead is joined by
other trace metal risks (for example, the arsenic
is well known as a cause of some carcinomas in
the respiratory system if it is accumulated chroni-

cally). Other metal pairs with high correlations are
selenium-beryllium, zinc-aluminum, barium-zinc,
nickel-thallium, arsenic-vanadium, and chrome-
cooper.

CONCLUSIONS

The particles lower than 0.49 ym represent approx-
imately 50% of the total mass of particulate matter
suspended in the atmosphere of Chihuahua City.
This pattern is in concordance with some studies
made in cities such as Seville, Helsinki, Leeds and
London. This particulate matter distribution behav-
ior could be a generalized pattern for urban areas.

The finest particles (<0.49 pm) had the highest
concentrations of toxic trace elements as well as
the highest proportion of mass fraction of partic-
ulate matter. These particles have longer resident
times in the atmosphere, so we can expect impor-
tant heavy metal concentrations to be found in Chi-
huahua City’s atmosphere. This fact could affect
the number of chronic diseases of human respira-
tory system.

A correlation between particulate matter size
and trace metal concentrations exist for <0.49 ym
cut point, because in these step the concentration of
particles and heavy metals is higher than found the
concentration in the other cut points. The largest
concentrations of trace metals were located in the
particulate matter cut point of <0.49 ym, which has
an anthropogenic origin (fuel combustion).
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Figures 8a and 8b. Correlations between metal pairs larger than r2=0.5. (JPEG Picture)
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tables.

Figures and tables should be mentioned in
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Normas de publicacion para los autores

El comité editorial de la revista Ciencia en la
frontera: revista de ciencia y tecnologia de la
UACJ, acoge con gusto, propuestas de articulos
para su publicacion, bajo dos modalidades arti-
culos de investigacion y avances de investigacion
(articulos derivados de tesis de pregrado, escritos
por los estudiantes y avalados por sus asesores).
Las normas establecidas para la publicacion son la
siguientes:

1. Los trabajos deberan ser de calidad cientifica e
inéditos avalados por un investigador de carrera.

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

3. Los articulos pueden ser de fondo (articulos de
investigacion), revisiones invitadas (actualiza-
ciones en temas de investigacion) o comunica-
ciones breves (avances de investigacion), los
cuales deberan referirse a las areas de ciencias
naturales y exactas, ajustdndose al dictamen
del comité editorial, el que evaltia su contenido
cientifico de calidad y decide sobre la pertinen-
cia de su publicacion.

4. Los trabajos pueden ser enviados para su pu-
blicacion en el idioma inglés, el espafiol u otras
lenguas romances. Si se envia una traduccion
al espafiol, hay que adjuntar el texto también
en forma original. Los articulos deberan incluir
resumen en espafiol seguido de uno en inglés (y
viceversa).

5. No se devuelven los originales.

6. En caso de que el autor no responda después de
haberse presentado las correcciones o dudas de
su trabajo, la revista Ciencia en la frontera: re-
vista de ciencia y tecnologia de la UAC]J, se re-

7.

serva el derecho de hacer los cambios de edicion
sin modificar el contenido original de la obra.
Los trabajos deben ajustarse a los siguientes re-
quisitos (de no cumplirse con ellos, no se con-
sideraran para su publicacion):

Titulo del trabajo, breve y conciso en inglés
y espafiol

Un resumen del contenido de una extension
aproximada de 40 palabras como minimo y
150 palabras como maximo que deberd es-
tar en inglés y espafiol.

Nombre y nacionalidad del autor
Adscripcion de todos los autores, incluyen-
do el méximo grado de estudios y area de
especializacion.

La institucion de adscripcion de los autores
participantes debera incluirse como un pie
de pagina, comenzando con el niumero 1.
Ejem. Ramirez, J. L.! y Martinez, R.?

1 Universidad de Puebla, México.

2 Universidad de Santiago Compostela, Es-
pafa

Los pies de pagina, que denotan tanto la
institucion de adscripcion, como ciertos ti-
pos de notas, etc; apareceran en el margen
inferior izquierdo de la pagina en que sean
mencionados.

Naturaleza del trabajo: articulo de investi-
gacion, avance de investigacion, etc.
Direccién para correspondencia que inclu-
ya: teléfono, fax y correo electronico. El
nombre del autor al cual se dirigira la co-
rrespondencia debe indicarse con un aste-
risco (*).
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Presentar 3 originales impresos en una sola
cara, en papel Bond tamafio carta o A4, a
doble espacio y con margenes de 3 cm.
Adjuntar el texto con una copia del trabajo
en disquete, en formato Win/Word 6.0 en
adelante, los cuadros y figuras en hoja de
Excel o Win/Word 97 en adelante. Cada
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individual.
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mas las figuras para un articulo de investi-
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Las ilustraciones, cuadros y fotografias, de-
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Los pies de figura deberan ser claros de for-
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después de la bibliografia.

Las referencias bibliograficas deben asen-
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en el cuerpo del texto con los apellidos del
primer autor y afio de publicacion entre pa-
réntesis, y los datos bibliograficos al final
del escrito. La bibliografia se presenta al
final del articulo por orden alfabético.
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