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Resumen

Son muy diversas las causas que pueden causar la aparicion de una enfermedad de transmision
sexual. Entre las mas comunes estan las bacterias, que pueden transmitirse por contacto sexual
(sea vaginal, anal u oral).

En esta segunda entrega sobre la salud sexual de los costarricenses se analiza el comportamiento
de dos enfermedades de alta prevalencia y que en muchas ocasiones se acompafian de otras
de transmision sexual. Dichas patologias son sifilis, ocasionada por la espiroqueta Treponema
pallidum, y gonorrea causada por Neisseria gonorrhoeae, que es un diplococo gram negativo.

En este articulo se analiza el comportamiento de estas patologias a nivel regional en América
Latina y su comportamiento a nivel local en Costa Rica. No es necesario que el lector sea
experto en el tema, pues se parte de la definicion de la patologia, sus sintomas, métodos de
diagnostico, asi como los posibles tratamientos.

Se muestran los resultados obtenidos por la unidad de vigilancia del Ministerio de Salud de
Costa Rica, de manera que es posible observar y analizar el comportamiento de estas dos
enfermedades en el pais entre los afios 2002 y 2012.

Aunque los tratamientos utilizados para combatirlas son de uso comun en los centros de
atencion de los niveles Il y 11l del sistema de salud publica costarricense, es dificil erradicarlas
como enfermedades comunes de transmision sexual.

Keywords

Sexually Transmitted Diseases (STDs); World Health Organization (WHQO); Pan American
Health Organization (PAHO), Ministry of Health; Epidemiological Surveillance; AIDS; HIV;
Syphilis Manifestations; demonstrations gonorrhea; Treponema pallidum; Neisseria gonorrhoeae
infections; bacteria; Public Health.

Abstract

They are very diverse causes that can generate the appearance of an STD, including bacteria
are common and they can be transmitted by sexual contact, including vaginal, anal and oral sex.

In this second installment on the sexual health of Costa Ricans the behavior of two major
diseases analyzed, and which often are accompanied by other sexually transmitted diseases.
Syphilis these diseases are caused by the Treponema pallidum and gonorrhea caused by
Neisseria gonorrhoeae is a gram negative diplococcus.

The report of this release analyzes the behavior of these diseases at the regional level in Latin
America and behavior locally, in Costa Rica. Not be required to make the reader a person skilled
in the subject, because it starts from the definition of the disease, ETS symptoms, methods of
diagnosis and possible treatments for it.
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Following, the results obtained by the monitoring unit of the Ministry of Health of Costa Rica, so
it is possible to observe and analyze the behavior of the disease in the country between 2002
- 2012.

Although the treatments used for the disease are commonly used in care facilities Level |l
and Level Il Public Health System in Costa Rica, it has been difficult to eradicate as common
sexually transmitted diseases in the country.

Introducciéon

Las causas que pueden generar la aparicion de una enfermedad de transmision sexual (ETS)
son diversas; las bacterias estan entre las comunes y pueden transmitirse por contacto sexual,
incluyendo el sexo vaginal, anal y oral como Io menciona Gongalves, (2007).

La sifilis, ocasionada por la bacteria Treponema pallidum, y la gonorrea, causada por Neisseria
gonorrhoeae, que es un diplococo gram negativo, se encuentran entre las enfermedades mas
comunes en el ambito hospitalario. Dichas patologias son de reporte obligatorio por parte de
los profesionales en salud.

En este segundo reporte se analiza el comportamiento de estas patologias a nivel regional
en Latinoamérica y el comportamiento de la sifilis congénita en el caso de Costa Rica (PAHO
2007a, 2007b). El lector podra hacer un recorrido metddico con respecto a la revision de las
patologias bajo estudio. Se inicia con la definiciéon de la patologia, los agentes etiolégicos, sus
sintomas, métodos de diagnostico, asi como posibles tratamientos.

En la actualidad se dispone de tratamiento eficaz contra algunas ETS. Tres ETS bacterianas
(clamidiasis, gonorrea vy sifilis) y una parasitaria (tricomoniasis) generalmente son curables con
los eficaces regimenes de antibidticos de dosis Unica existente. Sin embargo, la resistencia a
los antimicrobianos de las ETS, en particular la gonorrea, ha aumentado rapidamente en los
ultimos afnos y ha limitado las opciones de tratamiento (WHO, 2015).

El desarrollo de una menor sensibilidad de la gonorrea a la opcion terapéutica de “Ultima
linea” (cefalosporinas e inyectables), junto con la resistencia a los antimicrobianos revelada
anteriormente con respecto a las penicilinas, sulfamidas, tetraciclinas, quinolonas y macrélidos,
la convierten en un organismo polifarmacorresistente (WHO, 2015).

Ante esta situacion, los gobiernos intentan responder de la mejor manera, dado que las
personas que necesitan servicios de deteccion y tratamiento de ETS deben afrontar numerosos
problemas. En muchos paises, los servicios de ETS se proporcionan separadamente y no
estan disponibles en el ambito de la atencién primaria de salud, la planificacién familiar y otros
servicios sanitarios ordinarios.

Las poblaciones marginadas son las que registran las tasas mas altas de ETS (VIH/Sida,
sifilis, gonorrea, etc.). Estas incluyen a trabajadores comericales del sexo, hombres que tienen
sexo con hombres, consumidores de drogas intravenosas, privados de libertad, poblaciones
nomadas y adolescentes.

Sifilis
Agente etiolégico y generalidades

A menudo se confunde la sifilis con otras enfermedades, ya que presenta una sintomatologia
muy variada.
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Periodo de incubacion

El periodo de incubacion de la sifilis es de 10 a 90 dias. Después de dos a seis semanas
aparece la lesion primaria, que con frecuencia conlleva adenopatias regionales.

Diagnostico

El diagnostico se hace por medio de la identificacion de T. pallidum mediante microscopia de
campo oscuro (considerado un método clasico y en parte en desuso); también se puede hacer
usando pruebas serolégicas como anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos de T.
pallidum marcados con fluoresceina, deteccién de ADN de T. pallidum y pruebas serolégicas
no treponémicas como el VDRL (Venereal Disease Resarch Laboratory) o RPR (Rapid Plasma
Region).

Manifestaciones clinicas

Puede ser que la enfermedad se desarrolle de manera asintomatica, pero si no es tratada
oportunamente puede llegar a comprometer la calidad de vida del paciente, con forme avanza.

e fase primaria: Esta fase suele estar marcada por la aparicion de una lesion ulcerada
conocida como chancro. Es una lesion redondeada, pequena e indolora y pueden
presentarse una o varias lesiones. El tiempo promedio de aparicion de este primer sintoma
es de 21 dias y puede variar desde los 10 a los 90 dias.

e fase secundaria: Esta fase se caracteriza por irritaciones (mancha o maculas) en piel
y mucosas. Esta irritacion generalmente no produce prurito. Lo usual es que la lesion
aparezca en forma de puntos rugosos, de color rojo o marrén rojizo, tanto en las palmas
de las manos como las plantas de los pies, aunque también pueden aparecer en otras
zonas de la piel. Ademas, el paciente puede presentar fiebre, dolor de garganta, cefalea,
pérdida del cabello, pérdida de peso, astenia y adinamia. Se caracteriza porque ocurre
antes de un afio después de la primoinfeccion.

e fase terciaria: Comienza con la desaparicion de los sintomas de la fase secundaria. En
esta fase la sifilis puede lesionar 6érganos internos como cerebro, nervios, 0jos, corazon,
vasos sanguineos, higado, huesos y articulaciones. Suele ocurrir mas de un afio después
de la primoinfeccion y en casos en los que se omite el tratamiento oportuno.

Mecanismos de transmision

La sifilis se contagia principalmente por contacto sexual, por contacto de la piel con la ligera
secrecion que generan los chancros o por contacto con los clavos sifiliticos de la persona
infectada: al practicar sexo oral sin preservativo, al besar una boca con chancros, por
inoculacion accidental, o puede ser transmitida de la madre al hijo a través de la placenta o del
canal de parto.

Tratamiento

Sifilis primaria y secundaria

La penicilina benzatinica es el farmaco mas utilizado para tratar la sifilis precoz. Una sola
dosis de 2.4 millones de unidades consigue la curacion de mas del 95% de los casos de sifilis
primaria.Como la eficacia del antibidtico puede ser algo menor en sifilis secundaria, algunos
médicos aconsejan aplicar en este periodo de la enfermedad una segunda dosis de 2.4
millones de unidades una semana después de la primera inyeccion. Las personas con sifilis
precoz e infectadas por el VIH pueden tener sintomas de recidiva después del tratamiento con
penicilina benzatinica.
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Como el riesgo de recidivas neuroldgicas puede ser mayor en los sujetos infectados por el
VIH, algunos expertos recomiendan analizar el liquido cefalorraquideo (LCR) de los sujetos
seropositivos al VIH (especialmente en aquellos sujetos en los que el conteo de linfocitos CD4
es inferior a las 250 células/ml) para indicar el tratamiento apropiado de las neurosifilis si se
encuentra cualquier signo de sifilis del sistema nervioso central. En el caso de pacientes con VIH,
se recomienda la aplicacion de tres dosis (Barnes, Harrison VOL. 01, 2011). En los pacientes
con sifilis precoz que son alérgicos a la penicilina se aconseja un ciclo terapéutico de dos
semanas con tetraciclina o doxiciclina. En Costa Rica, y en general en América, la tetraciclina
esta en desuso y ya no se encuentra en el comercio. El antibiético azitromicina tiene efectividad
menor. (pero es la Unica opcion disponible para las mujeres embarazadas en las que no es
posible la desensibilizacién con penicilina) y la ceftriaxona es aun menos efectivo. Las pautas
terapéuticas con doxiciclina, azitromicina y ceftriaxone son menos eficaces que aquellas con
penicilina benzatinica, en primera instancia no se cuenta con estudios comparativos y por otro
lado su alta tasa de efectos secundarios de tipo gastrointestinal son un problema para cumplir
bien el tratamiento. Pocos estudios sugieren que la ceftriaxona (1 g/dia por via intramuscular
o intravenosa durante 8 a 10 dias) y la azitromicina (una sola dosis oral de 2 g) son eficaces
contra la sifilis temprana.

Los regimenes no penicilinicos mencionados no han sido evaluados satisfactoriamente en
personas infectadas con VIH, por o que deben usarse con precaucion (Barnes, Harrison VOL.
01, 2011).

Sifilis latente tardia y sifilis tardia

Si se encuentran alteraciones del LCR, se debe aplicar el tratamiento de la neurosifilis. La
pauta que se aconseja para la sifilis latente tardia con liquido cefalorraquideo normal, para
la sifilis cardiovascular y para la sifilis tardia benigna (gomas) es la penicilina benzatinica, 2,4
millones de unidades por via intramuscular una vez a la semana durante tres semanas seguidas
(7.2 millones de unidades en total). La doxiciclina o la tetraciclina (durante cuatro semanas)
constituyen otra alternativa vélida en los pacientes con alergia a la penicilina que presentan
sifilis latente o sifilis tardia con LCR normal (Barnes, Harrison VOL. 01, 2011).

Las personas infectadas con VIH y alérgicas a la penicilina que muestran sifilis latente o tardia
deben ser desensibilizadas y recibir dicho antibidtico si no se tiene seguridad del cumplimiento
del régimen no penicilinico. La respuesta clinica obtenida con el tratamiento solamente médico
en la sifilis cardiovascular no es 6ptima porque el aneurisma adrtico y la insuficiencia adrtica no
pueden corregirse con el tratamiento antibiético. EI manejo de la neurosifilis en todos los casos
de pacientes no alérgicos a la penicilina debe hacerse con penicilina cristalina, con al menos
24 millones de Ul por dia IV x 10-14 dias. La penicilina benzatinica no alcanza concentraciones
satisfactorias en el sistema nervioso central (Barnes, Harrison VOL. 01, 2011).

Gonorrea

Agente etiologico y generalidades

Conocida como blenorrea o uretritis gonocécica, es una enfermedad que afecta los tejidos
mucosos de los organos sexuales externos y los érganos urinarios principalmente, aunque
también puede afectar otras partes del organismo. Como ya se menciond, esta enfermedad
es producida por la bacteria Gram negativa N. gonorrhoeae, comunmente conocida como
gonococo.
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Periodo de incubacion

Su periodo de incubacion es de 2 a 8 dias.

Diagnéstico

El diagndstico de la infeccion gonocdécica en varones se hace rapidamente, mediante la tincion
de Gram del exudado uretral. La deteccion de diplococos gramnegativos intracelulares es muy
especifica y sensible en el diagnoéstico de la uretritis gonocdécica, pero la sensibilidad para el
diagnostico de cervicitis gonocécica es de solo un 50%. En este Ultimo caso, se podria recurrir
a un cultivo en un medio especial, el cual puede alcanzar una sensibilidad de 80-90%.

Manifestaciones clinicas

En el hombre, la enfermedad se inicia con escozor en el conducto uretral al orinar, acompafado
de secrecion purulenta, amarillenta al principio y luego verdosa y sanguinolenta; el conducto
uretral se inflama progresivamente. Cuando la enfermedad avanza, pueda atacar la prostata,
vesiculas seminales y testiculos, un compromiso severo de las génadas podria incluso llevar a
la esterilidad. También puede alcanzar la vejiga y producir una inflamacion severa. La omision
del tratamiento en individuos susceptibles puede llevar a la invasion de 6rganos de la cavidad
abdominal o la diseminacion hematdégena que puede causar artritis migratorias (Barnes,
Harrison VOL. 01, 2011).

En la mujer, la infeccion invade el cuello del Utero, hay una secrecion purulenta, escozor al
orinar, irritacion del cérvix uterino, la vulva y la vagina y se acompafia de flujo maloliente. La
bacteria puede desplazarse al Utero y desde alli a las trompas uterinas, en donde puede ocurrir
inflamacion y formacion de un tejido cicatrizal, que puede llevar a la obstruccion y finalmente a
la esterilidad. Si esta enfermedad no se trata rapidamente mediante el suministro de antibiéticos,
se pueden producir dafios graves en el organismo, como enfermedad pélvica inflamatoria
(que puede comprometer la fertilidad de la mujer) o infecciones del sistema nervioso central,
corazon, higado y articulaciones, entre otros.

Mecanismos de transmision

Entre los principales mecanismos de trasmision se pueden mencionar los siguientes con lo
mencionan Chacén (2009) y el Harrison, Principios de medicina Interna, volumen 1, parte 8 en
su seccion de Enfermedades infecciosas (Barnes, 2011):

e | a via sexual, que es la principal fuente de contagio.

e La madre puede transmitirla al recién nacido, ocasionandole la conjuntivitis gonocécica
cuando este pasa por el canal de parto.

e Debido a la anatomia femenina, puede haber propagacion del exudado cervical al recto,
ocasionado gonorrea anorrectal.

e Esta también puede presentarse en las practicas de sexo anal.

e |a exposicion sexual bucogenital, que puede llevar a la gonorrea faringea.
El adulto puede autoinocularse la region ocular a partir de la zona genital infectada, originando
la gonorrea ocular.
Tratamiento

Para el tratamiento de la gonorrea se ha establecido el siguiente esquema: cefpodoxima, 400
mg oral, o ceftriaxona, 125 mg IM, o fluoroquinolona (ejemplo ciprofloxacina, 500 mg oral). La
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doxiciclina es el tratamiento de segunda eleccion, pues la cefpodoxina presenta problemas de
disponibilidad en América.

Materiales y métodos

Para efectos de este trabajo de investigacion y revision bibliografica, se hizo una recoleccion
de fuentes primarias y secundarias. Para ello se utilizaron varios instrumentos basicos de
recoleccion de informacion que se usan en las actividades de investigacion.

Recoleccion de datos de fuentes primarias

Se procedid a buscar toda la informacion de manera personal en el servicio de vigilancia
epidemiolégica del Ministerio de Salud de Costa Rica. Ademas, se conté con la asesoria de
profesionales en salud que se desempefian como médicos asistentes y/o epidemidlogos y
mantienen una estrecha relacion con el area de infecciones.

Recopilacion de datos de fuentes secundarias

Como segunda fuente para la recopilacion de datos de esta investigacion se utilizo internet, ya
qgue esta herramienta sirvio para acceder a informacion y estudios realizados por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), el Instituto Nacional
de Estadistica y Censos (INEC), el Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en
Nutricion y Salud (INCIENSA), la seccion de Vigilancia Epidemiolégica del Ministerio de Salud
de Costa Rica; asi como a estudios realizados por sociedades internacionales relacionadas con
el manejo de las infecciones de transmision sexual.

Instrumentos de medicion para la recoleccion de datos

Se utilizaron algunos instrumentos de medicion con el fin de poder recopilar y analizar la
informacion. Entre ellos, los siguientes:

e [nirevista. Se realizd una entrevista con expertos en epidemiologia y enfermedades
infecciosas, de manera que los temas por revisar tuviesen una orientacion dirigida.

e [nstrumentos para la recopilacion de datos. Con estos instrumentos se elabord una base
de datos con las estadisticas generadas por la OMS, la OPS vy la seccion de Vigilancia
Epidemioldgica del Ministerio de Salud de Costa Rica. A partir de esa informacion se hizo
un andlisis en linea descendente, partiendo de lo mas general (estado de la enfermedad
a nivel global) a lo mas particular (estado de la enfermedad en Costa Rica). Dicho anélisis
comprende el decenio 2002-2012.

e Resultados. Por ultimo, se integré la informacion de manera que el lector pueda tener de
manera filtrada y a nivel de comprensién basica, sin tener que ser un profesional del area
de la salud, las limitaciones y problematica actual con respecto a las ETS bajo estudio en
Costa Rica para el periodo de tiempo indicado en los resultados de la unidad de Vigilancia
Epidemioldgica del Ministerio de Salud; y mas en especifico para las enfermedades de la
sifilis y gonorrea.

Levantamiento de datos y discusion de resultados

Magnitud del problema a nivel regional. Estado de las
ETS (sifilis y/o gonorrea) en América Latina

Los datos reportados en la presente seccion proceden del informe: Salud en las Américas:
2007 de la Pan American Health Organization (PAHO, 2007b). La informaciéon presentada fue
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seleccionada de acuerdo con la linea de publicacion presentada. Entre 1999 y 2003, en un
centro centinela en Chile hubo 10.525 consultas por ETS, de las cuales el 22% de los pacientes
fueron diagnosticados con condiloma, el 10,4% con sifilis latente y el 10,1% con gonorrea. En
Nicaragua se dio una situacion similar con respecto a los casos de gonorrea vy sifilis presentados
por pacientes con ETS entre los afios 2000 y 2002. En Barbados, como satiela resultado de una
encuesta en 2004 en adultos, se encontré que 14,3% de ellos estaba infectado por gonorrea o
clamidiasis.

En Estados Unidos, el comportamiento fue contrario al presentado en los paises latinoamericanos,
ya que los casos de sifilis primaria y secundaria descendieron entre 1990 y 2000. No obstante,
el niumero de casos anuales de sifilis aumentd durante el periodo 2000-2002 y siguid
incrementandose desde 2002 (6.862 casos) hasta el final de 2003 (7.177 casos). Encuestas
realizadas para determinar la prevalencia de sifilis entre diferentes poblaciones con mayor
riesgo han demostrado que los grupos vulnerables en América Latina son afectados en gran
medida por las ETS. Por ejemplo, en 2003 la prevalencia de sifilis en Paraguay fue del 4,33%
entre los donantes de sangre y del 6% entre las embarazadas, en comparacion con una tasa de
prevalencia alta de 37,4% entre las trabajadoras comerciales del sexo. En 2004, una encuesta
conducida por el Ministerio de Salud de Guyana encontré que 27% de las trabajadoras del
sexo tenian sfifilis, como lo mostrd el reporte de la PAHO (2007b). Durante 2003, los paises
latinoamericanos y del Caribe notificaron un numero total de 15.570 casos de sifilis congénita.
Sin embargo, para ese mismo afo la OPS estim6 que se habrian presentado 110.000 casos
debido al alto nivel de subnotificacion de los casos de sifilis congénita.

En Venezuela, el nimero de casos se incrementd de 50 en 2000 a 135 en 2002 y en Brasil la
tasa de sifilis congénita por cada 1000 nacidos vivos aumentd de 1 en 2001 a 1,5 en 2003. La
cobertura y el acceso a los servicios de tamizaje y tratamiento de sifilis siguen siendo temas
importantes de salud publica en la region, aun en los paises que han ampliado sus servicios
para prevenir la transmision materno-infantil del VIH (por ejemplo, en 2003 solo 17,3% de las
embarazadas diagnosticadas con sifilis recibieron tratamiento, aun cuando la tasa de cobertura
de tamizaje de sifilis en Brasil es del 56,5%) (PAHO, 2007Db).

En los paises donde los casos de sifilis congénita se notifican anualmente, se observa una
tendencia al incremento. La prevalencia de sifilis entre las embarazadas y la incidencia de sifilis
congénita se resumen en el cuadro 1.

Reporte epidemiolégico de las ETS: sifilis y gonorrea en Costa Rica

Sifilis congénita

La sifilis gestacional (SG) y la sifilis congénita (SC) son un grave problema de salud publica,
que afecta en forma directa a las mujeres y los recién nacidos. Existe un tratamiento asequible,
eficaz y de bajo costo para estas enfermedades. Se calcula que cada afio hay mas de 12

millones de nuevas infecciones por T. pallidum, de las que méas de dos millones se producen
en mujeres embarazadas (WHO, 2015).

Ante esta situacion, la OPS comenz6 a tomar medidas para impulsar la iniciativa regional para
la eliminacién de la transmision materno-infantil del VIH vy sifilis congénita en América Latina y
el Caribe para el afio 2015.

Para cumplir con dicha iniciativa en el plazo estipulado, Costa Rica elaboro¢ el “Plan Estratégico
Nacional para la eliminacion de la transmision materno-infantil del VIH y de la Sifilis Congénita”,
que se comenzd a poner en practica en las zonas de mayor incidencia.



Situacion epidemioldgica

En el periodo 2002-2013 se registraron 1091 casos de sifilis congénita, a partir del afio 2005 y
hasta 2009 se observa una disminucion en la incidencia de casos. A partir de 2009 los cambios

en la incidencia no tienen significancia estadistica.
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Cuadro 1. Prevalencia de sifilis en mujeres embarazadas y de sifilis congénita en paises informantes de
Latinoamérica y el Caribe, 2004

Pais Ao | iores emberazadas (%) | 1000 naoos sy | Meo%
Bahamas 2004 2,4 1,3, Rutina
Belice 2004 1,5 0,13 Rutina
Bolivia 2004 49 12 Encuesta
Brasil 2004 1,6 4 Rutina
Costa Rica 2004 NA 1,3 Rutina
Cuba 2003 1,8 0 Rutina
Ecuador 2002 NA 1,11 Rutina
El Salvador 2003 6,2 0,9 Rutina
Haiti 2004 42 NA Encuesta
Honduras 2003 3,5 2,5 Rutina
Jamaica 2003 NA 0,7 Rutina
México 2004 0,62 0,06 Rutina
Nicaragua 2004 NA 0,06 Rutina
Panama 2004 0,4 0,1 Rutina
Paraguay 2003 6,3 1,9 Rutina
Peru 2004 1 1,7 Rutina

Fuente: Ministerios de Salud de los paises y Consejo de Poblacién de Bolivia.

Incidencia

Incidencia de sifiles congénita por afio de ocurrencia. Costa Rica 2002-2012
(Tasa por 1.000 nacimientos)
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Figura 1. Incidencia de sifilis congénita por afio de ocurrencia. Costa Rica 2002-2012
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De acuerdo con el Ministerio de Salud (2014), no hay diferencias en la distribucion por
sexo, la relacion hombre-mujer es de 1 a 1y el 97,0% de los casos se presento en nifios(as)
menores de un afo. La provincia de Limoén registré la incidencia mas alta, con 34,6%
de los casos del pais para el periodo en estudio, como se muestra en la figura 2 y el
cuadro 2 (Binasss, 2012). El canton de Matina es donde se observa la mayor incidencia
de sifilis congénita a nivel del pais.

Incidencia de sifiles congénita por cantén. Costa Rica 2002-2013
(Tasa por 1.000 nacimientos)
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Fuente: Vigilancia de la Salud, Ministerio de Salud.

Figura 2. Incidencia de sifilis congénita por canton. Costa Rica 2002-2013

El patron espacial cantonal muestra zonas de mayor riesgo hacia los puertos en los cantones
de Limén y Puntarenas y el area metropolitana (San José), como se observa en el cuadro 2 y
la figura 2. En algunos cantones la inmigracion ha tenido un papel importante en el aumento
de incidencia de las Enfermedades de Transmision Sexual, entre ellos San José. Esta situacion
ha generado un mayor riesgo de contraer enfermedades de transmision sexual por la alta
interaccion entre personas de diferentes contextos sociales y ambientales; (Ministerio de
Salud (2014). Esta distribucion espacial en el periodo analizado posiblemente evidencia la
importancia de los determinantes socioeconémicos y socioculturales (Planes M. et al. 2004)
relacionados con la movilidad poblacional. Segun el indice de Desarrollo Social (IDS) cantonal
(MIDEPLAN, 2013), el 37,0% (30/81) de los cantones indicados en el cuadro 2 los cuales
muestran con un menor desarrollo relativo y en un nivel muy bajo. Agrupando los cantones en
el periodo analizado (2002-2013), el 12,3% (10/81) supera la tasa nacional de incidencia de SC
(14.9 casos por 1000 nacimientos). El cantén de Limon supera en siete veces el valor de la tasa
nacional (Ministerio de Salud, 2014).

Gonorrea

En el periodo de estudio se registraron un total de 5,541 casos, de los cuales el 82,9% (4,596)
corresponde a hombres, lo que evidencia una clara afectacion diferencial por sexo, asociada
principalmente a una construccion de la masculinidad que propicia una vida sexual riesgosa y
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poco responsable que, aunada a una escasa oferta de salud sexual, se traduce en una serie
de implicaciones en la salud de los hombres y de sus parejas, como se muestra en la figura 3.

Cuadro 2. Incidencia de Sifilis Congénita segun cantén y IDS. Costa Rica 2002-20013 (Tasa/1000 nacimientos).

Canton Tasa IDS
Limén 102,79 27,3
Matina 27,48 26,6
Puntarenas 26,23 39,2
Tarrazu 23,03 32,6
Siquirres 21,03 33,1
Corredores 19,80 25,1
Guacimo 19,69 35,1
Parrita 17,61 28,7
Upala 15,74 22,5
Talamanca 15,17 0

Fuente: Vigilancia de la Salud, Ministerio de Salud.

Incidencia de sifiles congénita por cantén. Costa Rica 2002-2013
(Tasa por 1.000 nacimientos)
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Figura 3. Casos de gonorrea segun sexo. Costa Rica 2004-2006. Fuente: Vigilancia de la Salud, Ministerio de
Salud, Costa Rica.

Al analizar la tasa de incidencia por sexo de acuerdo con el reporte (Ministerio de Salud, 2014),
se observa que la brecha entre mujeres y hombres disminuye considerablemente a partir del
afio 2008. Esta reduccion de la brecha obedece principalmente a una disminucion de los
casos en hombres, dado que los casos en mujeres se han mantenido bastante estables, a
excepcion del afio 2010, cuando la campafa de prevencion sobre ETS implementada por la
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Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS) tuvo un efecto positivo en la disminucion de los
casos a nivel nacional. No obstante, como lo muestra la figura 4, en 2012 se experimenta un
claro repunte, posicionandose nuevamente en los niveles presentados en afios anteriores.

Costa Rica: incidencia de Gonorrea por sexo

2004-2012
Por 100 mil habitantes
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40
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20 -
10 A W
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Fuente: MS

Figura 4. Incidencia de gonorrea por sexo. Costa Rica 2004-2012. Fuente: Vigilancia de la Salud, Ministerio de
Salud, Costa Rica.

Las campafias de prevencion de ETS desarrolladas por la CCSS fueron declinadas (primero se
redujo su presupuesto y después se eliminaron) por recortes presupuestarios solicitados a la
institucion. El dato anterior fue corroborado por el director del Hospital Rafael Angel Calderén
Guardia, Dr. Lemos Pires.

Conclusiones

Después del VIH/Sida, la sifilis y la gonorrea son las dos ETS bacterianas méas conocidas por
la poblacion y que representan un gran impacto para el sistema de salud. Dicha condicion es
similar en otros paises de América Latina, en donde la sifilis congénita tiene un gran impacto
en la tasa de natalidad.

La SG y la SC son un grave problema de salud publica pues tienen un doble impacto en
el sistema de salud, ya que afectan en forma directa a las mujeres y los recién nacidos. La
cantidad de pacientes estimados por los estudios de vigilancia epidemioldgica supera los 12
millones de nuevas infecciones por T. pallidum cada afio; de las cuales mas de dos millones se
producen en mujeres embarazadas y, por ende, corresponden a SG.

Las organizaciones internacionales que velan por el control de las enfermedades infecciosas y
de transmision sexual tomaron medidas para impulsar iniciativas a nivel regional, con el fin de
mantener en condicion endémica los casos y que dichas infecciones no que se convirtiesen en
una situacion pandémica a nivel de Latinoamérica.
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Aunque los datos recolectados en el curso del estudio permiten analizar el comportamiento
de la poblacion costarricense con respecto a la cantidad de nuevos casos (para la gonorrea y
para la sifilis de la poblacién de neonatos), asi como la incidencia de las patologias generadas
por T. pallidumy N. gonorrhoeae, en el reporte del Ministerio de Salud obtenido no existe una
segmentacion que permita conocer el mecanismo de contagio de cada caso en particular. Sin
embargo, esa informacion estéa disponible para estudios epidemioldgicos a través de la boleta
V.E. 01, para la declaracién obligatoria de las enfermedades.

Con respecto a la gonorrea, es una patologia que en la ultima década presenta un descenso,
que posiblemente sea atribuible a una mayor educacion de la poblacion y al uso de mecanismos
de proteccion para evitar el contagio de ETS.

Como se menciond al inicio de este documento, estas dos ETS cuentan con un tratamiento
conocido, accesible y eficaz en la mayoria de los casos. Sin embargo, el mal uso que se hace
de los antibidticos por parte de los pacientes puede crear resistencia a algunas de las cepas,
lo que podria conllevar un serio problema de salud publica.
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Resumen

En este trabajo se describe y presentan los resultados de una comparacion de medicion de
energia eléctrica entre laboratorios, que se llevo a cabo en Costa Rica y Panama en 2014. El
laboratorio piloto fue el Laboratorio Metroldgico de Variables Eléctricas (LMVE) del Instituto
Costarricense de Electricidad (ICE) como instituto designado en Costa Rica para Electricidad,
Magnetismo, Tiempo y Frecuencia. La comparacion tuvo como participantes a seis laboratorios
secundarios de Costa Rica y al Centro Nacional de Metrologia de Panama (CENAMEP AIP).

Keywords

Interlaboratory comparison; electrical energy measurement; traveler standard; calibration.

Abstract

This paper presents the results of an Electrical Energy Measurements Interlaboratory Comparison,
conducted in Costa Rica and Panama in 2014, by the Instituto Costarricense de Electricidad
(ICE)-Laboratorio Metrolégico de Variables Eléctricas (LMVE) as a designated NMI in Costa
Rica for Electricity, Magnetism, Time and Frequency. The comparison involved six participating
laboratories from Costa Rica, the NMI of Panama CENAMEP AIP.

Introduccién

El Laboratorio Metrolégico de Variables Eléctricas (ICE-LMVE), como laboratorio nacional
designado en Electricidad, Magnetismo, Tiempo y Frecuencia, de acuerdo con el Convenio
de Entendimiento Bilateral entre el Laboratorio Costarricense de Metrologia (LACOMET) vy el
Instituto Costarricense de Electricidad (ICE) [2], llevd a cabo una comparacion de calibracion
de medidores y patrones de energia eléctrica. La actividad se realizd entre los meses de junio
y diciembre de 2014.

La comparacion de energia eléctrica entre laboratorios se efectud con el propdsito de comparar
las capacidades de medicion de los laboratorios que ofrecen calibraciones de medidores
de energia eléctrica a sus clientes o las utilizan en sus procesos, para mejorar sus metodos
de calibracion y su aseguramiento metroldgico [3]. Ademas, también se busca ampliar la
colaboracion a nivel metrologico entre laboratorios que realizan calibraciones en energia
eléctrica y el ICE-LMVE.

El LMVE fue el laboratorio piloto para la comparacion. Cada participante fue responsable de
realizar su propia estimacion de la incertidumbre de medicion, utilizando métodos coincidentes
con los descritos en la GUM. [5]

El cuadro 1 muestra los laboratorios participantes y los contactos técnicos.

Programacion y logistica de la comparacion

Para la circulacion del patron de energia se propuso un circuito de traslado adecuado entre los
laboratorios participantes y el laboratorio piloto, con el fin de obtener una inspeccién del valor
del patrén de manera periddica durante la movilizacion a lo largo de la ronda de la comparacion.
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Cuadro 1. Laboratorios participantes y contactos técnicos.

Laboratorio Contacto Teléfono
CNFL - Laboratorio de Medidores LASIMEE Rodrigo Espinoza Porras (+506) 2295-1541
JASEC, Laboratorio de Medidores Marco Centeno Masis (+506) 2550-6829
ICE, Laboratorio de Medidores LABCAME José Francisco Carballo Alvarez (+506) 2236-4068

CENAMEP AIP, Centro Nacional de Metrologia
de Panama — Laboratorio Primario de Energia y Julio Gonzélez (+507) 517-3100
Potencia (E2)

CENAMEP AIP, Centro Nacional de Metrologia de
Panama — Laboratorio Secundario de Energia y Céandido Montero (+507) 517-3100
Potencia (EO)

ICE, Laboratorio de Calibracién de Magnitudes William Bonilla Martin (+506) 2001-5962
Eléctricas LACAME Maricel Cordero Gomez (+508) 2001-5982

Heyleen Villalta Maietta

ICE, Laboratorio de Eficiencia Energética LEE Mauricio Sibaja Amador

(+506) 2000-4129

ELVATRON, Centro de Servicios Técnicos de
Elvatron S.A.

(+506) 2242-9960,

Oscar Sibaja Seravalli Ext 315

La modalidad de circulacion del patron fue de tipo estrella: distribucion del patrén a cada
participante y retorno al piloto a lo largo de la ronda. Se considerd, como parte del tiempo de
medicion de cada laboratorio, el tiempo requerido para la estabilizacion y mediciones, asi como
el tiempo para el adecuado transporte.

El cuadro 2 muestra las fechas de las mediciones realizadas por los participantes en la
comparacion. También se aprecian las mediciones que el ICE-LMVE efectud al inicio y al final
de la comparacion.

La programacion inicial se vio ligeramente afectada en las ultimas fechas de medicion entre
CENAMEP e ICE-LMVE, debido al tiempo que tomo el traslado del patrén viajero y las gestiones
de aduanas de Panama y Costa Rica. Las caracteristicas técnicas del patron viajero se
mantuvieron estables durante este periodo, o que permite establecer una comparacion valida.

Patrén viajero

El patron viajero que se utilizd fue un patron de energia marca Radian Research Inc, modelo
RM-11-07, nimero de serie 506216. [6], [7]

Descripcion de las condiciones de operacion del RM-11-07:
e Tension de entrada (Linea - neutro): 60 V a 600 V (autorrango), monofasico.
e (Corriente de entrada 0.2 A a 50 A, monofasico.
e Temperatura 20 °C a 30 °C,
e Humedad relativa 0% a 95%,
e Frecuencia 59 Hz a 61 Hz,

e Alimentacion auxiliar 120 V 6 240 V.
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Cuadro 2. Programa de mediciones realizadas.

Laboratorio Fecha de medicion Fecha de transporte
ICE-LMVE 2013-12-06 a 2014-07-10 2014-07-11
CNFL 2014-07-14 a 2014-07-18 2014-07-21
ICE-LMVE 2014-07-22 a 2014-08-07 2014-08-08
JASEC 2014-08-11 a 2014-08-15 2014-08-18
ICE-LMVE 2014-08-19 a 2014-08-28 2014-08-29
LABCAME 2014-09-01 a 2014-09-05 2014-09-08
ICE-LMVE 2014-09-09 a 2014-09-11 2014-09-12
LACAME 2014-09-16 a 2014-09-19 2014-09-22
ICE-LMVE 2014-09-23 a 2014-09-25 2014-09-26
ELVATRON 2014-09-29 a 2014-10-03 2014-10-06
ICE-LMVE 2014-10-07 a 2014-10-09 2014-10-10
LEE 2014-10-13 a 2014-10-17 2014-10-20
ICE-LMVE 2014-10-21 a 2014-10-23 2014-11-10
CENAMEP 2014-11-28 a 2014-12-22 2015-01-08

ICE-LMVE 2015-01-21 --

Los siguientes accesorios fueron parte del equipamiento utilizado para las mediciones:

e Un adaptador tipo socket, marca WECO, AL001202, para la conexion del circuito de
corriente entre las mesas de pruebas y el RM-11-07.

e Un comparador, marca Radian Research Inc, modelo RM-110, serie 107273. Este
dispositivo se utilizd para dividir los pulsos de salida del RM-11-07 y adaptarlos a una
frecuencia compatible con las mesas de pruebas. [8]

e Un dispositivo emisor luminoso, marca Radian Research Inc, modelo RM-1P. Este toma
la salida de pulsos del comparador RM-110 y emite un pulso de sefial luminosa (visible
o infrarroja) por cada pulso eléctrico recibido. Este dispositivo se utilizd alineado con la
cabeza lectora de la mesa de pruebas (para las mediciones de mesas de pruebas).

e Un sujetador metalico para el posicionamiento del dispositivo emisor RM-1P.
e Dos cables con terminales tipo BNC — BNC.
e Un cable para alimentacion auxiliar del RM-11-07 a 120 V.

e Dos terminales tipo “banana — Ojo abierto”, para la conexion de la tension de medicion en
el patron viajero RM-11-07.

e Un adaptador de tension, para la alimentacion auxiliar del RM-110, 120 V.
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Figura 1. Patron viajero, RM-11-07.

El patron de energia y los accesorios viajaron en una caja de proteccion destinada para su
traslado. Cada participante us6 sus procedimientos normales para el traslado y entrega del
equipo.

Figura 2. Caja de proteccion utilizada para el transporte.

Mensurando

La magnitud a medir correspondidé a energia eléctrica activa AC a 60 Hz, reportandose el
error medido y su incertidumbre (con un nivel de confianza de 95%) asociada en unidades
porcentuales (%). Dichos valores se reportaron relativos a la energia activa (Wh/Wh) o a la
energia aparente (Wh/VAh), segun los procedimientos de cada participante.
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Puntos de medicion

Los puntos de medicion de esta comparacion se muestran en los cuadros 4 y 5:

Cuadro 4. Puntos de medicion, laboratorios con patrones de energia, 60 Hz.

Tension (V) Corriente (A) Factor de potencia (f.p.)
120 5 1
120 5 0.5 adelanto (capacitivo)
120 5 0.5 atraso (inductivo)

Cuadro 5. Puntos de medicion, laboratorios con mesas de pruebas, 60 Hz.

Tension (V) Corriente (A) Factor de potencia (f.p.)

108 30 1

120 0.25 1

120 2.5 1

120 5 1

120 5 0.5 adelanto
120 5 0.5 atraso
120 15 1

120 30 1

120 50 1

132 30 1

Método de medicidon

El método de medicion del ICE-LMVE, y el utilizado por los participantes en este ejercicio,
corresponde a la medicion de energia por comparacion. Se compara el valor de energia medido
por el objeto bajo prueba (patrén viajero) y el valor de energia medido o generado por el patron
de referencia del laboratorio.

El LMVE

La comparacion contd con dos modalidades de medicién con las cuales los participantes
realizaron sus mediciones, a saber: laboratorios con patrones de energia eléctrica y laboratorios
con mesas de pruebas de medidores de energia eléctrica.

Los laboratorios con patrones realizaron su medicion comparando el patron viajero con
su patron de referencia. Por su parte, los laboratorios con mesas de pruebas utilizaron los
accesorios provistos por ICE-LMVE para adaptar el patrén viajero RM-11-07 al sistema de
medicion de las mesas, con el objetivo de que este arreglo les permitiera realizar la medicion
de forma equivalente a la que efectuan con los medidores tipo socket.
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Resultado de mediciones

En este apartado se presentan los resultados de los laboratorios participantes en la comparacion.
En los cuadros de resultados se muestran el error de medicion reportado por cada laboratorio,
la incertidumbre expandida reportada y el Error Normalizado (E,) para cada laboratorio. El error
normalizado se calculd a partir de la siguiente expresion [4]:

|EL-ELMVE]
E, = ———

JUE+UEmvE (1)

donde:

E we Error del laboratorio ICE-LMVE

E Error reportado por el participante

U,we Incertidumbre expandida del ICE-LMVE

U, Incertidumbre expandida reportada por el participante

Como se indicé anteriormente, cada participante fue responsable de proveer su propia
estimacion de la incertidumbre de la medicién, por lo que el formulario de presentacion no les
exigia incluir el calculo y el andlisis de la incertidumbre total, sino una descripcion de las fuentes
de incertidumbre que cada uno tomé en cuenta para su respectivo analisis y estimacion. La
mayoria de los laboratorios participantes presentaron las siguientes fuentes de incertidumbre:
Certificado de calibracion del patron de referencia, especificaciones del patréon a un afio o
estimacion de la estabilidad del patron, repetibilidad de las mediciones, resolucion 'y efectos
térmicos de las condiciones ambientales.

Los valores de referencia de la comparacion corresponden a las mediciones hechas por
el ICE-LMVE, entidad que ha participado en comparaciones internacionales del Sistema
Interamericano de Metrologia (SIM). [1], [9]

Los cuadros y graficos con los resultados de la comparacion, para un factor de potencia igual
a 1, muestran a todos los laboratorios juntos, tanto los relativos a energia activa como aparente,
debido a su equivalencia. Mientras que para el factor de potencia 0.5 adelanto/atraso, se
muestran los resultados de forma separada, los relativos a energia activa y a energia aparente.

En esta comparacion, la incertidumbre de medicién asociada al resultado del ICE-LMVE
corresponde a su CMC publicada y el alcance vigente de acreditacion. [10]
Laboratorios con patrones

Los resultados de medicion y la incertidumbre estimada de los laboratorios con patrones se
muestran en los cuadros 6 a 10.

Cuadro 6. Resultados de laboratorios con patrones, 120V, 5 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre asociada en
unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) E,

ICE-LMVE -0.001 0.029 -
Lab2 0.0198 0.0567 0.32
CENAMEP AIP -0.0027 0.0058 0.07
Lab4 -0.004 0.031 0.08
Lab5 -0.0072 0.023 0.18
Lab6 0.017 0.078 0.21
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Cuadro 7. Resultados de laboratorios con patrones, 120V, 5 A, f.p. 0.5 adelanto. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%), son relativos a la energia activa.

Laboratorio Error U(k=2) E.

ICE-LMVE 0.012 0.029 =
Lab2 0.0476 0.0734 0.45
Lab4 0.007 0.031 0.12
Labb 0.0024 0.034 0.22
Lab6 0.053 0.240 0.17

Cuadro 8. Resultados de laboratorios con patrones, 120V, 5 A, f.p. 0.5 atraso. El error y su incertidumbre asociada
en unidades porcentuales (%), relativos a la energia activa.

Laboratorio Error Uk=2) E,

ICE-LMVE -0.008 0.029 -
Lab2 0.0154 0.0666 0.32
Lab4 -0.005 0.031 0.06
Lab5 -0.0082 0.028 0.01
Lab6 0.037 0.240 0.18

Cuadro 9. Resultados de laboratorios con patrones, 120V, 5 A, f.p. 0.5 adelanto. El error y su incertidumbre

asociada en unidades porcentuales (%), relativos a la energia aparente.

Laboratorio Error U(k=2) E,
CENAMEP AIP 0.0087 0.0058 0.06

Cuadro 10. Resultados de laboratorios con patrones, 120 V, 5 A, f.p. 0.5 atraso. El error y su incertidumbre asociada
en unidades porcentuales (%), relativos a la energia aparente.

Laboratorio Error U(k=2) E,
ICE-LMVE -0.007 0.029 -
CENAMEP AIP -0.0053 0.0058 0.05

En las figuras 3 a 7 se presentan los graficos con los resultados de los laboratorios que midieron
con patron:
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Figura 6. Resultados de laboratorios con patrones, 120V, 5 A, f.p. 0.5 adelanto, 60 Hz, valores relativos a la energia
aparente.
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Figura 7. Resultados de laboratorios con patrones, 120 V, 5 A, f.p. 0.5 atraso, 60 Hz, valores relativos a la energia
aparente.

Laboratorios con mesas de pruebas

Los resultados de medicion y la incertidumbre estimada de los laboratorios con mesas de
pruebas se muestran en los cuadros 11 a 22.

Cuadro 11. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 108 V, 30 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) E,

ICE-LMVE 0.000 0.029 =
Lab2 -0.0208 0.0052 0.72
Lab3 -0.0373 0.058 0.58
Lab4 -0.003 0.069 0.04
CENAMEP AIP 0.000 0.015 0.01
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Cuadro 12. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 0.25 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error Uk=2) E,

ICE-LMVE -0.002 0.029 -
Lab2 -0.0302 0.0112 0.92
Lab3 -0.0358 0.058 0.53
Lab4 -0.022 0.069 0.27
CENAMEP AIP -0.001 0.015 0.02

Cuadro 13. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 2.5 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) E,

ICE-LMVE -0.003 0.029 =
Lab2 -0.0321 0.0052 0.98
Lab3 -0.0377 0.058 0.53
Lab4 -0.023 0.069 0.26
CENAMEP AIP -0.001 0.015 0.08

Cuadro 14. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 5 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) E

ICE-LMVE -0.001 0.029 =
Lab2 -0.0280 0.0061 0.93
Lab3 -0.0319 0.058 0.48
Lab4 -0.012 0.069 0.15
CENAMEP AIP 0.005 0.015 0.17

Cuadro 15. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120 V, 5 A, f.p. 0.5 adelanto. El error y su
incertidumbre asociada en unidades porcentuales (%), relativos a la energia activa.

Laboratorio Error Uk=2) E,

ICE-LMVE 0.012 0.029 -
Lab2 -0.0092 0.0102 0.69
Lab3 -0.0236 0.058 0.55
Lab4 -0.003 0.069 0.20
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Cuadro 16. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 5 A, f.p. 0.5 atraso. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%), relativos a la energia activa.

Laboratorio Error U(k=2) E,

ICE-LMVE -0.008 0.029 -
Lab2 -0.0383 0.0109 0.99
Lab3 -0.0347 0.058 0.42
Lab4 -0.029 0.069 0.29

Cuadro 17. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 5 A, f.p. 0.5 adelanto. El error y su
incertidumbre asociada en unidades porcentuales (%), relativos a la energia aparente.

Laboratorio Error U(k=2) E,
ICE-LMVE 0.010 0.029 -
CENAMEP AIP -0.004 0.015 0.44

Cuadro 18. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 5 A, f.p. 0.5 atraso. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%), relativos a la energia aparente.

Laboratorio Error U(k=2) E,
ICE-LMVE -0.007 0.029 =
CENAMEP AIP 0.014 0.015 0.64

Cuadro 19. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 15 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) E,

ICE-LMVE 0.000 0.029 =
Lab2 -0.0255 0.0051 0.86
Lab3 -0.0391 0.058 0.60
Lab4 -0.015 0.069 0.19
CENAMEP AIP -0.007 0.015 0.21

Cuadro 20. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 30 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) E,

ICE-LMVE 0.001 0.029 -
Lab2 -0.0214 0.0050 0.78
Lab3 -0.0352 0.058 0.56
Lab4 -0.003 0.069 0.05
CENAMEP AIP 0.000 0.015 0.04
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Cuadro 21. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 50 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error U(k=2) =

ICE-LMVE -0.001 0.029 -
Lab2 -0.0205 0.0079 0.64
Lab3 -0.0356 0.058 0.53
Lab4 -0.011 0.069 0.13
CENAMEP AIP 0.002 0.015 0.11

Cuadro 22. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 132V, 30 A, f.p. 1. El error y su incertidumbre
asociada en unidades porcentuales (%).

Laboratorio Error Uk=2) E,

ICE-LMVE -0.002 0.029 S
Lab2 -0.0195 0.0076 0.59
Lab3 -0.0355 0.058 0.52
Lab4 -0.005 0.069 0.04
CENAMEP AIP 0.000 0.015 0.05

En las figuras 8 a 19 se presentan los gréaficos con los resultados de los laboratorios con mesas

de pruebas:
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Figura 8. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 108 V, 30 A, f.p. 1, 60 Hz.
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Figura 9. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120 V, 0.25 A, f.p. 1, 60 Hz.
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laboratorios con mesas de pruebas, 120 V, 5 A, f.p. 0.5 atraso, 60 Hz, relativos a la
energia aparente.
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Figura 16. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120V, 15 A, f.p. 1, 60 Hz.
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Figura 18. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 120 V, 50 A, f.p. 1, 60 Hz.

132V,30A,f.p. 1
0.0800

0.0600

0.0400

0.0200

I

ICE-LMVE Lab4 l
20,0200 % Lab2

0.0000

CENAMEP AIP

Error (%)

¢ Lab3

-0.0400

-0.0600

-0.0800

-0.1000

-0.1200

Laboratorios con mesas de pruebas

Figura 19. Resultados de laboratorios con mesas de pruebas, 132V, 30 A, f.p. 1, 60 Hz.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados de esta comparacion indican que los valores de error y su incertidumbre
asociada se traslapan entre ellos, mostrando que los sistemas de medicidon arrojan resultados
compatibles.

En los resultados de laboratorios que utilizaron patrones, al evaluar el error normalizado para
cada participante, se tiene que este es menor a 1.

En los resultados de laboratorios con mesas de pruebas, la evaluacion del error normalizado
muestra que los participantes obtuvieron un valor menor a 1.

Como parte de los puntos de mejora en los siguientes ejercicios de comparacion, se
contemplara que cada laboratorio reporte su céalculo de incertidumbre detallado y las unidades
relativas utilizadas en el célculo de error e incertidumbre.
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Se considera que este ejercicio cumplié el objetivo trazado de poder brindar una herramienta
para reforzar el aseguramiento de los resultados y la gestion de calidad a nivel metrolégico en
Costa Rica, Panama y la regién. Asi mismo, complementa los esfuerzos de cooperacion entre
los laboratorios participantes y el ICE-LMVE.
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Resumen

En este articulo se presentan los resultados de un analisis de las concentraciones de nitratos
en 24 fuentes de agua de los acuiferos de Barva, Colima Superior y Colima Inferior, Costa Rica,
en el periodo 2006-2015, compararlos con un trabajo similar realizado en el periodo 1989-
2005 e identificar el cumplimiento del valor méaximo permisible de 50 mg/L estipulado en el
Reglamento para la Calidad del Agua Potable de Costa Rica y sus tendencias. Se analizaron
cerca de 2.500 datos histéricos del Programa de Vigilancia y Control de la Calidad del Agua del
Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados. Los
resultados indican que las 24 fuentes son potables por nitratos y cumplen con el valor maximo
permisible, con promedios inferiores a 25 mg/L, excepto La Libertad y el pozo Belén 3, y que
el acuifero mas vulnerable a la contaminacion es Colima Superior. El punto de muestreo con
mayor tendencia a la contaminacion es la fuente de La Libertad, con 26,3 mg/L y 30,30 mg/L
en los periodos 1989-2005 y 2006-2015, respectivamente. Se debe continuar con el monitoreo
frecuente de estas fuentes y aplicar la legislacion vigente, para proteger las zonas de recarga
de estos tres importantes acuiferos.

Keywords

Aquifer; contamination; nitrates; quality; water.

Abstract

The study seeks to analyse the nitrate concentrations in 24 water sources within the aquifers
of Barva, Colima Superior and Colima Inferior, from 1989 to 2005 and 2006 to 2015, in order
to verify that these nitrate concentrations are in compliance with the maximum allowable value
stipulated on the current Drinking Water Quality Regulation (50 mg/L). About 2,500 water
samples were analysed from 1989 to 2015 in 24 water sources (i.e. headwaters and water wells)
within the aquifers Barva, Colima Superior and Colima Inferior. The National Laboratory of Waters
(Laboratorio Nacional de Aguas, LNA) provided all the nitrate dataset by means of the Drinking
Water Control and Vigilance Programme. The 24 water sources presented drinking water quality
regarding the nitrate values. The nitrate average was lower than 25 mg/L for the water sources,
except for the headwater La Libertad and the well Belén 3. Colima Superior was the most
vulnerable aquifer, and La Libertad (Colima Superior aquifer) was the sampling point with higher
risk of nitrate pollution showing 26.3 mg/L, for 1989-2005, to 30.3 mg/L, for 2006-2015. Frequent
monitoring of the 24 water sources within the aquifers Barva, Colima Superior and Colima Inferior
should be done for establishing the baseline.

Introducciéon

El Valle Central de Costa Rica comprende las principales ciudades de las provincias de
San José, Cartago, Alajuela y Heredia, en donde se concentra un 54% de la poblacion del
pais (2.600.000 habitantes). Este crecimiento poblacional ha estado acompafado de una
mayor demanda de los servicios basicos (agua potable, alcantarillado sanitario, recoleccion
y tratamiento de desechos solidos, electricidad y otros). La densidad urbanistica, aunada a
la expansion del desarrollo industrial, ha causado un deterioro persistente en el ambiente. En
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el caso de los servicios de agua para consumo humano, el suministro en estas zonas esta a
cargo de la Empresa de Servicios Publicos de Heredia (ESPH), los municipios, los comités de
acueductos rurales (CAAR), las asociaciones administradoras de acueductos rurales (ASADAS)
y el Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados (AyA) (Mora & Portuguez, 2005).

En términos generales, estos entes operadores se abastecen en un 65% mediante aguas
subterraneas y en un 35% de fuentes superficiales (AyA, OMS/OPS, 2002). La dependencia
de fuentes subterrdneas (pozos y nacientes) se ha incrementado desde 1970, debido a
su buena calidad y a los bajos costos de tratamiento y operacion. La gran mayoria de las
fuentes subterraneas proviene de tres acuiferos principales y de gran importancia: Barba,
Colima Superior y Colima Inferior. En razén de la situacion mencionada anteriormente, estos
acuiferos han sido estudiados por varios investigadores desde principios de la década de
los 70 (SENARA-BGS, 1985; Foster, Ventura & Hirato, 1987; Gémez, 1987; SENARA-BGS/AYA,
1988; Arredondo, 1995). En estos estudios se ha analizado su hidrogeologia, zonas de recarga,
vulnerabilidad, calidad del agua y potencial hidrico.

Con respecto a la calidad fisicoquimica y microbiolégica de estas aguas, estudios realizados
por el Laboratorio Nacional de Aguas (LNA) del AyA y el Laboratorio de Hidrogeologia de la
Universidad Nacional (UNA), han evidenciado una persistente presencia de nitratos, sobre todo
en las fuentes de agua abastecidas por los acuiferos Barva y Colima Superior. A principios del
mes de abril de 2005 la Licda. Jenny Reynolds, de la UNA, hizo publicos los resultados de una
investigacion titulada Contaminacion de aguas subterraneas: nitratos (Reynolds, 2005), cuyos
datos causaron gran preocupacion entre la poblacién del Valle Central. Los iones nitrato y nitrito
son excelentes indicadores del efecto que tiene el uso de fertilizantes nitrogenados y tanques
sépticos en el suelo, lo que favorece el traslado de los compuestos nitrogenados hacia los
acuiferos.

Estos datos hicieron ver la necesidad de identificar las zonas de recarga de los acuiferos y
el tipo de geologia y permeabilidad de los suelos, para ubicarlas en los planes de desarrollo
regionales y determinar en qué lugares se puede utilizar tanques sépticos para disponer las
excretas. En concreto, los contenidos de nitratos en las aguas son un excelente indicador del
uso de los suelos en determinadas zonas geogréficas del pais (OMS, 1995) (WHO, 1996).

Los nitratos y nitritos son iones presentes en la naturaleza que forman parte del ciclo del
nitrégeno. Su distribucion es muy variada, ya que se encuentran en el aire, el suelo, los alimentos
y el agua. Como nitrégeno atmosférico, las concentraciones promedio normales son de 0,1 a
0,4 mg/m3, aunque en algunos paises industrializados se han reportado valores promedio
mensuales de 14 mg/m?; en estos mismos lugares el agua de lluvia alcanza valores de 5 mg/L.
Sin embargo, la mayor fuente de nitratos son los alimentos; las carnes aportan de 2,7 a 945 mg/
Kg y los vegetales contienen de 200 a 2.500 mg/Kg; por ejemplo, las lechugas y las espinacas
tienen concentraciones de 2.500 mg/Kg (Pacheco & Cabrera, 2003). En las aguas superficiales,
los valores oscilan entre 0 a 5 mg/L, mientras que en las aguas subterraneas varian de 0 a 9
mg/L, en forma natural. No obstante, en algunos casos se han observado valores que alcanzan
varios centenares de mg/L de nitrato, debido al abuso en el uso de fertilizantes nitrogenados y
a la lixiviacion de la materia fecal de los animales y del propio ser humano (Lilia, 1997).

El valor maximo permisible, segun el Reglamento para la Calidad del Agua Potable de Costa
Rica (Presidencia de la Republica de Costa Rica, 2005), es de 50 mg/L como nitrato. Este
mismo valor es el indicado por la Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization,
2004). Con respecto a los efectos de los nitratos sobre la salud humana, los estudios han
demostrado que estos iones no son cancerigenos (Coss, 2004; Mora, 2003). Sin embargo,
algunos estudios epidemiologicos sugieren una relacion entre el consumo de nitratos en
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alimentos como embutidos y el cancer gastrico, pero investigaciones mas profundas no han
confirmado estos resultados.

Lo que si se ha comprobado es que las altas concentraciones de nitratos en las aguas para
consumo humano pueden inducir la enfermedad denominada metahemoglobinemia en nifios
lactantes, la cual disminuye su capacidad de captar oxigeno a nivel de glébulos rojos (Rapaport,
1977).

Es ala luz de estas observaciones, y debido a la importancia de los nitratos como trazadores de
los usos del suelo y su impacto sobre la calidad de las aguas, que se realizé esta investigacion.
Como parte de ella, se analizaron las concentraciones de nitratos (mg/L) en 24 fuentes de
agua de los acuiferos de Barva, Colima Superior y Colima Inferior en el periodo 2006-2015, y
se compararon los resultados con el trabajo realizado en el periodo 1989-2005; ademas, se
identificd su grado de cumplimiento con el valor méaximo permisible indicado por el Reglamento
para la Calidad del Agua Potable de Costa Rica.

Materiales y métodos

Esta investigacion utilizd6 como base el “Estudio sobre la contaminacion por nitratos en los
principales acuiferos del Valle Central de Costa Rica 1989-2005” (Arellano, Ramos, Vazquez,
Vargas & Mora, 2005), que describe las concentraciones de nitratos en dichos acuiferos durante
17 afios. Esta informaciéon se complementd con otro estudio que cubre el periodo 2006-2015;
es decir, con ambas investigaciones se cubren 27 afos de datos, 0 que permite evaluar las
tendencias de la presencia de nitratos en las fuentes de agua estudiadas. A continuacion se
indican los pasos que se siguieron durante el presente estudio.

Caracterizacion de la geologia e hidrogeologia del Valle Central

La caracterizacion de la geologia e hidrogeologia del Valle Central se realiz6 mediante el
analisis de diferentes estudios elaborados desde la década de los 70; ademas, se aprovechd
la experiencia de los profesionales del AyA en este campo.

Identificacion y seleccion de las fuentes de agua
representativas de los acuiferos del Valle Central

De conformidad con las caracteristicas hidrogeoldgicas del Valle Central, se identificaron
los pozos y manantiales representativos de cada uno de los acuiferos estudiados y se
seleccionaron las fuentes, con el fin de estudiar la evolucion de la contaminacion por nitratos
en los tres acuiferos.

Datos histéricos de las fuentes de agua

Los datos histéricos de los andlisis de nitratos fueron aportados por el Programa de Vigilancia
y Control de la Calidad del Agua del AyA, planificado y ejecutado anualmente por el LNA vy
procesados mediante promedios aritméticos anuales.

Muestreos y analisis de laboratorio actualizados

Las muestras y andlisis de nitratos en mg/L se realizaron mediante las siguientes técnicas de
laboratorio durante los 27 afios de estudio.

Método de electrodo especifico

Para aplicar esta técnica se utiliza un equipo Orion modelo 701 A/digital Fonalizen. Este método
se aplicé de 1989 a 1997.



38‘

Tecnologia en Marcha,
Vol. 29, N.° 4, Octubre-Diciembre 2016

Método HPLC

Desde 1998 y hasta la fecha, para la cuantificacion de nitratos se utiliza el método de
cromatografia idnica. A partir de 2008, el LNA acredité el muestreo y los andlisis de nitratos con
la Norma INTE-ISO/IEC 17025: 2005 ante el Ente Costarricense de Acreditacion (ECA).

Comparacion de los resultados promedio de nitratos

El procesamiento de los 2,500 datos de nitratos, determinados tanto para el periodo 1989-2005
como 2006-2015, permite obtener datos promedio para cada una de las fuentes estudiadas,
hacer una comparacion entre ellos e identificar su comportamiento.

Limitaciones del estudio

La principal limitacion en este estudio es la variabilidad de las técnicas utilizadas en la
cuantificacion de nitratos, mencionadas anteriormente. Estas dos técnicas se han utilizado en
los ultimos 24 anos e introducen un sesgo en el analisis de la evaluacion de los datos, debido
a que cada una tiene su propia incertidumbre.

Analisis de resultados

Geologia del Valle Central de Costa Rica

Formacion Colima

La Formacién Colima aflora a lo largo del rio Virilla y algunos de sus afluentes; es cortada por
numerosas perforaciones profundas a lo largo del Valle Central. Esta constituida por al menos
siete coladas andesiticas. El espesor promedio de esta formacion es de 100 m y el volumen total
de unos 35 km? (Kussmaul, 2000). Dataciones radiométricas indican edades de entre 787.000
y 340.000 afios (Marshall & Idleman, 1999). Las lavas inferiores son traquiandesitas y andesitas
porfiriticas con fenocristales de plagioclasa, augita, hipersteno, magnetita y esporadicamente
olivino, dentro de una matriz de textura intersertal. La colada superior es afirica, con un
porcentaje bajo de fenocristales, dentro de una matriz fluidal que se manifiesta por pequefias
vesiculas alargadas (Kussmaul, 1988).

De acuerdo con Echandi (1981) y SENARA-BGS (1985), en esta formacion se definen el
Miembro Belén, formado por varias capas de composicion andesitica separadas por capas de
toba litica; el Miembro Puente de Mulas, que son tobas e ignimbritas con estructuras columnares
y un espesor maximo conocido de 38 m; el Miembro Linda Vista, que consiste de dos capas
lavicas de composicion andesitica de textura brechosa o masiva fracturada, separadas por una
capa de toba fina meteorizada de 10 m de espesor en promedio; la capa superior tiene unos
110 m de espesor maximo y la inferior 55 m. Es probable que estas lavas sean el producto de
efusiones a lo largo de fisuras con direccion NE-SO hasta E-O, ya que su extension lateral es
muy grande. Su composicion quimica es diferente a la de la lava de los estratovolcanes de la
Cordillera Central, asemejandose mas a la Formacion Tiribi que la sobreyace.

Formacion Tiribi

Definida Formacion Tiribi por Echandi (1981) y esta subdividida en los miembros denominados
Nuestro Amo, Electriona y La Caja. Sobre la Formacion Colima yace una capa de pémez de
un espesor maximo de 3 m, producto de una gran explosion volcanica, seguida por depoésitos
de flujos piroclasticos con un espesor promedio de 45 m, una extensién de unos 500 km? y

un volumen total de 25 km?3. Aparentemente, se trata del depdsito de un solo flujo piroclastico
que presenta diferentes facies y grados de soleamiento. La parte inferior muchas veces esta
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soldada, con grandes fiames de vidrio negro dentro de una matriz gris claro. La facies de mayor
extension y espesor es el depdsito de un flujo de escorias y cenizas con bombas de hasta 1,8
m de diametro. Generalmente, en la parte superior se encuentra una capa de ceniza de color
gris, a veces muy soldada. El espesor de los flujos piroclasticos, el didametro de las bombas
escoriaceas y la frecuencia de las facies soldadas aumentan hacia el oeste, lo cual indica que
pueden provenir de los volcanes de la Cordillera Central (Denyer & Arias, 1991). Por dataciones
y su posicion estratigrafica por encima de las lavas de la Formacion Colima, se estima que las
erupciones que produjeron estos depdsitos ocurrieron hace menos de 400.000 afos.

Formacion Barva

Dentro de esta formacion volcanica se definen varios miembros. EI Miembro Bermudez
constituye lavas andesiticas fracturadas con variaciones abruptas de espesor relacionadas con
las depresiones topograficas; su espesor es de hasta 85 m. Los miembros Porrosati y Carbonal
son arenas volcanicas gruesas y tobas arcillosas meteorizadas de hasta 20 m de espesor, l0s
miembros Los Angeles y Los Bambinos son lavas de unos 35 m de espesor localizadas en la
parte superior de la formacion, y el Miembro Crater corresponde a los piroclastos mas recientes,
con espesores de 10 m. (Kussmaul,1988) llama lavas postavalancha a las coladas de basalto
y andesitas basalticas de Ciruelas y Cebadilla de la parte occidental del Valle Central; se
localizan a unos 30 km del volcan Barva, el més cercano, por lo que se cree que provienen de
erupciones fisurales.

Depositos cuaternarios sin diferenciar

Al pie de los volcanes actuales se acumularon depdsitos de lahares con espesores de hasta
60 m, compuestos por blogues de lava de hasta 1 m de diametro, englobados en una matriz
arenosa-arcillosa. Todo el Valle Central fue cubierto por depdsitos de ceniza provenientes
del volcan Irazu, que localmente alcanzan espesores de 20 m. Existen también depdsitos
de aluviones con granulometrias desde arenas finas hasta bloques, con mala seleccion y en
general espesores de 5 m 0 menos.

Hidrogeologia del Valle Central de Costa Rica

Acuifero Colima

El acuifero Colima se divide en Colima Inferior, Puente de Mulas, Colima Superior y La Libertad,
que afloran en varios tramos del cafnon del rio Virilla. Son acuiferos fracturados y se encuentran
en depdsitos volcanicos. El acuifero Colima Inferior esta cubierto por coladas de lava andesitica,
separadas entre si por capas de tobas que actian como acuitardos que separan los acuiferos.
Las capas de lava presentan permeabilidad por fracturas o por sus caracteristicas brechosas.
Las lavas del acuifero Colima Inferior producen pozos de hasta 60 L/s de agua de buena
calidad. Origina manantiales que descargan en el rio Virilla, al oeste de San Antonio de Belén
(Vargas, 2000), de hasta 300 L/s. Este acuifero se localiza en las lavas superiores del Miembro
Belén. EI Miembro Puente de Mulas actia como un acuitardo con una generada percolacion
vertical, que produce un confinamiento de los acuiferos inferiores en algunos sectores.

El acuifero Colima Superior se divide en Colima Superior y La Libertad. El primero se origina en
una capa de lava inferior de 55 m de espesor, con una muy buena permeabilidad por fracturas
y partes brechosas. Se extiende desde el cafion del rio Virilla y produce numerosos manantiales
de hasta 300 L/s al sur de Santo Domingo de Heredia y Alajuela, Las Animas y Puente de Mulas.
Su profundidad varia entre 80 y 100 m vy los pozos que lo captan pueden rendir caudales de
hasta 100 L/s de agua de buena calidad. El acuifero superior La Libertad es una colada de
lava andesitica de 110 m de espesor, que forma un acuifero colgado y produce manantiales
de 100 L/s en los rios Tibas y Virilla. Ambos estan separados por una capa de toba que actua
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como acuitardo y pertenecen al Miembro Linda Vista de la Formacion Colima. EI AyA extrae
del acuifero Colima 1.280 L/s en el campo de pozos de La Valencia, 650 L/s del manantial de
Puente de Mulas y 250 L/s de Potrerillos (Ramirez, 2002).

Acuifero Barva

Este acuifero se origina en las escorias y lavas fracturadas de la Formacion Barva y esta
cubierto por cenizas. El nivel de las aguas subterrdneas muestra fluctuaciones de hasta 7
m, que coinciden con las variaciones pluviométricas estacionales (ONU, 1973). Algunos
manantiales importantes de este acuifero son Ojo de Agua (375 L/s), Echeverria (125 L/s),
Conafruit (100 L/s), Belén (60 L/s) y Cebadilla (60 L/s). Cada miembro de la Formaciéon Barva
tiene caracteristicas hidrogeoldgicas especificas. EI Miembro Bermudez origina el acuifero
Barva Inferior, que descarga en numerosos manantiales que abastecen la ciudad de Heredia y
otras poblaciones de la parte norte del rio Virilla. Con una buena permeabilidad en las partes
brechosas y en las fracturas, los pozos rinden caudales de hasta 20 L/s. Por su parte, los
miembros Porrosati y Carbonal actian como acuitardos de gran extension, donde subyacen los
acuiferos locales Barva Superior y cubren al acuifero Barva Inferior.

El acuffero Barva Superior estd conformado por los miembros Los Angeles y Los Bambinos.
Son acuiferos discontinuos y colgados de poca extension; su permeabilidad se da en las
fracturas y brechas de las coladas y los manantiales aparecen en las partes inferiores. Por sus
caracteristicas litolégicas y la poca cobertura de materiales de baja permeabilidad, este acuifero
es muy vulnerable a la contaminacion bacterioldgica y fisicoquimica. Utilizando el método para
la determinacion del indice de vulnerabilidad de un acuifero conocido como DI-O-S, la zona
norte del acuifero Barva se considera de alta vulnerabilidad a la contaminacion, debido a los
depdsitos piroclasticos permeables que la cubren, como también a las lavas fracturadas que
aumentan el grado de incidencia de contaminantes, principalmente en la parte norte del Valle
Central. Por otro lado, la vulnerabilidad es media en las zonas de Heredia, Santo Domingo,
San Pablo, San Antonio y San Juan de Tibas, donde existen coberturas de tobas de baja
permeabilidad y se consideran de baja vulnerabilidad las zonas con importantes espesores e
impermeabilidades bajas de las rocas.

Identificacion y seleccion de fuentes de agua para evaluar los contenidos de nitratos

En los cuadros 1y 2 se presentan las fuentes de agua evaluadas en los periodos 1989-2005 y
2006-2015, respectivamente.

Cuadro 1. Identificacion y seleccion de manantiales y pozos representativos de cada acuifero del Valle Central.
Estudio 1989-2005.

Nombre del acuifero Tipo de fuente Nombre de la fuente
Manantial Cerveceria Costa Rica
Barva Manantial Ojo de Agua
Manantial Echeverria Katadin
Pozo W1
Pozo W2
. : Pozo W4
Colima Superior Pozo W7
Pozo Belén 1
Pozo Belén 2

Continua...
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Nombre del acuifero

Tipo de fuente

Nombre de la fuente

Pozo Belén 3

Pozo San Antonio 1 (CNP1)

Pozo San Antonio 2 (CNP 2)

Pozo Rivera Nuevo
Manantial La Libertad
Manantial Puente de Mulas
Manantial Fuente Zamora

Pozo W3

Pozo W5

Pozo W6

Pozo W8

Pozo W9

Colima Inferior Pozo W10

Pozo W12

Pozo W13

Pozo W14

Pozo W15
Manantial Potrerillos

Cuadro 2. Identificacion y selecciéon de manantiales y pozos representativos de cada acuifero del Valle Central.

Estudio 2006-2015.

Nombre del acuifero

Tipo de fuente

Nombre de la fuente

Barva Manantial Ojo de Agua
Pozo WA
Pozo W2
Pozo W4
Pozo W7
Pozo Belén 1
Pozo Belén 2
Colima Superior Pozo Belén 3
Pozo San Antonio 1 (CNP1)
Pozo San Antonio 2 (CNP 2)
Manantial La Libertad
Manantial Puente de Mulas
Manantial Fuente Zamora
Pozo W3
Pozo W5
Colima Inferior Pozo We
Pozo W8
Pozo W9
Pozo W10

Continda...
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Pozo W12
Pozo W13
Pozo W14
Pozo W15
Manantial Potrerillos

La figura 1 permite esquematizar la ubicacion geografica, en la parte alta del Valle Central, de
algunas de las fuentes seleccionadas en este trabajo.

. Los Angeles ¥ Los Bambinos

P79 Barba Inferior

La Libertad
P o

” Colima

- Manantial o Pozos

Complejo Volcanico Zurqui

Alajuela

La Libertad
San Jose

Figura 1. Ubicacion geografica de las fuentes de agua utilizadas en el presente estudio, periodos 1989-2005 y
2006-2015. Fuente: Arellano et al. (2005).

Evaluacion de las concentraciones de nitratos en las fuentes seleccionadas

Promedio de los datos historicos de nitratos

En el cuadro 3 y la figura 2 se pueden apreciar y comparar los datos promedio de las
concentraciones de nitratos en las fuentes estudiadas en ambos periodos.
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Rica, periodos 1989-2005 y 2006-2015.
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Cuadro 3. Datos promedio de nitratos en mg/L en las fuentes de agua de los acuiferos del Valle Central de Costa

Fuente NiFratos en mg/L Ni.tratos en mg/L Diferencia
Periodo 1989-2005 Periodo 2006-2015

Puente de Mulas 22,0 21,70 -0,30
La Libertad 26,3 30,30 4,00
Ojo de Agua 19,4 20,89 1,49
Potrerillos 12,5 10,29 -2,21
Belén 1 16,10 14,93 -1,17
Belén 2 27,60 17,67 -9,93
Belén 3 31,70 28,92 -2,78
Pozo San Antonio 1 (CNP) 17,80 20,22 2,42
Pozo San Antonio 2 (CNP) 17,70 20,10 2,40
Pozo W1 10,00 12,07 2,07
Pozo W2 21,80 22,78 0,98
Pozo W3 9,60 10,20 0,60
Pozo W4 22,80 21,47 -1,33
Pozo W5 4,90 5,26 0,36
Pozo W6 8,4 6,58 -1,82
Pozo W7 17,10 18,09 0,99
Pozo W8 6,90 6,06 -0,84
Pozo W9 10,40 11,94 1,54
Pozo W10 6,10 6,33 0,23
Pozo W12 16,50 17,73 1,23
Pozo W13 6,80 6,56 -0,24
Pozo W14 10,10 10,01 -0,09
Pozo W15 8,70 8,01 -0,69
Pozo Zamora 20,30 23,61 3,31

Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, AyA.

Nota: Las 24 fuentes de abastecimiento cumplen con el valor maximo permisible de 50 mg/L de nitratos, de
acuerdo con el Reglamento para la Calidad del Agua Potable.
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Figura 2. Valores promedio de la concentracion de nitratos en las fuentes de agua del Valle Central, periodos 1989-

2005 y 2006-2015. Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, AyA.

Comparacion entre las concentraciones de nitratos en ambos periodos

Los promedios de las concentraciones de nitratos del periodo 1989-2005 y el periodo 2006-
2015 demuestran que:

a.

Todas las 24 fuentes de agua, representativas de los tres acuiferos, tienen concentraciones
de nitratos inferiores a 50 mg/L, lo que las califica como de calidad potable.

. De las 24 fuentes estudiadas, las que presentan una mayor tendencia al incremento son

La Libertad y Pozo Zamora, con un incremento de 4,00 y 3,31 puntos, respectivamente,
entre los promedios de ambos periodos; las otras 23 fuentes de agua mantienen
concentraciones muy semejantes en ambos periodos.

. Las nacientes de la fuente La Libertad (Colima Superior) es la de mayor concentracion de

nitratos, con 26,3 mg/L en el periodo 1989-2005 y 30,30 mg/L entre 2006 y 2015.

. La fuente Ojo de Agua, representante del acuifero Barva, mantiene un comportamiento

estable en la concentracion de nitratos, oscilando ente 19,4 mg/L y 20,89 mg/L en ambos
periodos de estudio, respectivamente.

Los pozos W5, W6, W8, W10, W13 y W15, representantes del acuifero Colima Inferior, son
los que tienen menores concentraciones de nitratos, con menos de 10 mg/L de promedio
en ambos periodos.

De las 12 fuentes analizadas pertenecientes al acuifero Colima Superior, cinco presentan
un aumento superior a dos puntos entre los promedios de ambos periodos evaluados.
Cabe mencionar que la fuente Belén 2, perteneciente al mismo acuifero, presenta
una disminucion de 9,93 puntos entre el promedio de 1989-2005 y el de 2006-2015,
una situacion que resulta inexplicable sin la realizacion de estudios mas profundos y
especificos.

Conclusiones y recomendaciones

El analisis de los resultados de nitratos de los ultimos 27 afnos en las 24 fuentes de agua
estudiadas, como representativas de los tres principales acuiferos del Valle Central, permite
hacer las siguientes conclusiones y recomendaciones:
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Conclusiones

Los valores obtenidos de las 24 fuentes de agua estudiadas muestran concentraciones de
nitratos inferiores a 50 mg/L, lo cual las califica como de calidad potable.

Esta realidad es contraria a la hipodtesis establecida por los estudios de Reynolds (2005),
quien indicaba que la tendencia de la contaminacién con nitratos en los tres acuiferos seria de
aumento, estimando que para el afio 2015 algunas fuentes, como Ojo de Agua y La Libertad,
superarian los 50 mg/L de nitratos (Mora, 2005).

Nuestros estudios demuestran que ninguno de los puntos de muestreo supero el valor indicado
por el Reglamento para la Calidad del Agua Potable y que, por el contrario, mantienen valores
relativamente constantes entre los periodos 1989-2005 y 2006-20153.

El acuifero que presenta mayor vulnerabilidad a la contaminaciéon antropogénica es Colima
Superior, ya que cinco de las 12 fuentes evaluadas presentaron incrementos importantes (>2
puntos), en el promedio entre el periodo 1989-2005 y 2006-2015.

Recomendaciones

Es necesario continuar con el monitoreo de estas 24 fuentes de agua, con el propésito de
valorar las tendencias de concentracion de nitratos en los tres acuiferos. Dicho monitoreo lo
continuara realizando el LNA.

El Estado, mediante las instituciones y ministerios respectivos, debe proteger las zonas de
recarga de estos importantes acuiferos, con el objetivo superior de garantizar la cantidad y
calidad del agua para las presentes y futuras generaciones.
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Resumen

El bromacil es un pesticida que se ha encontrado en fuentes de abastecimiento de agua en
Costa Rica. Se ha estudiado su degradacion en matriz acuosa, principalmente con métodos
fotoquimicos. En este articulo se presentan los resultados de un estudio que evallo la degradacion
de bromacil por un hongo filamentoso identificado como cepa IT-01 del género Penicillium spp,
aislado de suelo contaminado con el herbicida. Se estudié y valord la eficiencia de remocion
del bromacil en un biofiltro a escala laboratorio. Las pruebas se realizaron en el laboratorio de
Ingenieria Aplicada de la carrera de Ingenieria Ambiental y el Centro de Investigacion y de
Servicios Quimicos y Microbiolégicos (CEQIATEC) del Tecnolégico de Costa Rica. La eficiencia
de remocion del pesticida al utilizar el microorganismo en un medio acuoso suspendido fue del
50% en 72 horas; sin embargo, al fijarse el hongo en esponja marina y utilizarse en un biofiltro,
se obtuvo una eficiencia promedio del 80%, en un tiempo de 18 a 39 segundos. Durante los
ensayos del biofiltro se evalud el tipo de esponja marina como medio de soporte, el efecto de la
inoculacion del medio filtrante y el tiempo de retencién hidraulico. Utilizando el software Minitab,
se determind, con un 95% de confianza, que la inoculacion del medio fue el Unico parametro
qgue afectd significativamente la eficiencia de remocién del bromacil.

Keywords
Bromacil; biofilter; sponge; Penicillium spp.

Abstract

Bromacil is a pesticide that has been found in water sources in Costa Rica and its degradation
in agueous matrix has been studied mainly by photochemical methods. This article exposes the
Bromacil degradation by a filamentous fungus identified as strain IT-01 Penicillium spp, isolated
from contaminated soil and its application in a laboratory scale biofilter. The tests were made
at Applied Environmental Engineering laboratories and the Center for Research and Chemical-
Microbiological Services at Costa Rican Institute of Technology. The removal efficiency using
the microorganism in an aqueous suspended medium was 50% in 72 hours; however, adhering
the fungus and used in a marine sponge in biofilter it was obtained a removal efficiency of 80%
with retention times from 18 to 39 seconds. During the biofilter tests: the type of marine sponge
as a supporting mean, the effect of inoculation of the filter medium and the hydraulic retention
time were evaluated. Through Minitab software, it was determined at 95% confidence that the
inoculation of the medium was the only parameter that significantly affects the efficiency of
removal for this pollutant.

Introducciéon

La contaminacion del recurso hidrico se ha relacionado a nivel mundial con el uso agricola
extensivo de plaguicidas (Anju, Ravi & Bechan, 2010). En Costa Rica, el servicio de agua
potable para 6000 personas se vio afectado por la presencia del herbicida bromacil en acuiferos
del Caribe (Boeglin, 2010; Ruepert et al., 2005). Ante esto, el Servicio Nacional de Acueductos
y Alcantarillados debid solventar la problematica llevando cisternas con agua potable al lugar
afectado durante un tiempo indeterminado (Aguero, 2007), lo que implicé un alto costo para
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la institucion. En otras partes del mundo, como Estados Unidos (Pfeuffer, 2011; Zhang et al.,
1997), Holanda (Schipper & Vissers, 2008) y Espafia (Hernandez et al., 2008) también se han
detectado trazas de este pesticida en aguas de potencial consumo humano.

El bromacil se caracteriza por su alta solubilidad en agua, una bioacumulacién ligera, alta
movilidad ambiental y una vida media en el ambiente de 60 dias. La Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (EPA) lo considera ligeramente toxico y se han evidenciado
efectos cronicos —como dafio en los testiculos, higado vy tiroides— en animales de laboratorio.
En algunos paises existen limites maximos recomendados para la presencia de bromacil en las
aguas de consumo humano: 90 ug/L en Estados Unidos, 0,1 ug/L en la Unién Europea y 300
ug/L en Australia (Cruz, 2010).

Debido a la importancia de este herbicida como contaminante ambiental, se han realizado
estudios con el objetivo de evaluar su degradacion, tales como los de Kalyani (Kalyani, 1993)
se logré la fotodegradacion a partir de la irradiacion con luz ultravioleta del 90% de bromacil en
una disolucion acuosa de 25 mg/L. Por otra parte, su degradacion usando métodos bioldgicos
unicamente se ha estudiado en suelo mediante la aplicacion de bacterias (Carl, 1973; Rasul &
Cortez, 1988), por lo que la biodegradacion de este contaminante en agua resulta un proceso
innovador.

La biorremediacion es una técnica que involucra el uso de microorganismos vivos con el fin de
descomponer sustancias quimicas presentes en el ambiente (Crawford & Rosenberg, 2013).
La biofiltracion esta relacionada con estos procesos de biorremediacion y consiste en el uso
de organismos metabdlicamente activos, que se fijan en medios de soporte con el fin de tratar
aguas de consumo humano, mostrandose como una opcion efectiva (Benner et al., 2013;Yu,
Shi, Wei, Ye & Shuting, 2009). Esta tecnologia se ha estudiado con biofiltros de carbdn activado
para remover compuestos organicos y subproductos de la cloracion (Carlson & Amy, 2000; Liao
et al., 2015; Norton & LeChevallier, 2000; Young-Song, Yoon-Jin & Sang-ho, 2007).

Aspectos de disefio como la carga hidradlica (CH) y el tiempo de retencion (TR) resultan
importantes en la remocion de contaminantes. Carlson y Amy (2000) reportan que la CH no
afecta significativamente la remocion de compuestos organicos pero el TR si. Sin embargo,
Young-Song et al. (2007) determinaron que existe una mayor eficiencia en la remocion de
compuestos organicos en biofiltros con bajas CH y altos TR.

En la literatura no existe evidencia de que se hayan utilizado procesos de biofiltracion para
remover el bromacil de aguas para consumo humano. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar la utilizacion de una cepa de hongo escogida, ambiental altamente eficiente en un
prototipo de biofiltro a escala para la remociéon de bromacil en disoluciones de este contaminante
en agua. La remocion fue valorada en aspectos como medio de soporte y TR.

Metodologia

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Ingenieria Aplicada de la Carrera de
Ingenieria Ambiental y el Centro de Investigacion y de Servicios Quimicos y Microbiolégicos de
la Escuela de Quimica (CEQIATEC) del Tecnoldgico de Costa Rica (TEC).

Aislamiento y evaluacion de un microorganismo para la remocion de bromacil

Se recolecté una muestra de tierra contaminada con plaguicidas de una finca pifiera localizada
en la zona Sur del pais, la cual se mezcld al 10% m/v en agua peptonada.

Se preparé agar recuento estandar y una disolucion de bromacil de 800 mg/L en agua destilada
estéril. Se inocularon ocho placas de Petri con la solucion de tierra y se les vertio 0,10 ml de
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la disolucién del plaguicida. Se probaron dos tratamientos, las primeras cuatro réplicas se
mantuvieron a temperatura ambiente y las restantes se incubaron a 35 °C por cinco dias.

Luego de la determinacion de la resistencia del hongo al plaguicida se traspast el
microorganismo obtenido de los cultivos a un medio sin bromacil para luego identificarlo en el
microscopio. Se prepard un medio agar papa dextrosa acidificado y se mantuvo el hongo por
pasajes en un medio nuevo cada tres meses.

Se preparé un inéculo de esporas en agua esterilizada en un rango de (4,0-8,0) x10° esporas/
mL, las cuales se cultivaron en un caldo enriquecido con los nutrientes descritos en el Cuadro
1. A partir de este se realizaron medios por duplicado con concentraciones de 20,0, 30,0 y 40,0
ug/L de bromacil y se agregé 1,00 mL de inéculo a cada uno.

Cuadro 1. Medio de cultivo para el hongo.

Nutrientes Concentracion (g/L)

KH,PO, 2,0
MgSO, 2,0
NH,NO, 2,0
FeSO, 1,0

Znso, 5,0

NaCl 2,0
Extracto de levadura 2,0

Se colocaron caldos inoculados con el hongo en una incubadora con agitacion a 35 °C y 100
rom durante tres dias, con el objetivo de permitir la formacion de pellets. Se tomd una muestra
diaria de cada medio y se analizé la variacion de la concentracion del contaminante.

Seleccion del medio de soporte

Se realizd la valoracion de dos medios, para lo cual se establecid un disefio factorial de 22,
cuyos factores eran tipo de esponja (sintética y natural) e inéculo (presencia y ausencia de
pellets del hongo) con seis réplicas, siendo la variable de respuesta el porcentaje de remocion
de bromacil.

Los tratamientos se prepararon en buretas de 50 mL, llenando un volumen de 23 mL. Para el
primer tratamiento se utilizaron (4.23+0.01) g de esponja natural sin inocular, en el segundo
se requirieron (6.50+0.01) g de esponja sintética sin inocular. Para el tercero y cuarto
tratamiento se utilizaron (4.18+0.01) g de esponja natural y (6.58+0.01) g de esponja sintética,
respectivamente, y se adicionaron 46 pellets distribuidos de manera uniforme en cada esponja.

Se llenaron las buretas con el caldo descrito en el cuadro 1 hasta su maxima capacidad y se
mantuvieron a temperatura ambiente por catorce dias, con el fin de permitir el crecimiento de
biomasa. Posteriormente, se pas6 agua destilada en la bureta, luego se paséd una disolucion
con las condiciones descritas en el cuadro 2 y se tomaron seis réplicas para cada tratamiento.
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Cuadro 2. Condiciones de la disolucion de bromaci

Parametro Promedio Minimo Maximo
Turbiedad (NTU) *ND *ND *ND
pH 6,42 5,98 6,78
Concentracion de
bromacil (0,9 ug/L) e o2 73,6
Temperatura (°C) 22,5 21,0 23,1

*ND: No detectable por el equipo utilizado.

Ensayos en biofiltro de laboratorio

El biofiltro consiste de un tanque de almacenamiento de 20 L, un tubo de desague, una carcasa
de material acrilico transparente, dos lechos filtrantes distribuidos en recipientes cilindricos
metalicos, valvulas y un dispersor para una distribucion de caudal influente constante y
homogéneo. En la figura 1 se muestra un esquema de la planta utilizada y en el cuadro 3 los
parametros de disefio asociados a ella.

1. Tanque de N
. > Influente
almacenamiento

2. Carcasa

del biofiltro

3. Medio

filtrante
L ]

3. Medio
filtrante

Figura 1. Esquema del biofiltro.

Se prepararon dos medios filtrantes —L1 y L2— con una relacion de volumen 2:1 esponja marina
natural inoculada y arena. Para cada medio se utilizaron (61,00+0,01) g y (60,90+0,01) g de
esponja, respectivamente; cada esponja se inoculd con pellets y se mantuvo en un recipiente
con el caldo descrito en el cuadro 1 hasta su maxima capacidad a temperatura ambiente
durante 14 dias. La arena utilizada presento6 las siguientes caracteristicas: solubilidad en acido
clorhidrico menor al 5%, tamafio efectivo de 0,5 mm y una gravedad especifica de 0,4.

Se paso un caudal de 0,25 m3/h constante de una disolucién con las caracteristicas del cuadro
2 para cada lecho y se midio el porcentaje de remocion de bromacil, el tiempo de retenciéon y
la velocidad de filtracion. Se obtuvieron seis réplicas para cada lecho filtrante. En el cuadro 3
se observan algunos parametros de disefo aplicados en el experimento.
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Cuadro 3. Parametros de disefio del biofiltro.

L1 L2
Diametro del filtro (m) 0,190 0,190
Largo del filtro (m) 0,800 0,800
Diametro del lecho filtrante (m) 0,187 0,187
Largo del lecho filtrante (m) 0,110 0,220
Tiempo de retencion (s) 18,04 39,64
Velocidad de filtracion (m/h) 22 20
Carga hidraulica (m%/m?h) 8,8 8,8

Para determinar la eficiencia del sistema, se llevd a cabo la cuantificacion del bromacil mediante
un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) marca Agilent Technologies,
modelo 1260 Infinity, con un limite de cuantificacion de 7.7 ug/L y un limite de deteccion de 2.3
ug/L. Se utilizd una columna de cromatografia de fase reversa marca Aligent, modelo Eclipse
Plus C18, a una temperatura constante de 25 °C. La fase movil consistié en un flujo de 0,7
mL/min de una disolucion de acetonitrilo al 10% y 0,3 mL/min de acetonitrilo grado HPLC. Se
inyectaron muestras de 50 L prefiltradas con membranas de 0.45 pm. Se utilizdé un detector de
arreglo de diodos a 215 nm de longitud de onda.

Los analisis de turbiedad se efectuaron mediante un turbidimetro portatil marca Orbeco, modelo
TB200, y el pH se determiné mediante un pHmetro marca Hanna, modelo HI 98128. Estos
analisis se realizaron posteriormente a la preparacion de disoluciones.

Para la identificacion del hongo del microorganismo se utilizd un microscopio de barrido
electronico marca Hitachi, modelo TM-300 del laboratorio Institucional de Microscopia.

Resultados y discusiéon

Aislamiento y evaluacion de un microorganismo para la remocion de bromacil

Se observo el crecimiento de un solo tipo de hongo a partir del quinto dia en las ocho placas
cultivadas. Se evidencié que la temperatura fue un factor de poca importancia durante el
aislamiento, ya que para ambos tratamientos (con una temperatura ambiente de 17-23 °C y una
temperatura constante de 35 °C) aparecieron colonias del hongo simultaneamente al quinto dia.
Para identificar el hongo se observé un conidioforo ramificado tipico del género Penicillium spp.,
tal y como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Conididforo de Penicillium spp. observado por microscopia electrénica de escaneo.

Se evalud la capacidad de remocién de bromacil por parte del hongo aislado en tres medios
acuosos con concentraciones de 20, 30 y 40 ug/L. En la figura 3 se muestra la variacion en la
eficiencia de remocion respecto al tiempo. Cuando se alcanzaron las 72 horas, se evidenci6
una degradacion superior al 50% del contaminante en el medio, lo cual hizo posible valorar su
uso en un biofiltro.
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Figura 3. Variacion de la eficiencia de remocion de bromacil en tres medios acuosos de diferente concentracion.

Seleccion del medio de soporte

Se evaluaron dos medios de soporte en buretas: esponja marina de origen natural y esponja
marina de origen sintético. Ambas esponjas inoculadas removieron entre 95-97% de bromacil al
pasar una disolucion preparada con las caracteristicas fisicoquimicas presentadas en el cuadro
2; la figura 4 muestra la eficiencia promedio de remocién para cada tratamiento. Se determiné
que las esponjas que no fueron inoculadas removieron por simple adsorcion en promedio
menos del 50% del contaminante. El tiempo de retencién en las buretas varié entre 8.50y 10.25
minutos para la esponja sintética y entre 2.30 y 6.20 minutos para la esponja natural. Estas
variaciones se debieron a las condiciones de empaquetamiento presentadas por las buretas.
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Figura 4. Eficiencia de remocion para cada tipo medio filtrante.

En la figura 5 se muestra el grafico de Pareto estandarizado con un 95% de confianza para este
experimento. Este demuestra que tanto el tipo de esponja como su interaccion con el indculo
no producen un efecto significativo en la remocion. Ademas, se determiné que la presencia del
indculo es el Unico factor que genera un aumento significativo en la remociéon del herbicida.
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Figura 5. Grafico de Pareto estandarizado para el experimento con medios de soporte.

Ensayos en biofiltro de laboratorio

Se realizaron pruebas de remocién de bromacil en un prototipo de biofiltro para dos lechos
filtrantes -L1 y L2— con las caracteristicas de disefio que se muestran en el cuadro 3. En el
primer lecho se determind una eficiencia de remocién promedio del 80% vy para el segundo
lecho la eficiencia promedio fue del 81%. Por lo tanto, se comprobd que los tiempos de retencion
asociados a cada lecho no causaron una variacion significativa en la eficiencia de remocion.
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Conclusiones

Se demostrd que el hongo filamentoso Penicillium spp. es capaz de degradar mas del 50% de
bromacil de medios acuosos con concentraciones de entre 20.0 y 40.0 pg/L en periodos de 72
horas. Esta degradacion resulta rapida al compararse con la vida media del contaminante en el
ambiente, pero poco efectiva al utilizarse como sistema de tratamiento en un medio suspendido.

Se determind que la eficiencia de remociéon del contaminante aumenta al fijarse a un medio
de soporte y el tiempo requerido es menor al compararse con la remocion producida por el
microorganismo suspendido en un caldo.

Se comprobd que el tipo de esponja marina —natural o sintética— tiene poca importancia como
medio de soporte en la eficiencia de remocion del plaguicida. Sin embargo, su inoculacion es
fundamental para el aumento de la eficiencia de remocion.

Durante la experimentacion en el prototipo de biofiltro se comprobd que los tiempos de retencion
y longitudes de los lechos filtrantes utilizados son factores poco significativos en las eficiencias
de remocion; lo realmente importante en la eficiencia de remocién es su inoculacion o sea el
trabajo realizado por el microorganismo.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la estructura genética en poblaciones de gato doméstico
(Felis catus) mediante marcadores que codifican la coloracion y el disefio y longitud del
pelaje en Sahagun, Cdérdoba, Colombia. Mediante observaciones directas en recorridos por
las zonas urbanas pertenecientes a seis barrios de Sahagun, entre mayo y agosto de 2015,
se muestrearon aleatoriamente 153 gatos adultos, utilizando la nomenclatura recomendada
por el Committee on Standardized Genetic Nomenclature for Cats (1968), atendiendo a los
marcadores fenotipicos: O: Orange; a: Non-agouti; Tb: Tabby blotched, d: No diluido; I: Pelo
largo; s: Manchado de blanco; W: Dominante blanco. Se midieron: frecuencia alélica, flujo
génico y equilibrio Hardy-Weinberg a través del programa PopGene 1.31; la estructura genética
mediante el programa FSTAT v. 2.9.3.2. El marcador Manchado de blanco fue el de mayor
frecuencia, el Dominante blanco presentd los valores mas bajos de las frecuencias alélicas,
se obtuvo escasa diferenciacion genética entre las poblaciones y un elevado flujo génico; se
observo un exceso de heterocigotos a nivel poblacional y a nivel total, no hubo equilibrio Hardy-
Weinberg en todas las poblaciones con relacién a los marcadores Orange y Manchado de
blanco; y se evidenci¢ seleccion natural y artificial para estos marcadores.

Keywords
Allele frequencies; gene flow; Hardy-Weinberg equilibrium; Felis catus.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the genetic structure in populations of cat domestic
(Felis catus) using markers that encode color, design and length of coat in Sahagun, Cérdoba,
Colombia. By direct observations during the journey at urban zones belonging to six Sahagun
neighborhoods, a total amount of 153 adult cats were randomly studied between months of May
and August 2015, using the nomenclature recommended by the Committee on Standardized
Genetic Nomenclature for Cats (1968), according to phenotypic markers: O: Orange; a: Non-
agouti; Th: Blotched tabby, d: Dilution; I: Long hair; s: Spotting White, W: Dominant White.
Were measured: allele frequencies, gene flow and Hardy-Weinberg equilibrium were calculated
through POPGENE 1.31 program; genetic structure using FSTAT v. 2.9.3.2 program. The Spotting
White gene showed the highest frequency, the dominant white marker, presented the lowest
values of allele frequencies, low genetic differentiation among populations was obtained and
high gene flow; an excess of homozygotes was observed to subpopulations and population
level. In any population no Hardy-Weinberg equilibrium was found in relation to the Orange and
Spotting white markers, and also evidenced natural selection and artificial selection for these
markers.

Introduccién

La variabilidad de colores del pelaje en los gatos domésticos (Felis catus) obedece a un
proceso de desarrollo y funcionamiento de las estructuras implicadas en la formacién o génesis
del pigmento. Este proceso esta regulado por una serie de genes y normalmente conduce
al desarrollo del denominado de tipo salvaje (atigrado). Cualquier otra variacion del color en
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el pelaje es causada por mutaciones y obedece a una serie de genes que codifican para
coloraciones que van desde el blanco hasta el naranja. Las frecuencias de alelos mutantes y
silvestres de los genes que codifican la coloracion del pelaje son especificas de cada poblacion
y reflejan sus estructuras genéticas (Kholin, 2012). Los colores y patrones del pelaje son muy
variables en los gatos y son determinados, principalmente, por varios genes que se expresan
siguiendo las caracteristicas de la herencia mendeliana (Gershony, 2014).

La forma en que se han distribuido las poblaciones de gatos domésticos alrededor del mundo
a lo largo de la historia estéa altamente relacionada con movilizaciones antrépicas, 1o que se
denomina la hipétesis de migracion histérica (Ruiz-Garcia et al., 2005). Se han analizado varias
poblaciones en distintas partes del mundo desde la perspectiva de la genética de poblaciones
biogeogréficas, utilizando las caracteristicas que codifican para la longitud, la distribucion,
la coloracion del pelaje y anomalias esqueléticas. Aunque la mayoria de los estudios de las
poblaciones de gatos se han realizado en Europa, en América Latina, especificamente en
Colombia, se han reportado varias investigaciones sobre la genética de poblaciones de esta
especie.

Ruiz-Garcfa y Alvarez (2003) estudiaron seis poblaciones latinoamericanas de gatos, incluyendo
la ciudad de Bogota, utilizando marcadores que codifican caracteristicas morfolégicas del
pelaje y marcadores moleculares nucleares microsatélites, concluyendo que la evolucion global
de los marcadores utilizados obedeceria a presiones naturales y no a eventos selectivos. Por
otro lado, Pardo et al. (2014), en un estudio en Monteria, Colombia, de la estructura genética en
una poblaciéon de gatos domésticos mediante marcadores del pelaje, encontraron bajos niveles
de variabilidad genética tanto a nivel global como poblacional; pese a esto, los marcadores
Orange y Manchado de blanco evidenciaron ausencia de equilibrio. Pefia-Cruz et al. (2015),
en un estudio genético-poblacional de gatos domésticos realizado en la ciudad de Cali, hacen
el primer reporte para Colombia de los alelos inhibitory ticked abyssinian. Pardo et al. (2015)
evaluaron la diversidad genética en poblaciones de gatos domésticos de Lorica, donde el
marcador Orange evidencia altas frecuencias alélicas y una seleccion natural y artificial debido
a presiones antropicas. Montes-Diaz et al. (2015) reportaron seleccion natural y artificial de los
marcadores non-Agoutiy Tabby abissynian en la poblacion de Cartagena.

La variacion fenotipica en la hibridacion de especies o subespecies es una condicion para
que los investigadores de vida silvestre identifiquen poblaciones parentales y sus hibridos en
el campo; por tal razén, los marcadores fenotipicos, especialmente los relacionados con la
coloracion del pelaje (Devillard, 2014), constituyen una valiosa herramienta cuando se analiza
la estructura genética de las poblaciones en medios naturales, debido a su gran contenido
informativo, facil manipulacion y rapida obtencion de resultados.

Las frecuencias de estos marcadores genéticos comunmente usados para dichos estudios
poblacionales podrian verse afectadas por variables ambientales, seleccion natural, seleccion
artificial y/o los efectos migratorios que caracterizan la historia del establecimiento de las
poblaciones humanas (Ruiz-Garcia & Alvarez, 2008). Por esta razén, la presente investigacion
tuvo como finalidad conocer el grado de diversidad y estructura genética en poblaciones de
Felis catus mediante marcadores que codifican el pelaje en Sahagun, Cérdoba, Colombia.
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Materiales y métodos

Sitio de estudio

El estudio se realizé en la zona urbana de Sahagun (8° 56° 58" latitud Norte y 75° 26" 52°°
longitud Oeste, con una temperatura promedio de 28 °C). Se muestrearon los barrios Bosque
Baraji, Santa Lucia, Alfonso Lépez, Venecia, Camilo Torres y Belalcazar.

Obtenciéon de datos

Se realizaron muestreos aleatorios entre los meses de Mayo y Agosto del afio 2015. Mediante
excursiones urbanas y observacion directa, se realizé una clasificacion fenotipica de cada uno
de los individuos adultos encontrados en Sahagun; no se tuvieron en cuenta gatos callejeros
y cada ruta se utilizd solo una vez, a fin de evitar el remuestreo, atendiendo a la presencia o
ausencia de los marcadores autosomicos Non-agouti(a); Blotched tabby (Tb); Dilution (d), Pelo
largo (1), Manchado de blanco (S)y Dominante blanco (W)y el locus ligado al sexo O (Orange);
por ultimo, se tomaron registros fotograficos de cada individuo. De igual manera, se realizdé una
encuesta sobre sexo, edad raza, origen y preferencias antropicas; se construy6é una base de
datos y los resultados se analizaron con varios estadisticos.

Diseno estadistico

La estimacion de las frecuencias alélicas de cada marcador, el coeficiente de diferenciacion
genética (Gg,) y flujo génico (Nm); se estimaron a través del programa PopGene 1.31 (Yeh, 1999).
El equilibrio Hardy-Weinberg fue probado mediante un chi-cuadrado; la distancia genética
entre las poblaciones, el indice de diversidad genética correspondientes a la heterocigosidad
esperada (He), fueron calculadas siguiendo los parametros de Nei (1972); y la estructura
genética de las poblaciones, fue calculada atendiendo a los indices de fijacion propuestos
por Wright: F ., F .y F.,, se calcularon mediante el programa FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet, 2001).
La elaboracion del dendrograma que representa los valores estimados de distancia genética
se realiz6 a través del método UPGMA (Unweighted Pair Group Methodwith Arithmetic Mean),
empleando el programa MEGA 5.2 (Tamura, 2011).

Resultados y discusion

Se muestred un total de 153 individuos, de los cuales el 42,2% eran machos y el 57,8%
hembras. Estos porcentajes de sexos encontrados, distribuidos entre las seis subpoblaciones
muestreadas de la ciudad, podrian indicar un buen tamafo de muestra para la realizacion del
estudio.

Frecuencias alélicas

El cuadro 1 contiene las frecuencias alélicas para cada subpoblacion. Se puede observar que
el marcador Manchado de blanco es el mas frecuente, especialmente en las subpoblaciones de
Belalcazar (g= 0.7500), Santa Lucia (g= 0.6667) y Venecia (gq= 0.6500). Este hecho podria estar
relacionado con diversos factores, tales como: el continuo y rapido crecimiento poblacional de
gatos domésticos, lo cual incrementa considerablemente el flujo genético, aumentando asi los
niveles de panmixia; factores ambientales como las altas temperaturas podrian favorecer tanto
la presencia como el aumento de individuos portadores de dicho marcador (Eizirik, 2010). Y,
por ultimo, las preferencias antropicas por razones estéticas también podrian estar relacionadas
con el aumento en la frecuencia alélica de este gen (Pardo et al., 2015), lo cual fue evidenciado
por la favorabilidad detectada al realizar el estudio, revelando una posible seleccion artificial.
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Cuadro 1. Frecuencias alélicas de cada marcador en las poblaciones estudiadas.

Locus

Poblaciones @) a Tb d | s W
Bosque Baraji 0.3500 0.4000 0.5821 0.3567 0.1002 0.4520 0.0000
Venecia 0.3023 0.4022 0.5900 0.7558 0.1500 0.6500 0.0000
Alfonso Lépez 0.3333 0.4444 0.6804 0.2200 0.1250 0.1111 0.0556
Santa Lucia 0.2500 0.4167 0.2500 0.3333 0.0833 0.6667 0.0000
Camilo Torres 0.5301 0.0034 0.5100 0.0241 0.0008 0.5000 0.0000
Belalcazar 0.6000 0.4899 0.4500 0.0467 0.2659 0.7500 0.0000
Total 0.3942 0.3594 0.5087 0.2894 0.1208 0.5216 0.0093

O: Orange; a: Non-agouti; Th: Tabby blotched; d: DiLultion; I: Pelo largo; s: Manchado de blanco; W: Dominante
anco

Un aspecto importante de destacar es que la frecuencia del gen Orange fue alta (p= 0.3942)
en comparacién con las reportadas por otros autores (Ruiz-Garcia & Alvarez, 2003, 2008;
Ruiz-Garcia et al., 2005, Pefia-Cruz et al., 2014). En ambientes urbanos, donde las densidades
poblacionales son altas, los individuos que portan el marcador Orange podrian ser favorecidos,
ya que tienden a ser altamente sociables con otras especies, principalmente la humana; esto
hace suponer que los gatos domésticos portadores de este gen estan mejor adaptados a las
condiciones imperantes de una localidad con alta presion demografica y ese podria ser un
factor de seleccion sobre otros que no lo portan (Schmidt, 2009; Kaelin & Barsh, 2013). Por
otra parte, el marcador Orange, ademas de estar ligado al cromosoma X, también es epistatico
sobre el Non agouti, (Schmidt, 2009); esta correlacion negativa podria aumentar indirectamente
las frecuencias de este marcador.

Por su parte, el marcador Dominante blanco, que es epistatico y responsable del color blanco
en la totalidad del cuerpo del animal, solo se registré en una de las subpoblaciones, Alfonso
Lopez, siendo este el marcador menos frecuente en la poblacién de Sahagun. Esto podria ser
atribuido a que los individuos de color blanco tienden a desarrollar complicaciones auditivas
(David, 2014), lo que coloca en desventaja selectiva a aquellos que porten este marcador. Este
hecho podria ocasionar la muerte a una edad temprana, disminuyendo notablemente el nimero
de animales blancos vy, por consiguiente, su frecuencia alélica.

La presencia de todos los marcadores estudiados en la poblacién de gatos domésticos de
Sahagun evidencia la gran variedad de genes disponibles en la zona. Esto podria explicarse
por el hecho de que se trata de un sitio de interconexion con la troncal de oriente que viene
desde el interior del pais, y con la via a la capital de Cérdoba, favoreciendo el movimiento de
migrantes y aumentando de forma considerable el flujo génico de personas e indirectamente
de los gatos domésticos.

Hardy-Weinberg

Con respecto al test de equilibrio de Hardy-Weinberg (cuadro 2), a nivel global, las poblaciones
reportaron ausencia de equilibrio para los marcadores O (Orange) y S (Manchado de blanco).
Una de las razones que explicarian la desviacion de equilibrio es la relacion directa entre las
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poblaciones de gatos y las poblaciones antropicas, puesto que los seres humanos han jugado
un papel significativo en el establecimiento y mantenimiento de la variacion del color del pelaje
en los animales domésticos, debido a que tienen preferencias por coloraciones exéticas y
variantes blancas (Linderholm & Larson, 2013). Esto indicaria que la estructura actual de colores
en poblaciones de gatos domésticos podria ser el resultado de continuas presiones selectivas
que han reducido la frecuencia de alelos silvestres y han inducido el aumento de mutantes, lo
qgue ha favorecido algunas caracteristicas fenotipicas mas que otras. Ademas, las alternativas
del marcador Orange conocidas como carey y calico son preferidas por los habitantes del lugar,
debido a que su pelaje presenta tres colores (hembras heterocigotas); esto se constatd durante
el muestreo y podria explicar el exceso de heterocigotos evidenciados en los indices de fijacion
Fo Fir ¥ Fgp (cuadro 3).

Otro aspecto que podria afectar esta desviacion es la cercania geogréafica entre las
subpoblaciones estudiadas, lo que causa un aumento considerable del flujo génico entre ellas,
dado que la existencia de un constante intercambio de genes previene eventos de endogamia
al interior de las poblaciones y demuestra que los apareamientos fueron aleatorios (Siepielski,
2013), provocando, por lo tanto, un aumento de genotipos heterocigotos en la poblacién, lo que
conduce a una desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

1S’

Cuadro 2. Equilibrio de Hardy-Weinberg para los marcadores Orange (O) y Manchado de blanco (s).

Poblacion Marcador Chi-cuadrado Grados de libertad P valor
(@) 57, 55 2 0.0005
Sahagun
S 18.5604 2 0.0000

O: Orange; S: Manchado de blanco

Estructura poblacional

Los valores negativos de F en todos los marcadores que muestra el cuadro 3 evidencian un

exceso de heterocigotos de los individuos con respecto a cada poblacion y, por lo tanto, se
asume ausencia de consanguinidad, con valores que oscilan entre -0.0138 para el marcador
Dominante blanco 'y -0.2989 para el gen Orange. Con relacion al estadistico F, en promedio
se obtuvo un exceso de heterocigotos de los individuos con respecto a la poblacion total,
abarcando valores de -0.0042 a -0.4860 para los marcadores Dominante blancoy Manchado de
blanco, respectivamente. Por otro lado, el valor promedio de F; resultd ser bajo, lo que indica
poca diferenciacion génica entre las poblaciones.

El exceso de heterocigotos obtenidos a través de los distintos indices de fijacion (Fg y F)
muestra que estos presentan una estructura casi homogénea. Esto podria estar relacionado con
la cercania geografica de las poblaciones, o que ocasionaria un aumento del flujo génico entre
ellas. Los duefios de las mascotas no solo se desplazan por toda la ciudad, sino que también
llegan de otros lugares llevando consigo animales domeésticos; por esta razon, se podria intuir
que el flujo génico de estas poblaciones de gatos es generalmente alto y era de esperarse que
las frecuencias alélicas de los genes evaluados no hayan diferido sustancialmente entre las
subpoblaciones urbanas en Sahagun, lo que fue confirmado por el estadistico F.., ya que todas
las zonas analizadas se comportan como una sola poblacion.

ST
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El valor de Fg; muestra que los barrios no se comportan como poblaciones independientes,
lo cual puede demostrarse por el dominio antropico en la generacion de descendientes con
paternidades simultaneas de gatos domésticos, aumentando asi el flujo genético dentro de las
poblaciones, disminuyendo la endogamia e incrementando la panmixia. Asimismo, no existen
barreras que limiten el flujo de los gatos, por medio del movimiento de sus duefios de un lado
al otro de la ciudad; debe aclararse que el valolr del F,, se debe al sistema de apareamiento y
no a la subdivision poblacional (Ruiz-Garcia & Alvarez, 2008; Rosenfeld, 2010).

Cuadro 3. Valores de los estadisticos F para cada marcador en la poblacion global.

Marcadores Fr - Fe

@) -0.3279 -0.0022 -0.2989

a -0.2895 -0.0018 -0.2846

Tb -0.4380 -0.0578 -0.2026

d -0.3890 -0.0675 -0.2987

| -0.3670 -0.0045 -0.2661

s -0.4860 -0.0178 -0.1407

W -0.0042 -0.0088 -0.0138
Promedio -0.3289 0.0229 -0.2150

O: Orange; a: Non-agouti; Th: Blotched tabby; d: Dilution; I: Pelo largo; s: Manchado de blanco; W:
Dominante blanco

Diferenciacion genética y flujo génico

El nivel de diferenciacion genética en la poblacion de gatos domésticos de Sahagun fue muy
bajo (cuadro 4). Esto indica que aproximadamente el 6,7% de la variacion detectada se debe a
diferencias entre las subpoblaciones; por lo tanto, los seis barrios no fueron significativamente
diferentes para los marcadores estudiados y esto sugiere que todas ellas se comportan como
una sola poblacion. El valor de flujo génico permite suponer que las poblaciones mantienen
un grado de intercambio genético, asumiéndose un total de dos migrantes por generacion;
ademas, la cifra obtenida resultd ser mayor que 1, lo que indica que las subpoblaciones (barrios)
se encuentran muy relacionadas genéticamente y se comportan como una sola poblacion, la
deriva génica es despreciable y el flujo génico hace que todas las poblaciones evolucionen de
manera cohesiva como un conjunto, situacion a la que se atribuye la aproximacion de todas las
poblaciones desde el punto de vista estructural (Pardo, 2015).

Distancia genética

La distancia genética de Nei (1972) entre las poblaciones mostré a Venecia y Santa Lucia como
las méas cercanas (cuadro 5), mientras Bosque Baraji y Belalcazar resultaron ser las de mayor
diferencia génica. La poblacion de Alfonso Ldopez presentd los mayores valores de distancia
genética en comparacion con el resto de las poblaciones. Los bajos valores de distancias
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podrian obedecer a la cercania geografica, 10 que explicaria el hecho de que no hay una
diferenciacion entre las subpoblaciones, sugiriendo analisis generales y no de subestructura
poblacional.

Cuadro 4. Coeficiente de diferenciacion genética (Gg;) y flujo génico (Nm) en Sahagun.

G Nm

0.067 2,38

Cuadro 5. Matriz de distancia genética (Nei, 1972) entre las poblaciones.

1 2 8 4 5 6

1| -

2 0052 | @ -

3 0,037 0,011 | -

4 0,044 0,004 0,014 | -

5 0,628 0,613 0,581 0636 | -

6 0,696 0,660 0,665 0,692 0015 | = -
1: Bosque Baraji, 2: Venecia, 3: Alfonso Lépez, 4: Santa Lucia, 5: Camilo Torres, 6: Belalcazar

En el dendograma UPGMA elaborado a partir de los valores de distancia genética de Nei
(1972) para las seis subpoblaciones de Sahagun (figura 1), se evidencia la similitud genética
entre Venecia y Santa Lucia, a las cuales se asocia Alfonso Lopez; asimismo, las poblaciones
Camilo Torres y Belalcazar forman otra asociacion. Esa agrupacion estaria relacionada con la
antigledad de los barrios, pues en subpoblaciones cercanas las presiones evolutivas ejercen
presiones similares y se esperaria que fueran mas parecidas entre si que con subpoblaciones
mas contemporaneas.

Venecia
Santa Lucia

Alfonso Lépez

—— Bosque Baraji

r Camilo Torres

L Belalcazar

Figura 1. Dendograma construido con el método UPGMA basado en la distancia genética de Nei (1972) de
poblaciones de Felis catus en Sahagun.
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Conclusiones

El marcador con la mayor frecuencia fue Manchado de blanco, debido a que podria estar siendo
favorecido por las elevadas temperaturas y las preferencias antropicas por razones estéticas.
Esto evidencia una posible seleccion artificial, no solo por este marcador, sino también por el
marcador Orange, debido a que las hembras heterocigotas (tricolor) son preferidas frente a
otros individuos que portan otros marcadores, de tal manera que sus frecuencias aumentaron
progresivamente. La presencia de todos los genes estudiados en la poblaciéon de gatos de
Sahagun muestra la gran variedad de genes disponibles en la zona. La diversidad genética
total encontrada en el lugar fue moderada. La mayor parte de la diversidad génica se encontré
dentro de las poblaciones y poca entre las poblaciones, lo cual evidencia que las poblaciones
locales comparten una gran proporcion de la diversidad total, razén por la cual se comportan
como una sola. Se encontrd, ademas, ausencia del equilibrio de Hardy-Weinberg para los
alelos O (Orange)y S (Manchado de blanco); esta desviacion podria estar relacionada con una
posible presion selectiva, antrépica y natural en estos marcadores.
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Resumen

Las plantas medicinales forman parte de la cultura de los pueblos desde tiempos inmemorables,
pero los estudios sobre los procesos de sintesis de sus metabolitos secundarios son insuficientes.
Por tanto, las tecnologias de transcriptomica y metabolémica han ganado credibilidad como
opciones bioldégicamente mas certeras para la caracterizacion del material vegetal, incluyendo
estudios muy especificos en términos de expresion génica.

Esta investigacion tuvo por objetivo la busqueda de genes de ruta de sintesis de glicosidos
en Stevia rebaudiana, asi como el analisis de regiones promotoras, para establecer relaciones
entre sitios de interaccion en el ADN vy proteinas de anclaje reguladoras de la transcripcion
de Arabidopsis thaliana. Se secuencié una muestra de ARN mensajero a partir de tejidos de
hoja de S. rebaudiana y se alined contra las secuencias génicas reportadas. Algunos de los
genes seleccionados se encontraron menos representados en el transcriptoma, 1o que podria
ser un indicador de la produccion controlada de glicosidos regulada por ciertos genes; esto
concuerda con los estudios correlativos, que han puesto de manifiesto la importancia de los
genes SrCPPS, SrKS y SrKO en la regulacion del contenido de glicdsidos. El aprovechamiento
de estos resultados involucra el estudio de los estimulos a los factores de transcripcion que
regulan la expresion génica dentro de la ruta metabdlica de interés, como la respuesta al estrés
hidrico y altos niveles de salinidad.

Keywords

DNA binding site; glycosides; promoter region; transcription factor; transcriptomic.

Abstract

Medicinal plants are part of world culture since immemorial times, but studies about the
processes of secondary-metabolites synthesis, are insufficient. Therefore, transcriptomics and
metabolomics technologies have gained credibility as more accurate biologically options for
characterization of plant material, including very specific studies in terms of gene expression.
This research aimed to search in databases, glycosides synthesis pathway related genes in
Stevia rebaudiana, and the analysis of promoter regions, to establish relationships between DNA
interaction sites and transcription regulation proteins in Arabidopsis thaliana. A sample of mMRNA
was sequenced from S. rebaudiana leaf and was aligned against gene sequences reported.
Some of the selected genes were found underrepresented in the transcriptome, which would
signal the controlled production of glycosides regulated by certain genes; this is consistent
with the correlative studies that have shown the importance of SrCPPS, SRKs, SrKO genes in
regulating the content of glycosides. The use of these results involves the study of the stimuli to
transcription factors that regulate gene expression in the metabolic pathway of interest, as the
response to water stress and high levels of salinity.

Introduccion

Los numerosos estudios sobre especies medicinales aun son pocos en comparacion con todo
lo que falta por conocer acerca de los procesos de sintesis de metabolitos secundarios, tanto
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en términos de las rutas metabdlicas y enzimas involucradas como de los factores internos y
externos que afectan su acumulacion (Crispin & Wurtele, 2013). En consecuencia, recientemente
se ha adicionado la secuenciacion y analisis de transcriptomas, ya sea por mapeo contra un
genoma o bien mediante el ensamblaje de novo, como una estrategia innovadora para generar
informacion sobre la expresion de genes de ruta como de regulacion (Sitakanta et al., 2006).

En Stevia rebaudiana se han identificado mas de 100 compuestos, siendo los mas conocidos
los esteviol glucésidos, que comprenden el esteviésido, los rebaudiosidos A, B, C, D, E y
F y dulcésido A, compuestos de sabor dulce, cuyas concentraciones varian ampliamente
dependiendo del genotipo y el medio ambiente de producciéon de la planta (Karakése et al.,
2011; Puri et al., 2011; Wélwer, 2012).

En la ruta metabdlica de sintesis de glicosidos en esta especie participan numerosos genes
y enzimas, algunos de los cuales han podido ser identificados y caracterizados. Entre estos
destacan los denominados SrDXS, SrDXR, SrCPPS, SrKS, SrKO vy las tres glucosiltransferasas
(UGTs) SrUGT85C2, SrtUGT74G1 y SrtUGT76G1; ademas, recientemente se dio la clonacion de
otros siete genes, SIMCT, SrCMK, SrMDS, SrHDS, SrHDR, SrIDI 'y SrtGGDPS. Para los 15 genes
anteriores se ha realizado el respectivo anélisis de su expresion dentro de la ruta de esteviol
glicésidos (Kumar et al., 2012). Una mejor comprension de la regulacion genética de las vias
de biosintesis podria ser muy util para manipular el rendimiento de compuestos edulcorantes
en Stevia (Guleria & Kumar, 2011; Urban et al., 2013).

Muchos de los compuestos bioactivos de las plantas medicinales se han descrito con
detalle gracias a las herramientas de la biologia molecular y la bioinformatica, que facilitan la
identificacion de los genes implicados en el metabolismo de compuestos, ya sea de los que
participan en la conversion de un compuesto a otro (genes de biosintesis) o de aquellos que
participan en la regulacion de la ruta metabdlica (genes de regulacion) (Muir et al., 2001).

La naturaleza modular de los factores de transcripcion ha llevado a la idea de que se puede
ejercer un control en la expresion de estos a través de la ingenieria de proteinas, para regular a
su vez la expresion del gen o genes de ruta deseados. De manera que coordinar el control de
la transcripcion de genes de biosintesis ha surgido como un enfoque eficaz para la produccion
de metabolitos secundarios en plantas (Sitakanta et al., 2006).

El objetivo de esta investigacion fue la busqueda de posibles mecanismos de regulacion de
los factores de transcripcion, con el fin de ejercer un control que a la vez pueda incidir en el
incremento de la expresion de los genes de sintesis de glicosidos.

Materiales y métodos

El presente trabajo se realizd en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del
Tecnoldgico de Costa Rica (TEC) en Cartago, Costa Rica.

Identificacion de secuencias génicas reportadas para S. rebaudiana:

La identificacion de las secuencias génicas reportadas para la especie S. rebaudiana se hizo
empleando la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). La
busqueda se centrd en identificar enzimas participantes en la ruta metabdlica de sintesis de
glicosidos con o sin regiones promotoras descritas.
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Andlisis de regiones promotoras, identificacion de sitios de union
al ADN vy relacion con factores de transcripcion:

Las secuencias génicas reportadas como regiones promotoras en S. rebaudiana fueron
analizadas mediante la herramienta Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements
(PLACE, 2014, Higo et al., 1999) para predecir sitios de unién de factores de transcripcion al ADN,
gue se ubican en los genes de estevia seleccionados. Posteriormente, se empled la herramienta
Plant Interactome Database (Center for Cancer Systems Biology, Dana-Farber Cancer Institute,
Harvard Medical School) creada para la especie Arabidopsis thaliana, para relacionar dichos
sitios de union al ADN, con secuencias codificantes de factores de transcripcion de A. thaliana.

Secuenciacion y analisis de transcriptoma

Material biologico

El material bioldgico utilizado en la extraccion de ARN total correspondié a clones de plantas
jovenes de S. rebaudiana cuyo origen se encuentra en la comunidad ElI Millén, en Pococi,
Limoén, Costa Rica. Para la extraccion se utilizaron hojas procedentes del segundo y tercer nudo
de plantas seleccionadas al azar, mezcladas en una sola muestra.

Extraccion de ARN total.

La extraccion de ARN total se hizo a partir de 150 mg de muestra de hoja, siguiendo el protocolo
Total RNA Isolation from Plant, del NucleoSpin RNA Plant kit marca Macherey-Nagel®. La muestra
de ARN se cuantificd con el equipo NanoDrop Lite® y se verificé la presencia de ARN mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1,3% durante 45 min a 80 V. Para la precipitacion de la
muestra se agrego6 0.1 V de acetato de sodio 3M a pH 7-8 y 2 V de etanol absoluto.

Secuenciacion del ARN

La secuenciacion fue realizada por la empresa Axeq Technologies, con el equipo Illlumina HiSeq
2000 Sequencer. El software utilizado fue el lllumina Pipeline (CASAVA) v1.8.2.

Analisis de calidad de la secuenciacion

La calidad de los fragmentos de secuenciacion se verificO con las herramientas Fastgc
(Babraham Institute) y RobiNA (Lohse et al., 2010). Se realizaron cortes tipo clipping de la base
1 a la base 15 empleando la herramienta FastX-Toolkit (Hannon Lab) y cortes tipo trimming
eliminando colas con calidad inferior a 30% con RobiNA; el filtrado de fragmentos inferiores a
las 70 bases también se hizo con esa herramienta.

Alineamiento de genes contra el transcriptoma

El alineamiento de fragmentos se realizd contra los genes participantes en la ruta metabdlica de
sintesis de glicésidos usando la herramienta RobiNA.

Resultados

Identificacion de secuencias génicas reportadas para S. rebaudiana:

La busqueda bioinformatica de genes de S. rebaudiana determind que existen al menos 20
genes de la ruta de sintesis de glicésidos descritos para esta especie (cuadro 1). La funcion
asociada a dichos genes se muestra en el cuadro 2.
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Cuadro 1. Genes de Stevia rebaudiana reportados en el National Center for Biotechnology Information.

N° de gen Nombre del gen Accesion nggnc?itg Acpcrgfriléor;o?el
1 UDP-glicosiltransferasa 79A2 AY345985.1 No -
2 UDP- glicosiltransferasa 89B2 AY345983.1 No -
3 UDP- glicosiltransferasa 88B1 AY345981.1 No -
4 UDP- glicosiltransferasa 73E1 AY345979.1 No -
5 UDP- glicosiltransferasa 76H1 AY345977 1 No -
6 UDP- glicosiltransferasa 85A8 AY345975.1 No -
7 UDP- glicosiltransferasa 85C1 AY345984.1 No -
8 UDP- glicosiltransferasa 91D1 AY345980.1 No -
9 UDP-glicosiltransferasa 71E1 AY345976.1 No -
10 4-difosfocitidil-2-C-methil-D-eritritol kinasa DQ269453.5 Si FJ755687.1
11 IPP/DMAPP sintasa (ispH) DQ269451.4 Si FJ755690.1
12 geranilgeranil difosfato sintasa DQ432013.3 Si FJ755692.1
13 copalil pirofosfato sintasa (Cpps1) AF034545.1 No -
14 kaureno sintasa (KS22-1) AF097311.1 No -
15 kaureno sintasa (KS1-1) AF097310.1 No -
il kaurenoic 138'-?1ii(<jj(r)o€>}<ﬂta_sa (KA13H) DOt -8 < feriesee el
17 UDP-glicosiltransferasa 85C2 AY345978.1 No -
18 UDP-glicosaltransferasa 74G1 AY345982.1 No -
19 UDP-glicosiltransferasa 76G1 AY345974 1 No -
20 NADPH citocromo P450 reductasa DQ269454.4 Si FJ755694.1
21 Actina AF548026 No -

Fuente: NCBI (2014).

Analisis de regiones promotoras, elementos en cis y factores de transcripcion

De los sitios identificados como posibles sitios de anclaje de factores de regulacion de la
transcripcion, se seleccionaron aquellos descritos en la especie modelo A. thaliana (cuadro 3).
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Cuadro 2. Funcion de 20 genes descritos en el National Center for Biotechnology Information para la especie Stevia
rebaudiana y su relacién con la sintesis de glicésidos.

N° de reaccion catalizada

Ciz FUineen en la ruta metabdlica
1al9 Sintesis de UDP-glicosiltransferasas No definido
10 Sintesis de 4—(Citidinla_5’ldifosfq)—2—metiI—D—(_eritritol_ 2_—fosfato a partir de 4
4-(Citidina5’difosfo)-2-metil-D-eritritol
11 Isomerizacion de dimetilallil difosfato a isopentenildifosfato 8
12 Sintesis de geranilgeranil difosfato a partir de dimetilallil difosfato 9
13 Ciclacion de geranil geranil pirofosfato (ggpp)en copalil pirofosfato 10
(cpp)
14y 15 Sintesis de (-)-kaureno por ionizacion dependiente de la ciclacién del 11

copalil difosfato

Sintesis de esteviol (ent-kaur-16-en-13-ol-19-oic acido) por
16 hidroxilacion del acido ent-kaurenoico (ent-kaur-16-en-19-oic acido) 13
con la participacion de NADPH y oxigeno molecular

17 Sintesis de esteviolmondsido a partir de esteviol 14
18 Sintesis de estevidsido a partir de esteviobidsido 16
19 Sintesis de rebaudiésido A partir de esteviésido 17
20 No definida No definido

Fuente: NCBI (2014), Kumar et al. (2012).

Cuadro 3. Funcion de 11 sitios de regulacion de la transcripcion descritos en Arabidosis thaliana'y sus proteinas de

anclaje.

Nombre de los sitios en
cis seleccionados

Funcion de los sitios en cis

Factor de regulacion
relacionado

Accesion factor de
transcripcion

ABRELATERD1
(S000414)

Respuesta a la deshidratacion por
activacion de una proteina quinasa
dependiente de acido fosfatidico

Arabidopsis thaliana
3’-phosphoinositide-
dependent protein
kinase 1

NM_203001.3

ACGTATERD1
(S000415)

Respuesta temprana a la deshidratacion
por la Clp proteasa como subunidad
reguladora dependiente de ATP

Arabidopsis thaliana
chaperone protein
ClpD

NM_124486.2 (3202
pb)

ARR1AT (S000454)

Regulador de respuesta por activacion
transcripcional mediante proteina

Arabidopsis thaliana

AK316883.1 (2346

reguladora dependiente de citoquinina ATECIEES T pb)
DEECETCORET Respuesta temprana a la deshidratacion Arabidopsis thaliana
SO por accion de una histidina quinasa y un P NM_105305.4

dominio de respuesta regulatoria

ethylene receptor

Continda...
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Nombre de los sitios en
cis seleccionados

Funcién de los sitios en cis

Factor de regulacion
relacionado

Accesion factor de
transcripcion

EVENINGAT (S000385)

Control circadiano de la expresion

MYCATRD22 (S000174)

oxidativo, ABA relacionado con sintesis
de triptéfano

LIFIECOFEATCO S Respuesta a bajas temperaturas -- --
(S000153) P ) P
Sitios de reconocimiento del factor
MYB2CONSENSUSAT de transcripcion MYB que posee un Arabidopsis thaliana
(S000409) dominio de union de ADN MYB R2R3 y R2R3 MYB DNA NM 130287 2
es conocido por regular la expresion de binding domain - ‘
genes de respuesta a deshidratacion y transcription factor
salinidad
MYBCORE (S000176) Respuesta a estrés hidrico y estimulo a | Arabidopsis thaliana
auxina, etileno, acido jasménico, acido | myb domain protein NM_128674.3
salicilico y sal 14
MYCATERD1 (S000413) | Respuesta temprana a la deshidratacion - -
Respuesta a la deshidratacion, estrés | Arabidopsis thaliana NM_102998.3

transcription factor
MYC2

MYCCONSENSUSAT
(S000407)

Sitios de reconocimiento del factor
de transcripcion bHLH de desarrollo
morfolégico de hoja

Arabidopsis thaliana
transcription factor
EGL1 mRNA

NM_001198373.1

Fuente: Interactome (2014), NCBI (2014), PLACE (2014).

Secuenciacion y analisis de transcriptoma

Las condiciones de la muestra de ARN total a partir de muestras de hoja, previamente a su
secuenciacion, se resumen en una concentracion de 84,6 ng/ pl, OD,,,, 1.9y RIN de 9.3.

Los datos de secuenciacion se dividieron en dos librerias tipo paired-end, cada una con 28 360
329 fragmentos, con una proporcion de guanina-citosina de 52,7%. El porcentaje de fragmentos
con calidad Sanger superior a 30% fue de 88,81%. Del total de 56 720 658 fragmentos
generados con la secuenciacion, 53 998 440 fragmentos pasaron el sistema implementado con
la eliminacion de bases de baja calidad (27 627 790 en la libreria 1y 26 236 583 en la libreria 2).

La calidad de los fragmentos de la libreria 1 fue superior al 30% en su totalidad, incluyendo el
rango de la desviacion estandar. En la libreria 2 la calidad promedio también fue superior al 30%
y los valores de la desviacion estandar superiores al 25% (figura 1).

Alineamiento de genes contra el transcriptoma:

El alineamiento entre los fragmentos de secuenciacion correspondientes a los ocho genes de
ruta metabdlica de sintesis de glicésidos en S. rebaudiana se presenta en el cuadro 4.
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Figura 1. Distribucion de la calidad a lo largo de los fragmentos amplificados de ADN copia de Stevia rebaudiana
con secuencias depuradas: a. Libreria 1, b. Libreria 2. Fuente: RobiNA (2014).

Cuadro 4. Alineamiento de ocho genes descritos para Stevia rebaudiana contra el transcriptoma de esta misma

especie.
Ne de gen N° de nucledtidos N° de.fragmentos N° ml’nimq de nucledtidos % de alineamiento
del gen (pb) alineados alineados
13 2590 6 547 458 290 0.02
14 2792 170 11 900 0.00
15 3117 230 16 100 0.00
16 1678 384 26 880 0.00
17 1586 4479 313 530 0.02
18 1555 521 36 470 0.00
19 1616 1407 98 490 0.01
21 1396 1347 94 290 0.01

Fuente: RobiNA (2014).

Discusion
En total se identificaron 20 genes de S. rebaudiana, los cuales pudieron ser relacionados con la
ruta metabdlica de sintesis de glicésidos, de acuerdo con la funcién descrita en la base de datos

del NCBI asi como aquella descrita en la investigacion que Kumar et al. (2012) han desarrollo,
documentando comportamientos fisioldgicos y describiendo genes para esta especie.

De los 20 genes de estevia descritos en las bases de datos, Unicamente de cinco de ellos se
conocia la region promotora, que fue analizada para determinar los posibles sitios de anclaje
a ADN por parte de proteinas de regulacion. En 2013 se realizé un estudio similar (Kumar &
Guleria, 2012), para determinar los sitios en cis correspondientes a las cajas TATA y GATA, con
la finalidad de evaluar la produccién de glicodsidos ante estimulos luminicos en estevia.
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En relacion con las regiones promotoras descritas en S. rebaudiana, la herramienta de andlisis
seleccionada generd predicciones acerca de la posible ubicacion de las cajas TATA, GATA
y CAAT, ademas, también se pudo sefalar la ubicacion de posibles sitios de anclaje a otros
factores de regulacion como los factores de transcripcion.

La seleccion de los sitios de interés se efectué mediante una discriminacion de acuerdo con
su descripcion para la especie modelo A. thaliana, especificamente para tejidos de hoja. Esto
se debe justamente a que la complejidad de las interacciones que ocurren entre el ADN vy las
proteinas reguladoras de la transcripcion depende de los diferentes tejidos del organismo,
sus tipos celulares, estadios de desarrollo, estados fisiolégicos y condiciones ambientales y/o
hormonales (Carlberg & Molar, 2014; Ceunen & Geuns, 2013; Latchman, 2003; Zhang, 2003).

Por la razon anterior es que también se escogieron sitios promotores que se relacionaran
con respuestas tipicas en hojas, como ante condiciones de estrés hidrico y deshidratacion,
principalmente porque las hojas se encargan del proceso de fotosintesis y respiracion, durante
los cuales puede darse la pérdida de agua a través de los estomas (Audersik et al., 2008).
De igual manera, se escogieron sitios que se vincularan con respuesta a niveles de salinidad
y ataque de insectos, porque la literatura reporta investigaciones al respecto en estevia,
Cuyo objetivo ha sido comprender y relacionar la sintesis de compuestos bioactivos como los
glicosidos, segun diversos estimulos ambientales.

En este estudio, una vez establecida la funcion concreta de los factores de regulacion
seleccionados de A. thaliana, se determind que solo tres de ellos correspondieron a factores
de transcripcion propiamente dichos, estos fueron proteinas con dominios MYC y MYB. Las
proteinas MYB se relacionan con la respuesta de estrés de las plantas, como exposicion a
luz ultravioleta, heridas, estrés anaerobico y entrada de patdégenos (Singh et al., 2002). Las
proteinas MYC se relacionan con la diferenciacion de las células epidérmicas y patrones de
tricomas, actuando como cofactores con otras proteinas (Schwechheimer et al., 1998).

Tras el final de la etapa de busqueda de genes, se continud con el proceso de secuenciacion
del transcriptoma. Si bien la estrategia para medir la expresion génica es la comparacion del
transcriptoma contra un genoma de referencia, muchas veces, dependiendo del organismo
en estudio, esta aproximacion se dificulta cuando no se cuenta con un genoma de referencia
conocido o este estd parcialmente descrito (Grabherr et al., 2011). Una de las estrategias
propuestas para solventar este problema es la comparacion de los fragmentos o los
transcriptomas ensamblados de novo, contra organismos modelo filogenéticamente cercanos
(Hornett & Wheat, 2012). Los niveles de expresion génica para cada unidad de ARN pueden
aproximarse de acuerdo con el numero de fragmentos secuenciados que se alinean con un
genoma de referencia, relacionandolos directamente con niveles de abundancia (Trapnell et
al., 2010).

Con el analisis de calidad de la secuenciacion de estevia se eliminaron 2 722 218 fragmentos,
lo que representa casi un 5% del total secuenciado. Un 5% representa un porcentaje bajo, por
lo que se reafirma la idea de que la secuenciacion realizada fue de alta calidad. Ademas se
verificd que todos los fragmentos restantes presentaban una calidad promedio superior al 30%
y una longitud de entre 70 y 80 bases.

En el analisis de alineacion entre los ocho genes de estevia y el transcriptoma, todos los
genes de ruta metabdlica de sintesis de glicésidos estaban presentes en la muestra de ARN
secuenciada, ya que, aungue se considera que un mapeo es valido si se genera mas de un
80% de alineamiento contra un transcriptoma y que con menos de un 50% cuestiona si los
fragmentos representan un transcriptoma incompleto o son contaminacién de la muestra (Lin,
2013)., esto Unicamente es valido cuando el mapeo se realiza contra la totalidad de un genoma,
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pero en este caso no, porque se trabajo con genes de entre 2000 y 3000 pb; por tanto, los bajos
porcentajes de alineacion son esperables vy justificados.

Es decir, el resultado obtenido en esta seccion fue positivo para la comprobacion molecular de
sintesis de compuestos bioactivos (glicésidos) en la muestra de hoja trabajada. Ahora, con base
en el principio de que la expresion de un gen puede relacionarse con estos datos de alineacion
obtenidos, es importante notar que algunos de los genes seleccionados se encontraron menos
representados en el transcriptoma, 1o cual puede ser un indicador de lo que algunos autores
describen como la produccion controlada de glicésidos dada por ciertos genes.

Con respecto a lo expuesto con anterioridad, los genes 14, 15, 16, al alinear con un menor
numero de fragmentos, podria considerarse que su expresion en la muestra era menor en
comparacion con los demas genes. Esto concuerda con los estudios correlativos entre las
enzimas de ruta, que han puesto de manifiesto la importancia de los genes denominados
como SrCPPS (13), SrKS (14 y 15), SrKO en la regulacion del contenido de glicosidos (Kumar
et al., 2012). En esta investigacion, el paso de copalil difosfato a kaureno, de kaureno a acido
kaureonico y de este ultimo a esteviol fueron los pasos mas regulados.
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Palabras clave

Enfermedad cardiovascular; trombina; FVIII; cristalizacion de proteinas; difraccion de rayos X.

Resumen

A pesar de la relevancia médica y el impacto econdmico en los sistemas de salud, las
enfermedades cardiovasculares, tales como infartos cardiacos y accidentes cerebrovasculares,
siguen siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad en los paises en vias de desarrollo.
Esto se debe a que las bases estructurales y funcionales de los procesos de formacion de los
coagulos sanguineos o trombos solo se conocen de forma incompleta. La trombina juega un
papel esencial en estos procesos y los fundamentos atdmico-moleculares de su interaccion
con otros factores que participan en el proceso de coagulacion son poco conocidos, en
particular el reconocimiento de importantes sustratos como los factores V y VIII, asi como el
receptor de plaquetas PAR1. Dada la importancia de estos factores, en esta investigacion se
produjeron fragmentos del factor VIII humano (FVIIl) y se caracterizaron bioquimicamente para
realizar ensayos de cristalizacion de complejos FVIII-Trombina. Para ello, (1) se sobreexpresaron
heterdlogamente los conectores acidos entre los dominios del factor VIII (denominados FVlilla1,
FVIlla2 y FVIlla8), (2) se purificaron y caracterizaron estos fragmentos recombinantes, (3)
se formaron sus complejos con la trombina y (4) se inicid la busqueda de las condiciones
de cristalizacion de estos complejos proteicos. La produccion del FVIII, y en particular la
determinacion de las condiciones en las que crecen cristales del tamano y calidad apropiados,
son un auténtico cuello de botella en los estudios de estructura-funcion, por ello se considera
que la optimizacion de estos procesos permitira obtener un mayor ndmero de cristales de
proteina de calidad adecuada para futuros estudios de difraccion de rayos X.

Keywords

Cardiovascular disease; thrombin; FVIII; protein crystallization; X-ray diffraction.

Abstract

In spite of their medical relevance and economic impact on public health service systems,
cardiovascular diseases, among them myocardial and cerebral infarctions, remain the main
cause of morbidity and mortality in developed and developing countries. One of the main
reasons for this situation is the incomplete structural and functional knowledge of the processes
that ultimately lead to blood clot formation. Thrombin plays a key role in these processes, but
its molecular interactions with other clotting factors are still only poorly understood, in particular
those with critically important substrates such as factor VIII and the thrombin receptor on platelets,
PAR1. Given the importance of these clotting factors, we have produced and characterized
factor VIII fragments (FVIII) to search for crystallization conditions of FVIII-Thrombin complexes.
To achieve our aims, we (1) overexpressed the acidic inter-domain linkers of human factor VIII
(FVIllat, FVIlla2 and FVIlla3), as heterologous proteins; (2) purified and characterized these
recombinant forms, (3) formed the binary protein complexes between thrombin and these
recombinant fragments, and (4) started crystallization trials of these complexes. The FVIII
production, and in particular, the identification of conditions in which crystals of appropriate
size and quality for structure determination grow, are a “bottleneck” in structure-and-function
projects. Therefore, the optimization of these processes will allow us to obtain well-ordered
protein crystals for X-ray diffraction studies.
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Introducciéon

Las enfermedades cardiovasculares contindan siendo la causa principal de morbilidad y
mortalidad en los paises desarrollados y su incidencia es aun mayor en aquellos en vias de
desarrollo (Nichols, 2012). El evento comun que desencadena las dos manifestaciones clinicas
mas frecuentes y dafiinas de las dolencias del sistema circulatorio -laisquemia cardiaca (o infarto)
y la enfermedad cerebrovascular (o ictus)- es la formacién de coagulos sanguineos (trombos)
que interrumpen el suministro de oxigeno y nutrientes al corazon y al cerebro, respectivamente.
A pesar de la importancia médica de estas patologias, las bases estructurales y funcionales
de estos procesos no se conocen por completo, por lo que una comprension profunda de los
mecanismos que conducen a la formacion del coagulo de fibrina es fundamental para obtener
una imagen detallada de los eventos patofisioldgicos asociados con la generacion de los
trombos. Esta informacion es también fundamental para interpretar las consecuencias de las
mutaciones identificadas en pacientes con hemofilia o con trombosis, y para avanzar hacia el
tratamiento personalizado de las enfermedades cardiovasculares, redundando asi, a mediano
o largo plazo, en importantes beneficios sanitarios y econémicos.

El proceso de coagulacion de la sangre ocurre como resultado de una compleja red de
proteinas activadas de forma concertada, progresiva y estrictamente regulada, que incluyen
varios lazos de retroalimentacion positiva y negativa. Estos lazos son esenciales para una
réapida -pero controlada- formacion del coagulo, desencadenada por estimulos fisioldgicos en
los vasos sanguineos dafados (por ejemplo, al sufrir una herida en la piel). Entre las proteinas
mas importantes que participan en este proceso se encuentra la trombina, que pertenece a la
familia de las proteasas serinicas similares a la tripsina. Su precursor, la protrombina, se sintetiza
en el higado y se secreta al torrente sanguineo. Esta proteasa se considera uno de los factores
de la coagulacion mas importantes porque juega un papel clave en la activacion de varias
moléculas esenciales para la formacion del coagulo, principalmente el fibrindgeno, el factor Xll|
y los receptores activados por proteasas (PARs) en la superficie de las plaguetas. Asimismo,
la trombina inicia uno de los mas importantes lazos de retroalimentacion positiva al modular su
propia generacion activando los cofactores procoagulantes V (FV) y VIII (FVIII) (Davie et al.,
1991).

Los cofactores procoagulantes FV y FVIII son grandes glicoproteinas multidominio que
comparten una organizacion de dominios A1-A2-B-A3-C1-C2. Polipéptidos relativamente largos
y ricos en residuos acidos llamados a1, a2 y a3 conectan los dominios del FVIII A1-A2, A2-B y
B-A3, respectivamente, dando una organizaciéon de dominios que se puede representar como
Al-(a1)-A2-(a2)-B-(al3)-A3-C1-C2. De forma similar, la estructura de dominios del FV se puede
describir como A1-A2-(a2)-B-(a3)-A3-C1-C2. Ambos cofactores son activados por la trombina
mediante protedlisis limitada de enlaces peptidicos especificos. En el caso del FVIII humano,
la trombina hidroliza los enlaces Arg®2-Ser®”® entre las regiones al y A2, Arg’*-Ser™' entre el
conector a2 y el dominio B, y Arg'®°-Ser'6 en |a frontera a3-A3, generandose el heterotrimero
A1/A2/A3-C1-C2 y liberando el altamente glicosilado dominio B (ver figura 1).

El reconocimiento y procesamiento de muchos sustratos fisioldgicamente relevantes de la
trombina requiere interacciones iniciales con regiones positivamente cargadas presentes en
la superficie de esta proteasa, y distantes del sitio activo, conocidas como exositios | y Il.
El exositio | es esencial para el reconocimiento de sustratos (fibrinégeno, PARs, FV, FVIII), el
receptor endotelial trombomodulina y diversos inhibidores como la hirudina (Corral-Rodriguez et
al., 2011; Gandhi et al., 2010; Fuentes-Prior et al., 2000). Por otra parte, el exositio Il es el sitio
de unioén del sulfato de heparan y la heparina, asi como nuevamente de los cofactores V y VIl
(Corral-Rodriguez et al., 2011, Segers et al., 2007; Myles et al., 2002).
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Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo de activacion del factor VIII. Los factores V y VIII son
activados por protedlisis limitada efectuada principalmente por la trombina, en presencia de fosfolipidos. A.
Estructura del FVIII inactivo con los dominios globulares A1, A2, A3, B, C1y C2, asi como los conectores
interdominios a1, a2 y a3. Estos conectores son regiones ricas en residuos acidos que preceden a los sitios de
corte y activacion de la trombina. Dos flechas en el dominio B indican los sitios de corte reconocidos por las
endoproteasas intracelulares que dan origen al heterodimero del FVIII. Se muestra también la zona de interaccion
con su proteina transportadora, el factor de von Willebrand (VWF). B. La trombina hidroliza los enlaces Arg®2-Ser®?,
Arg™0-Ser’1 y Arg'%89-Ser'® en el heterodimero del FVIII (R372, R740 y R1689, respectivamente, indicados con
flechas). Como consecuencia de estas reacciones se libera el dominio B y el conector a3 de la molécula precursora,
dando origen al heterotrimero activo, el FVllla, compuesto ahora por los dominios A1, A2, y una cadena formada
por los médulos A3, C1'y C2. Este heterotrimero se asocia por interacciones electroestaticas (interlineado) y es
estabilizado por iones Cu*?* y Ca®*. Las flechas rojas indican los sitios de corte de la proteina C activada (APC), que
conducen a la disociacion del dominio A2 y con ello a la pérdida de la funciéon activadora del cofactor.

Estudios bioquimicos previos sugieren que la activacion de los cofactores V y VIII por la
trombina requiere de interacciones entre los exositios | y Il y los conectores acidos (al, a2, a3)
que preceden a los residuos de corte (figura 1A), ya que estos contactos permiten orientar los
enlaces peptidicos a hidrolizar dentro del sitio activo de la trombina, en una conformacion éptima
para la catalisis (Newell & Fay 2008; Segers et al., 2007; Myles et al., 2002). Sin embargo, el
conocimiento acerca de las bases atémico-moleculares de estas interacciones es todavia muy
limitado y permanece casi sin explorar. Esta informacion estructural y funcional es esencial para
obtener una comprension profunda de los procesos que conducen a la formacion de trombos.

Por esta razdn, para estudiar las interacciones moleculares entre el FVIII humano y la trombina,
se sobreexpresaron de forma heterdloga en Escherichia coli 1os conectores interdominios
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acidos del factor VIII (FVIllai1, FVIlla2 y FVIlla3). Esto permitié obtener los fragmentos proteicos
recombinantes suficientes para evaluar su calidad y pureza, y realizar ensayos preliminares
para la busqueda de las condiciones de cristalizacion de complejos binarios especificos de
FVIII con trombina.

Materiales y métodos

Clonaje de los conectores interdominios del FVIII humano

Las secuencias de los conectores del FVIII, junto a algunas de sus caracteristicas fisicoquimicas
relevantes, se muestran en el cuadro 1. Los fragmentos FVIII (330-372), FVIII (712-740) y FVIII
(1649-1689), en adelante llamados FVllla1, FVilla2 y FVIlla3, incluyen una cola de histidinas
en el extremo N-terminal que facilita su purificacion por cromatografia de afinidad. Se trabajé
también con variantes del FVIII con mutaciones puntuales del conector, FVilla1 (R372Q, G373P)
y FVIlla3 (R1689Q).

Cuadro 1. Secuencias y caracteristicas fisicoquimicas basicas de los fragmentos derivados del factor VIII humano.
Se incluye el peso molecular (P ) expresado en daltons (Da), el punto isoeléctrico tedrico (pl) y la absorbancia
tedrica para una solucién de 1 g/L de la proteina pura a 280 nm (Abs 0,1%). Los parametros se calcularon utilizando
las herramientas ProtParam del servidor de ExPASy (www.expasy.org/tools) (Wilkins et al., 1999).

. . Abg280
Fragmento Secuencia de aminoacidos P.(Da) | pl 0.1%
, 1 70
FVillat
(330-372) ASHHHHHHPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRGSGC | 6404.7 | 4.51 | 0.233
FVilla2
(712-740) ASHHHHHHGDKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRGSGC 4726.9 | 5.75 | 1.261
FVilla3
(1649-1689) ASHHHHHHGEITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRGSGC 62845 | 454 | 0.474

Los conectores FVlllat, FVIlla2 y FVIlla3 fueron clonados en el vector pET-3a, respectivamente.
Con cada plasmido se transformaron, mediante choque térmico, diferentes cepas competentes
de E. coli [BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS y BL21(DE3) pLysE] por triplicado. Las cepas
transformadas se incubaron en placas Petri con agar LB, ampicilina (100 ug/mL) y/o cloranfenicol
(34 ug/mL) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C.

Para verificar la transformacion se realizaron extracciones de ADN de plasmido a partir de
precultivos de al menos tres colonias transformadas, empleando el kit comercial Genedet
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas #K0503). Las muestras se cuantificaron en un espectrofotémetro
(NanoDrop™ Lite) y se visualizaron en un gel de agarosa al 1%. Las muestras por triplicado se
enviaron a secuenciar a Macrogen (Maryland, Estados Unidos).

Sobreexpresion y purificacion de los fragmentos recombinantes

A partir de las muestras confirmadas por secuenciacion de ADN, se selecciond una unica
colonia y se inoculd en 50 mL de medio LB con los antibidticos correspondientes. El cultivo se
incubod durante la noche a 37 °C con agitacion constante a 225 rpm. Al dia siguiente, los 50
mL del precultivo se inocularon en 0.5 litros de medio LB con antibiéticos, en un matraz de 2
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litros, a 37 °C con agitacion constante a 225 rpm. Una vez alcanzado el valor OD entre 0.4-0.6
para la absorbancia a 600 nm, se realizd la induccion adicionando IPTG a una concentracion
final de 0.55 mM. Se incub¢ a 37 °C durante seis horas con agitacion constante a 225 rpm, se
centrifugaron las células cultivadas a 4500 g durante 20 minutos y el sedimento obtenido se
congeld a -20 °C.

La extraccion de las proteinas sobreexpresadas en E. coli se realizd mediante lisis celular
por congelacion/descongelacion, agregando tampoén de lisis (40 mM Tris pH 8.0, 100 mM
NaCl, 20 mM MgCl, 1 mM PMSF, 1mM beta-mercaptoetanol, 0.5 ug/mL ADNasa). Se incubo
durante 30 minutos en rotor y luego se realizaron dos ciclos de congelacion/descongelacion.
Seguidamente, se centrifugd a 12000 g durante 30 minutos a 4 °C para separar la fraccion
soluble de la insoluble. A partir de la fraccion soluble se efectud la purificacion de la proteina
de interés mediante incubacion con la resina de afinidad Ni-NTA acoplada a agarosa (Qiagen).
La suspension con resina se trasvasd a una columna, se recupero la fraccion no unida a la
resina, se realizaron dos lavados con 30 mM imidazol, 50 mM NaHZPO4, 300 mM NaCl, pH 8.0.
Finalmente, se realizé la elucion del material unido de forma especifica a la resina empleando
500 mM imidazol, 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, pH 8.0. Las muestras purificadas se evaluaron
mediante SDS-PAGE al 12%.

La autenticidad y pureza de los fragmentos recombinantes purificados se comprobé mediante
espectrometria de masas (MALDI TOF/TOF). Se evalud¢ la masa de cada uno de los fragmentos
recombinantes sin digerir y digeridos con las endoproteinasas Asp-N o tripsina (Roche-
Diagnostics), segun correspondia. Los resultados de espectrometria de masas se analizaron
con el programa ProteinPilot.

Cristalizacion de los fragmentos recombinantes purificados con trombina humana

Para la busqueda de las condiciones de cristalizacion, los fragmentos del FVIII purificados se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con trombina-a humana (Haematologic
Technologies, Inc.), previamente dializada contra el tampén HEPES/NaCl pH 6.0. Los complejos
respectivos se prepararon con un exceso molar del fragmento recombinante del sustrato (2:1)
en el mismo tampdn y se concentraron a 2.5 mg/mL utilizando dispositivos Amicon Ultra-15
con poro nominal de 3kDa (Millipore). Se empled la técnica de difusion de vapor utilizando
la modalidad de gota colgante (hanging drop) en placas para cristalizacion (ComboPlates™,
Greiner). Se evaluaron los kits de cristalizacion: Structure Screen, Morpheus y ProPlex (Molecular
Dimensions), para un total de 292 condiciones de cristalizacion evaluadas. Se mezcld 1 L de
disolucién concentrada de proteina con 1 pL de solucion de cristalizacion y se incubé a 20 °C.
Las gotas fueron periddicamente inspeccionadas utilizando un estereoscopio MEIJI EMZ-TR
(Meiji Techno Corporation).

Resultados

Clonaje y sobreexpresion de los fragmentos recombinantes del FVIII

El analisis del clonaje y de la secuencia de los plasmidos de expresion conteniendo los
conectores FVllla1, FVilla2 y FVIlla3, y sus variantes, se confirmd mediante secuenciacion de
ADN luego de comparar la secuencia tedrica de cada uno de los plasmidos codificantes in
silico con el electroferograma de secuenciacion respectivo. Como ejemplo, en las figuras 2y 3
se muestra la secuenciacion de ADN vy la traduccion in silico del FVIlla3.

Posteriormente, los primeros experimentos de sobreexpresion de los fragmentos se llevaron
a cabo en medio de cultivo LB con la cepa BL21 (DE3) de E. coli a 37 °C, y se evaluaron
los resultados después de la induccion a las 2, 4, 6, 8 y 12 h. Se comprobd que a tiempos
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superiores a las seis horas de induccién no habia un incremento proporcional en los niveles de
sobreexpresion, y ademas se comenzaban a detectar productos de degradacion del conector.
También se hicieron experimentos de expresion en las cepas de E. coli BL21, pLysS y pLysE,
para determinar si con ellas aumentaba la cantidad del fragmento recombinante obtenido.
Sin embargo, la sobreexpresion de los conectores al, a3 y sus respectivas variantes tuvieron
rendimientos similares en las tres cepas, y en todas ellas el fragmento se expresaba soluble
(datos no mostrados). Consecuentemente, en los experimentos de sobreexpresion que se
realizaron de forma rutinaria para estos conectores se trabajé con la cepa E. coli BL21(DE3)
plLysS.

50 60 70 80 20 100 110 120 130
CATATWGGCTTCTCACCATCACCATCATCACGG TGAAATCACCCG TACTACTCTGCAGTCTGACCAGG AAGAAATCGACTATGATG

A AN A A
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ACACCATCAGCGTTGAGATGAAAAAAGAAGACTTCGACATCTACGATGAGGATGAAAACCAGTCTCCGCGTGGATCCGGC TGCTAA

A T I

Figura 2. Electroferograma de la secuenciacion del FVIlla3. Se muestra Unicamente el rango de nucledtidos donde se
encuentra la secuencia del gen que codifica para el conector del factor FVIlla3. La secuenciacion fue realizada por la
empresa Macrogen y se visualizé utilizando el software BioEdit (version 7.1.9).
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Figura 3. Traduccion in silico de la secuencia nucleotidica a los residuos aminoacidicos correspondientes del
FVIlla3. Se presenta en letra mindscula la secuencia de nucledtidos (tripletas) que codifican para el conector
interdominio FVIlla3 y en letra mayuscula los aminoacidos respectivos para cada codoén. La traduccion se realizd
utilizando la herramienta ExPASy (http://web.expasy.org/translate/).

Extraccion, purificacion e identidad de los fragmentos del FVIII

Una vez extraidas las proteinas por medio de la técnica de congelacién/descongelacion,
se procedié a trabajar con la fraccion soluble obtenida. Los fragmentos se purificaron por
cromatografia de afinidad por metal con Ni-NTA, eluyendo de la resina de afinidad con 500 mM
de imidazol, obteniéndose un considerable grado de pureza (figura 4).

El rendimiento promedio de recuperacion del fragmento recombinante FVlllal fue de 0,5 mg
de proteina a partir de 1 litro de cultivo bacteriano, mientras el del FVIlla3 fue de 0,4 mg.
Los productos obtenidos fueron analizados por espectrometria de masas en modo negativo,
identificando la presencia del fragmento FVlllal y el fragmento FVIlla3 segun correspondia



Tecnologia en Marcha, i‘
Vol. 29, N.° 4, Octubre-Diciembre 2016 85

y confirmando su pureza, al observar un pico de masa de 6404.55 Da y de 6284.44 Da,
respectivamente (datos no mostrados).
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Figura 4. Analisis por SDS-PAGE de la expresion heterdloga y la purificacion del conector FVillatl (A) y FVIla3 (B).
Se evaluaron los niveles de proteina expresados durante las seis horas de induccion tras afiadir 0.55 mM IPTG al
cultivo bacteriano. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular (Novex Sharp). En el carril 2 se muestra
una alicuota de las células totales; en el carril 3 se visualiza la fraccién de protefnas no unidas a la resina de
afinidad Ni-NTA; en los carriles 4 y 5 se presentan alicuotas de lavados sucesivos con 30 mM de imidazol; mientras
que en los carriles 6 a 10 se muestran las fracciones de eluciones sucesivas de la resina con 500 mM de imidazol,
donde se evidencia el fragmento de interés purificado (indicado con una flecha).

Comprobacion de la secuencia de los conectores FVllla1
y FVllla3 mediante digestion enzimatica

Ademaés, la identidad de los fragmentos FVlllal y FVIlla3 purificados se confirmé por
espectrometria de masas a partir de fragmentos generados mediante digestion con la
endoproteinasa Asp-N o tripsina, respectivamente. Las masas obtenidas se compararon con
las masas tedricas segun PeptideMass de ExPASy (Wilkins et al.,, 1999) y con mMass 3.9.0
(Strohalm et al., 2008). Se comprobd la presencia de picos con relaciones m/z correspondientes
a las masas tedricas de los fragmentos monocargados generados (figuras 5y 6).

Expresion y purificacion del fragmento FVllla2

En ensayos preliminares se expreso el fragmento FVIlla2 en las diferentes cepas de E. coli
indicadas anteriormente y a temperaturas de 28, 30, 34 y 37 °C durante seis horas de induccion.
Los mejores resultados se obtuvieron con la cepa BL21(DE3) al inducir a 30 °C durante seis
horas. Sin embargo, la mayor parte del fragmento se encontrd en la fraccion insoluble, por
ello, el sedimento obtenido tras la centrifugacion se incub6 en tampon Tris/NaCl que contenia
concentraciones crecientes de Urea (2, 4, 6 y 8 M). Al analizar las fracciones correspondientes
por SDS-PAGE, se observé que el fragmento de interés se extraia mayoritariamente en 4 y 6
M de urea. La purificacion del fragmento FVIlla2 se realizé unificando los extractos obtenidos
de las disoluciones de 4 y 6 M de urea y empleando la resina Ni-NTA agarosa. Las fracciones
correspondientes se evaluaron mediante SDS-PAGE al 12% (datos no mostrados). El rendimiento
promedio de recuperacion del conector FVIlla2 fue de ~0.2 mg de proteina a partir de 1 litro de
cultivo bacteriano, y las muestras se debieron mantener en tampdn Tris/NaCl con 2 M de urea.
No se continud trabajando con este fragmento debido a que las altas concentraciones de Urea
interfieren en los ensayos de cristalizacion.
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Figura 5. Verificacion de la identidad del fragmento recombinante FVllla1. El conector FVllla1 purificado fue digerido

con la endoproteinasa Asp-N y los péptidos resultantes se analizaron por espectrometria de masas en modo reflector
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en la tabla correspondiente, donde aparecen las masas tedricas calculadas con PeptideMass (www.expasy.org/tools/

peptide-mass.html) (Wilkins et al., 1999) y con mMass 3.9.0 (Strohalm et al., 2008). Se verificé la secuencia completa
del fragmento FVllla1 a partir de la posicién 1 (Ala) hasta la 55 (Cys) del fragmento recombinante.
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Figura 6. Verificacion de la identidad del fragmento FVIlla3. La proteina recombinante purificada fue digerida con
tripsina, y los péptidos resultantes se analizaron por espectrometria de masas en modo reflector con polaridad
positiva. En el espectro mostrado se identifican los picos correspondientes a las masas que se indican en la tabla
correspondiente, donde aparecen las masas tedricas calculadas con PeptideMass y con mMass.
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Cristalizacion de los complejos proteicos

En la busqueda de las condiciones de cristalizacion de los fragmentos purificados FVlllal,
FVIlla3 y sus variantes -acomplejados con trombina humana-, se evaluaron 296 tampones de
cristalizacion distintos con el objetivo de encontrar condiciones que favorezcan la formacion
de cristales proteicos de calidad. A partir del complejo FVIllal (R372Q, G373P)-Trombina se
observo crecimiento de cristales en la condicion 1-33 de Structure Screen a los ocho dias (figura
7). Uno de los cristales obtenidos mide aproximadamente 44 um de largo por 6 pm de ancho
(figura 7A), y al repetir la condicién para aumentar el niumero de cristales se obtuvieron varios
con dimensiones de 20 um x 14 um y con un mayor grosor (figura 7B), lo que podria permitir
recolectar un mejor conjunto de datos de difraccion.
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Figura 7. Cristales obtenidos de la variante del FVilla1 (R372Q, G373P) en complejo con trombina. A. Cristal de
proteina obtenido en la condicion 1-33 de Structure Screen (Molecular Dimensions) conteniendo 0.2 M de MgCl,,-6
H,O, 0.1 M de Tris pH 8.5 y 30% p/v de PEG 4000. B. La repeticion de la misma condicion permitio obtener
cristales mas pequefios, pero mas gruesos. Imagenes capturadas con la camara HDCE-II, empleando el programa
Scopelmage 9.0, en un estereoscopio MEIJI EMZ-TR (Meiji Techno Corporation).

Discusion
Sobreexpresion heteréloga de los conectores acidos FVllla1, FVIlla2 y FVIlla3

Al iniciar la presente investigacion se partié de la hipdtesis de que los interconectores de los
dominios A1-A2, A2-B y B-A3 del factor VIII de la coagulaciéon son importantes tanto para la
activacion del cofactor como para la actividad del FVIII dentro del complejo X-asa (Corral-
Rodriguez et al., 2011, Newell & Fay 2007; Yuan et al., 2005), lo que se evidencia por el alto
grado de conservacion entre diferentes especies de mamiferos (figura 8) tanto para el conector
FVIlla1 que incluye los residuos Pro®*%-Arg®”2 (figura 8A), como el FVIlla2 con los residuos Asp’'2-
Arg’0 (figura 8B) y el FVIlla3 que contiene la region Glu'®*-Arg'® (figura 8C). Estos conectores
preceden a los sitios de corte reconocidos por la trombina que son relevantes fisioldgicamente,
Arg®72-Ser®”3, Arg’0-Ser’# y Arg'68-Ser'® respectivamente.
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Figura 8. Alineamientos multiples de los conectores del FVIII de diferentes especies de mamiferos. Se presentan
las secuencias de las regiones FVllla1 (A), FVlIlla2 (B) y FVIIla3 (C). La numeracion corresponde al FVIII humano
maduro. Los residuos estrictamente conservados en cada uno de los conectores se muestran con fondo gris oscuro;
otros residuos bien conservados o reemplazados conservativamente estan sombreados en gris claro. Las regiones
ricas en aminoacidos de caracter acido o aromatico se muestran dentro de un recuadro y el sitio de corte por la
trombina se indica con un triangulo invertido. En el panel B se presenta la secuencia del extremo C-terminal de la
hirudina (Hir-C) debajo de las secuencias del conector FVllla2 topoldgicamente equivalentes. En C, nétese que el
conector FVIlla3 presenta dos regiones diferenciadas ricas en aminoacidos de caracter acido. Los alineamientos se
generaron con T-Coffee (Notredame et al., 2000; Poirot et al., 2003).

La activacion del FVIII mediada por latrombina es fundamental para los procesos procoagulantes,
de ahf la importancia de estudiar las interacciones trombina-FVIIl. Resultados publicados sobre
la interaccion de los residuos Glu®®-Glu®’? del conector a2 del FV con el exositio | de la trombina
(Corral- Rodriguez et al., 2011) evidencian la importancia de regiones ricas en residuos acidos
y aromaticos en estas interacciones. Por otra parte, otros investigadores han reportado que los
residuos acidos Glu™%-Asp’?® del conector FVIlla2 (Newell & Fay, 2008) son importantes para la
activacion del FVIII mediada por la trombina. Esta informacion previa, junto con la caracteristica
de que cada uno de los conectores del FVIII contiene regiones ricas en residuos acidos que les
confieren cargas netas negativas, sugiere que estos conectores interaccionan con los exositios
basicos | y Il de la trombina para presentar los sitios de corte y activacion del cofactor en el
centro activo de la proteasa.

Estas observaciones nos llevaron a estudiar la formacion de complejos de los conectores acidos
del FVIII con la trombina. Para cumplir este objetivo, se clonaron, sobreexpresaron y purificaron
los tres conectores del FVIII, asi como sus variantes puntuales. Aunque los constructos
iniciales utilizados en estos estudios se optimizaron de forma similar, se observaron diferencias
significativas en la solubilidad de los fragmentos recombinantes. Por ejemplo, los conectores a1
y a3y sus respectivas variantes se lograron extraer con buen rendimiento en la fraccion soluble
a partir de la sobreexpresion en células de E. coli, probablemente debido a que son cadenas
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polipeptidicas relativamente cortas, carentes de elementos de estructura secundaria y con un
notable caracter polar (45-46% de los residuos). Mientras que el FVIlla2 se extrajo en tampones
conteniendo 4-6 M de urea, probablemente este fragmento recombinante tiende a agregar
debido a su menor porcentaje de residuos polares (38% vs 45-46%).

Al evaluar las proteinas recombinantes mediante SDS-PAGE, se observé que para todos los
casos tanto del FVillal como del FVIlla3 y sus respectivas variantes, cuyo peso molecular
tedrico esta entre aproximadamente 6.4 y 6.3 kDa, migraron a la misma distancia aproximada
que la banda de 20 kDa del marcador de peso molecular utilizado. Estudios han demostrado
que los multiples residuos acidos presentes en una proteina son capaces de neutralizar parte de
las cargas negativas (aun en geles desnaturalizantes), disminuyendo de manera considerable
la migracion en el gel de poliacrilamida (Shi et al., 2012, Rath et al., 2009). Debido a lo anterior,
la identidad de estas proteinas se confirmé mediante espectrometria de masas analizando los
fragmentos completos, asi como cada uno de los picos generados por la digestion limitada.
A partir de estos ultimos se logrd obtener la secuencia experimental de cada fragmento y se
identificd una alta homologia con el Factor VIII de la coagulacién de Homo sapiens (Uniprot:
P00451) con un porcentaje de confianza del 99%. Estos resultados de expresion, purificacion
e identificacion confirman que es posible expresar de forma heterdloga estos fragmentos del
FVIII, en cantidades y con un nivel de pureza adecuados para estudios bioguimicos y de
cristalizacion.

Busqueda de condiciones de cristalizacion de los conectores del FVlllat,
FVIlla3 y sus variantes respectivas, unidos a la trombina

La sobreexpresion en E. coli de los fragmentos FVllla1 (337-372), FVllla3 (1649-1689), asi
como de los mutantes FVlllal (R372Q, G373P) y FVIlla3 (R1689Q), permitié obtener suficiente
cantidad de proteinas con una alta calidad y grado de pureza, lo cual es casi siempre el
cuello de botella para poder realizar estudios de cristalizacion y cristalografia debido a la gran
cantidad de proteinas que se requieren (Rupp, 2009).

Nuestros resultados previos con los experimentos de band shift de los conectores FVlllal y
FVIlla3 que evidencian la interaccion con la trombina (datos no mostrados), nos motivaron
a buscar condiciones de cristalizacion de complejos de estos fragmentos del FVIII con la
proteinasa, con el objetivo de obtener cristales de calidad, para posteriormente resolver las
estructuras 3D de dichos complejos. Sin embargo, segun nuestra experiencia con trabajos
previos en la resolucion de estructuras 3D (Hernandez-Carvajal, 2013), se decidié modular
el sitio de corte y activacion de los conectores para favorecer la forma acomplejada con la
trombina. Para ello se realizaron mutaciones dirigidas en las posiciones P,y P, sobre los residuos
de arginina y serina, los cuales fueron reemplazados por glutamina y prolina, respectivamente.
Dado que la glutamina tiene una cadena lateral no cargada y la prolina dificulta a las proteasas
serinicas procesar los enlaces Xxx-Pro, se espera que estos cambios favorezcan la formacion
de complejos mas estables entre la trombina y sus sustratos.

Los cristales conseguidos estan siendo almacenados para para realizar experimentos de
difraccion de rayos X en los sincrotrones ALBA (Barcelona, Espafa) o ESRF (Grenoble, Francia),
para evaluar el resultado de esta estrategia y tratar de resolver la estructura tridimensional del
complejo.

Conclusiones

Se sobreexpresaron heter6logamente en E. coliy se purificaron los fragmentos del FVIII humano
correspondientes a los conectores FVlllal, FVilla2 y FVIlla3, asi como las variantes FVlllat
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(R372Q, G373P) y FVIlla3 (R1689Q), evidenciando la capacidad de producir suficiente proteina
para ensayos biogquimicos y de cristalizacion.

Se realiz6 la busqueda de condiciones de cristalizacion, obteniéndose cristales del complejo
Trombina-FVllla1 (R372Q, G373P) en la condicion Structure Screen 1-33 que contiene 0.2 M de
MgCl,-6 H,0, 0.1 M de Tris pH 8.5y 30% p/v de PEG 4000.
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Resumen

Este trabajo detalla el disefio e implementacion de un sistema de adquisicion de datos para
un Sistema Aéreo no Tripulado (UAV), capaz de registrar en forma sistematica la informacion
proveniente de sensores y dispositivos de imagen, manteniendo una referencia espacial
y temporal precisa. El objetivo es emplear este sistema para recopilar informacion que
posteriormente se procesa con técnicas fotogramétricas para crear modelos de elevacion
digital de alta resolucion que permitan evaluar la cantidad de suelo erosionado en un cierto
intervalo temporal. Dicha solucion busca mejorar a futuro la cuantificacion y el entendimiento de
los procesos de erosion con respecto a las metodologias tradicionales que se usan en Costa
Rica.

Keywords

Erosion; photogrammetry; acquisition data system; communication system; Unmanned Aerial
Vehicle (UAV).

Abstract

This paper describes the design and implementation of an acquisition system for an unmanned
aerial system (UAV), capable of systematically register information from sensors and imaging
devices with a precise spatial and temporal reference. The goal is to use the collected data with
photogrammetric techniques in order to generate high-resolution digital elevation models that
allow the evaluation of soil erosion over certain time intervals. This solution seeks to improve
the quantification and understanding of erosion processes with respect to traditional methods
employed in Costa Rica.

Introducciéon

La erosion en los suelos costarricenses afecta aproximadamente al 74% de los terrenos
dedicados a actividades agricolas (Sibello Hernandez, 2013). Estos suelos estan severamente
degradados, principalmente por malas préacticas agricolas que incluyen el uso excesivo de
fertilizantes, pesticidas y herbicidas, aunado a la alta deforestacion, lo cual tiene un alto impacto
ambiental, econdmico y social. El arrastre de sedimentos, ademas, contamina cauces de agua y
habitats naturales conexos, como arrecifes, ocasionando la disminuciéon del cauce y afectando
actividades como la generacion de energia eléctrica.

Para cuantificar la erosion existen numerosas metodologias, tales como estacas graduadas,
estaciones de aforo y parcelas de escorrentia (Morales, 1996). Las parcelas de escorrentia,
en particular, se caracterizan por requerir de una seccion de terreno donde se construye una
parcela con dimensiones que varian segun las condiciones del mismo. Dichas parcelas estan
conformadas por un sistema colector encargado de captar el material erosionado y por un
sistema de almacenamiento al que llegaré el agua de escorrentia (Kass, Faustino & Tineo,
1994).
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En Costa Rica se utilizan frecuentemente las parcelas de escorrentia, pero esta actividad tiene
una serie de desventajas, como el uso ineficiente del suelo, el alto costo de construccion y los
elevados gastos de operacion y mantenimiento. Sumado a esto, la recoleccién de los datos
suele realizarse de forma manual y los resultados usualmente tienen escasa precision (Morales,
1996; Hudson, 1997).

Como solucion alternativa, las técnicas fotogramétricas con sistemas aéreos no tripulados (UAV,
por sus siglas en inglés) tienen un alto potencial, por la posibilidad que ofrecen de elaborar
mapas tridimensionales con suficiente precision (de unos pocos centimetros) para cuantificar
la cantidad de terreno erosionado en un determinado lapso de tiempo (Eisenbei3 , 2009). En
la actualidad, esta alternativa es objeto de una investigacion conjunta del Laboratorio PRIAS
del Centro Nacional de Alta Tecnologia (CeNAT) y el Tecnoldgico de Costa Rica (TEC), con la
participacion de las escuelas de Ingenieria Agricola e Ingenieria Electronica.

Se espera que la fotogrametria UAV brinde una resolucion vy flexibilidad suficiente para
monitorizar procesos de erosion en diferentes lugares, sin alterar las parcelas agricolas con
cultivos de bajo porte.

En la figura 1 se ilustra el proceso de fotogrametria con vehiculos aéreos no tripulados. El
levantamiento fotogramétrico consiste basicamente en la captura de imagenes con una ruta
de vuelo que cubre todo el terreno en estudio, con un cierto porcentaje de traslape entre las
imagenes, mientras se registra el tiempo y la posicion exacta desde donde se tomd cada
imagen. Esta informacion es necesaria para el procesamiento posterior de la informacion y la
generacion de un modelo de elevacion digital que permita cuantificar la erosion a lo largo de
un determinado periodo.
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Figura 1. Esquema bésico de la realizacion de un levantamiento fotogramétrico con sistemas aéreos no tripulados.

Para la captura de las imagenes con fines fotogramétricos existen diversas técnicas. En este
caso, se consideran los sistemas UAV debido a su bajo costo relativo en comparacion con otras
soluciones que emplean aviones tripulados o tomas satelitales, y por la alta resoluciéon espacial
qgue se logra al volar a baja altura (por debajo de los 100 metros sobre el nivel del terreno).
Los UAV poseen un sistema de vuelo automatizado, conocido también como piloto automatico,
capaz de planificar la mision de vuelo con la minima intervencion humana, lo que permite definir
las rutas de vuelo mas precisamente.
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Este trabajo se centro en el diseno de un sistema independiente de adquisicion que permita
la generacion de una base de datos relacionada con las imagenes adquiridas por medio de
una camara digital a bordo del UAV, que registre la ubicacion espacial (angulos de elevacion
y altura) y la posicion geografica (latitud y longitud) al momento de realizar la captura. El
desarrollo de dicho sistema busca facilitar la toma de datos para el andlisis de erosion mediante
el empleo de técnicas fotogramétricas. Este articulo presenta parte del trabajo desarrollado
como proyecto de graduacion para optar por el grado académico de Licenciatura en Ingenieria
Electronica (Arriola, 2015).

Disefo del sistema de adquisicion de datos

Actu