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Introduccion.

El ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum) es una especie endémica del
Valle de México, perteneciente a la familia mas grande de salamandras
Ambystomatidae y es considerado un anfibio urodelo (Voss, et al., 2015; Bjorklund y
Duhon, 1997). A diferencia de las otras salamandras, el ajolote no concluye el
proceso de la metamorfosis, o que significa que conserva sus caracteristicas
juveniles durante toda su vida, incluso cuando ya alcanzé la madurez sexual; a esto
se le conoce como neotenia (De Groef, et al., 2018).

Originalmente se encontraba en el lago de Xochimilco y el lago de Chalco (Bjorklund
y Duhon, 1997), sin embargo, las poblaciones de ajolotes han sufrido una
alarmante disminucién en las ultimas décadas debido a la modificacion de su
habitat, provocado por el crecimiento urbano, y a las enfermedades infecciosas,
llevandolo asi a la Lista Roja de la UICN categorizado como en peligro critico de
extincion, el cual se encuentra publicado en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (Rollins,
2017; Contreras, et al., 2009). Es por esta razéon que han aumentado los esfuerzos
para la preservacion y conservacion de esta especie, por o que se han realizado
multiples investigaciones en torno al sistema del ajolote y su habitat (Bride, et al.,
2008).

Es una especie con gran importancia histérica, cultural, social y bioldgica (Voss, et
al., 2015). A mediados del siglo XIX un grupo de ajolotes fue trasladado a un
zooldgico en Paris y posteriormente al Museo de Historia Natural de Paris, donde
comenzaron las investigaciones cientificas con estos animales. Entre las cuales,
uno de los temas de interés es como esta especie enfrenta las enfermedades
infecciosas, para lo cual se debe reconocer primero el sistema del complemento
(Reiss, et al. 2015).

En el siglo XIX, gracias a los descubrimientos de Pasteur, Koch y Lister sobre los
microorganismos patégenos responsables de las enfermedades infecciosas, se
condujo la investigacion al reconocimiento del sistema del complemento. Jules
Bordet, en Paris, fue el primero en describir el complemento como “una proteina
termolabil” al trabajar con antisuero de oveja. Posteriormente, Paul Ehrlich, en
Berlin, realizé un experimento similar donde defini6 al complemento como ‘la
actividad del suero de la sangre que complementa la accion de los anticuerpos”
(Morales, et al., 2011).

El sistema del complemento forma parte esencial del sistema inmune innato,
reconoce y elimina agentes patdogenos ajenos y células propias muertas o
modificadas. Del mismo modo, se sabe que el sistema del complemento participa en
la regulacion de células T y B en la respuesta inmune adaptativa. Esta compuesto
por mas de 50 proteinas que interactian entre si y se activan al detectar la
presencia de microorganismos ajenos dando inicio a una serie de respuestas



inflamatorias (Fatoba, et al., 2022). El estudio del sistema del complemento puede
darse de diferentes maneras incluyendo analisis in silico e in vitro (Portillo, et al.,
2022).

Justificacion.

El Ajolote de Xochimilco (Ambystoma mexicanum), especie endémica de México, ha
sufrido una alarmante disminucion en su poblacién en la ultima década, debido a la
pérdida del habitat ocasionada por el crecimiento urbano y las enfermedades
infecciosas emergentes.

Dentro de los huecos del conocimiento en ajolotes, se encuentra el sistema inmune,
mas especificamente el sistema del complemento, el cual desempefa un papel
fundamental dentro de la respuesta inmune, ya que funge como la primera barrera
de defensa del hospedador contra agentes patdégenos. Estudiar este sistema es
importante porque permite comprender cémo esta especie enfrenta las
enfermedades infecciosas y los procesos inflamatorios, por lo que, la falta de
reactivos especificos representa una gran limitante para su estudio.

Por lo tanto, se debe estudiar y comprender el sistema del complemento de forma in
silico, para explorar de forma in vitro la posibilidad de que los reactivos comerciales,
que ya existen para otras especies, funcionen en el Ambystoma mexicanum.

Marco Teérico.

En el estudio de Bolafos y colaboradores (2020), se describe al sistema
inmunolégico como un conjunto de células, tejidos y mecanismos fisioldgicos, el cual
se divide principalmente en dos ramas que estan estrechamente relacionadas:
inmunidad innata y adaptativa. La innata es considerada como una respuesta poco
especifica en la que actua la inflamacion, el sistema del complemento, los péptidos
antimicrobianos (AMP) y diversos tipos de células (macrofagos, granulocitos, NK).
Mientras que la adaptativa es considerada como la respuesta altamente especifica,
ya que se desarrolla después de haber estado expuesta al agente patdgeno.

Merle, et al. (2015) y Ding, et al. (2023), coinciden en que el sistema del
complemento es un “sistema de vigilancia inmunitaria complejo” que desempefia un
papel crucial en la inmunidad innata. Se compone de mas de 50 proteinas que
circulan de forma inactiva (zimogenos) en el torrente sanguineo, son excretadas por
el higado, glébulos blancos, fibroblastos y queratinocitos (Rodriguez y Voyles,
2020). Cuando se detecta algun patdégeno o anticuerpos unidos a patdégenos se
activa la cascada del complemento, en donde se desencadenan tres vias diferentes:
la clasica (dependiente de inmunocomplejos), la alternativa (independiente de
anticuerpos) y la de las lectinas (Morales, et al., 2011). Todas las vias convergen en
la activacidn de la proteina C3 con el objetivo de eliminar a los patégenos o facilitar
su fagocitosis, induciendo respuestas inflamatorias para combatir la infeccion.



Ademas C3 es la proteina mas abundante en el sistema del complemento vy, por lo
mismo, es la mas estudiada (De Oliveira, et al. 2024; Kimura, et al., 2003).

Killick, et al. (2017), mencionan que el sistema del complemento es un sistema
efector antiguo y conservado evolutivamente en los mamiferos, asi mismo, Carroll
(2004), comenta que el sistema del complemento mantiene una relacion de
parentesco entre los diferentes taxones. Diferentes estudios coinciden en que los
anfibios tienen un sistema del complemento robusto que es similar al de otros
vertebrados; es decir, las proteinas del complemento de anuros y caudados son
comparables en estructura y funcion a las de los mamiferos. Las proteinas de
anfibios han mostrado activacion e interacciones sinérgicas con las proteinas del
complemento de cobayas (Cavia porcellus), conejos (Oryctolagus cuniculus), cerdos
(Sus scrofa) y humanos (Homo sapiens), por lo que se intuye que el sistema del
complemento esta altamente conservado en los diferentes taxones y puede haber
evolucionado en los ectotérmicos (Rodriguez y Voyles, 2020).

Sin embargo, la mayor parte de los trabajos se han enfocado en estudiar el sistema
del complemento en los mamiferos, pero a la fecha no se tienen estudios precisos
sobre el sistema del complemento en el Ambystoma mexicanum (Jacques, 2024).

Objetivo general.
Comparar las moléculas del complemento del Ambystoma mexicanum con las de
otros vertebrados.

Objetivos especificos.

1. Realizar un analisis in silico de las proteinas del complemento de Ambystoma
mexicanum y compararlas con las proteinas del complemento de otros
vertebrados.

2. Realizar un analisis in vitro de las proteinas del complemento de Ambystoma
mexicanum 'y compararlas con las proteinas del complemento de otros
vertebrados.

Materiales y métodos.
1. Analisis in silico de las proteinas del complemento.
Se realizé una busqueda de las secuencias nucleotidicas de diferentes
anfibios, mamiferos, aves, peces y reptiles, en la base de datos del NCBI
(Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica), como Ambystoma
mexicanum, Xenopus laevis, Mus musculus, Rattus rattus, Canis lupus
familiaris, Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus, Cavia porcellus, Sus scrofa,
Pleurodeles walltl, Falco peregrinus, Varanus komodoensis, entre otros.

Se seleccionaron las secuencias cuya longitud fue aproximada al total de la
proteina C3 del complemento (5000 nucledétidos). La informacion de las



secuencias seleccionadas: nombre, no. acceso del GenBank, especie de la
que proviene, longitud de la secuencia y CDS, se recopilé en un archivo de
Excel® y las secuencias se descargaron en formato Fasta.

Se hizo un alineamiento de la base de datos creada con la herramienta
MUSCLE dentro del programa MEGA X®. En el mismo programa, se llevo a
cabo la busqueda del mejor modelo evolutivo para los datos de estudio.
Posteriormente se realizdé un analisis filogenético con el método de Neighbor
Joining.

Analisis in vitro de las proteinas del complemento.

Se realizaron ensayos de lisis de eritrocitos para evaluar el sistema del
complemento de ajolotes y otros vertebrados, para lo cual, se utilizaron
sueros sanguineos de tres individuos diferentes de 6 especies y los eritrocitos
de un borrego. Este experimento consistié en evaluar la capacidad del suero
sanguineo para lisar los eritrocitos de borrego y medir la cantidad de
hemoglobina liberada a través de un espectrofotometro Bio-Rad® Benchmark
Microplate Reader.

2.1. Obtencién del suero sanguineo.

Para este estudio se utilizaron 3 ajolotes adultos de 3 afos de edad,
pertenecientes al Centro de Investigaciones Biolégicas y Acuicolas de
Cuemanco (CIBAC) de la Universidad Autbnoma Metropolitana (UAM), es el
unico centro en México y el extranjero que realiza el cultivo y manejo masivo
para la preservacion de la especie Ambystoma mexicanum.

Se recolectaron sueros de ajolote, pato y perro, y el resto de los sueros se
obtuvieron de bancos de sueros de otros proyectos. Para la obtencion del
suero sanguineo de los ajolotes primero se pesaron los individuos con ayuda
de una caja hermética llena de agua, en una bascula. Una vez obtenido el
peso, se calculd el volumen final de isoflurano a 0.03 ml/g de peso vivo.

Posteriormente, ya que el ajolote se encontraba anestesiado, se procedio a
tomar 0.5-0.8 ml de sangre de la vena branquial, con jeringas de 1ml con
aguja de calibre 27G y se colocd la muestra en tubos con activado de la
coagulacion.

2.2. Obtencién de eritrocitos.

Para la obtencién de eritrocitos se utilizd un borrego adulto del Centro de
Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC), se
recolectaron 5 ml de sangre, siguiendo las medidas de antisepsia, y se
depositaron en tubos con anticoagulante (citrato de sodio).



Las muestras de sangre se procesaron en el laboratorio de Parasitologia
Veterinaria de la UAM Xochimilco. Primero se centrifugd la muestra y se
desechd el suero para obtener unicamente el paquete celular. Posteriormente
se realizd el lavado de eritrocitos con amortiguador PBS y se ajustd la
suspension de eritrocitos al 2.5%.

2.3. Pruebas de hemdlisis.

1. Se prepararon diluciones seriadas 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 con los
sueros de cada individuo de las diferentes especies.

2. Para llevar a cabo la reaccidn se agregaron 50 pL de cada dilucion de
suero junto con 50 L de eritrocitos al 2.5% en tubos eppendorf. Para
el control positivo se agregd 50 uL agua destilada con eritrocitos, esto
provocd que se lisaran completamente, obteniendo una lisis del 100%.
Para el control negativo se agregé 50 uL de amortiguador PBS con
eritrocitos. Todas las muestras se homogeneizaron perfectamente y se
incubaron a 37°C durante 30 min. Todo el experimento se realizd por
triplicado.

3. Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron las muestras de la
incubadora y se centrifugaron todos los tubos a 800 rpm durante 3 min
para eliminar las células no lisadas.

4. Finalmente, se transfirid 85 uL del sobrenadante clarificado a una
placa de fondo plano y se leyd la absorbancia a 415 nm en un
espectrofotometro  Bio-Rad® Benchmark Microplate Reader para
determinar la cantidad de hemoglobina liberada.

5. Se calculé el porcentaje de hemodlisis de cada suero, tomando el
control positivo como el 100%.

2.4. Andlisis de resultados in vitro.

Se realizd una prueba de similitud para evaluar el grado de semejanza entre
las muestras analizadas, utilizando el programa estadistico PAST, version
4.03. Las variables analizadas fueron las especies: Ambystoma mexicanum,
Canis lupus familiaris, Trachemys scripta, Iguana iguana, Platyrhynchos
domesticus y Rinhella marina, y las diluciones 1:32, 1:16, 1:8, 1:4, 1:2 de
cada suero, por medio del indice Morisita, que indica qué tan parecidas son
las muestras, donde O significa que no hay similitud y 1 identidad completa.
Posteriormente, con los resultados se elabord un arbol de agrupamiento por
el método de Neighbor Joining, para identificar patrones de similitud.



Resultados

1. Analisis in silico de las proteinas del complemento.

Ambystoma mexicanum (Familia Ambystomatidae) y Pleurodeles waltl
(Familia Salamandridae) ambos pertenecientes al orden de las Salamandras
(Caudata) se agruparon formando un clado con valor de bootstrap del 100%,
lo que indica una relacion filogenética altamente confiable entre estas dos
especies pertenecientes al orden Urodela. A su vez, Ambystoma mexicanum
y Pleurodeles waltl comparten rama con Xenopus laevis (Familia Pipidae)
orden de ranas y sapos (Anura), lo que representa el grupo de los anfibios,
sin embargo, la distancia evolutiva que existe entre el ajolote y la rana de
uias africana refleja bien la diferencia entre los 6rdenes Urodela y Anura
(figura 1).

Los peces se encuentran en una rama completamente separada a las demas
y forman un clado bien definido que concuerda con la historia de la evolucion.
Proximo a los anfibios se encuentran los mamiferos, aves y reptiles
compartiendo un ancestro en comun (figura 1).
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Figura 1. Arbol filogenético construido con 31 secuencias nucleotidicas de la
proteina C3 del sistema del complemento, por el método de Neighbor Joining.

2. Analisis in vitro de las proteinas del complemento.
2.1. Prueba de hemodlisis.
Se puede observar que los sueros de ajolote utilizados para este ensayo
presentaron una actividad hemolitica media, siendo el ajolote 1 quien tuvo
una mayor respuesta contra los eritrocitos de borrego, a diferencia de los
otros dos individuos de la misma especie que respondieron hasta la dilucidén
1:4 y 1:2 (figura 2).

El perro y el pato fueron las especies que presentaron mejor respuesta
hemolitica, constante en todos los individuos, alcanzando altos niveles de



lisis eritrocitaria desde la dilucion mas alta 1:32 y alcanzando mas del 90% en
la dilucién 1:2 (figura 2).

En contraste, la tortuga, iguana y rana en general presentaron actividad
hemolitica muy baja y variada, mostrando una mayor respuesta hemolitica
hasta la dilucion 1:2 (figura 2).

Porcentaje de hemolisis

100 B Ajolote 1

B Ajolote 2
B Ajolote 3
B Perro 1
B Perro2
B Perro3
B Tortuga 1
B Tortuga 2
B Tortuga 3
B 'guana 1
B Iguana?2
B 'guana3
Pato 1

Pato 2
Pato 3
25

B Rana1
B Rana2
‘ ‘ B Rana3

, | | |I | I “ |

1:8 :

1:32 1:16

75

50

Figura 2. Actividad hemolitica del suero de ajolote, perro, tortuga, iguana,
pato y rana contra eritrocitos de borrego.

2.2. Prueba de similitud de los analisis in vitro.

En el arbol filogenético, construido con los valores obtenidos en la prueba de
similitud, se exponen claramente las agrupaciones de los diferentes
individuos de acuerdo a la respuesta inmune que presentaron durante los
ensayos de hemdlisis. Dos ajolotes se agruparon junto con una tortuga y una
iguana, mientras que el resto de las muestras no tuvieron una agrupacion
clara (figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético construido a partir de la prueba de similitud, por el
método de morisita.

Discusion.

El sistema del complemento ha sido mayormente estudiado en mamiferos, donde se
han identificado los diferentes componentes del complemento y se han descrito tres
vias de activacion hasta ahora. Estudiar y comprender los mecanismos de defensa
innatos en vertebrados no mamiferos es la clave para obtener un panorama general

sobre el sistema del complemento de los vertebrados y su historia evolutiva (Riera,
et al., 2016).

Existen dos formas para estudiar el sistema del complemento: de forma in silico y de
forma in vitro. De forma in silico se realiz6 un analisis filogenético, el cual nos
permite ver de una forma mas clara e ilustrativa la evolucion del sistema del
complemento en las diferentes especies de vertebrados, con el objetivo de
identificar patrones de conservacioén y divergencia en la estructura de la proteina C3,
componente clave en la cascada del complemento (Portillo, et al., 2022). Este
analisis esta sustentado por la prueba de bootstrap, que es un método estadistico

que se aplica para dar intervalos de confianza en las filogenias (Saitou & Nei, 1987;
Felsenstein, 1985).

De forma in vitro existen las pruebas de actividad total y las pruebas de
componentes individuales. Dentro de las pruebas de actividad total se encuentran
los ensayos de hemodlisis, los cuales dan una perspectiva general del
funcionamiento del sistema del complemento. Mientras que, para el estudio de
componentes individuales, la prueba por eleccion es el ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA). Una de las principales ventajas de esta prueba reside en



su precision y reproducibilidad; sin embargo, requiere el uso de reactivos altamente
especificos para garantizar el éxito de los resultados (Ding, et al., 2023).

La implementacién de la prueba ELISA para la deteccion de proteinas del
complemento del ajolote se ve estrictamente limitada debido a la falta de reactivos
especificos en el mercado. Dado que el ajolote es una especie no modelo
filogenéticamente distante de los mamiferos para los que se comercializan kits o
anticuerpos validados (como conejo, raton o humano), es necesario el empleo de
anticuerpos primarios heterélogos, lo cual conlleva un alto riesgo de comprometer
los resultados, dando falsos positivos o falsos negativos (Matson, 2024; Zhu, et al.,
2024). Otero (2010), menciona que la capacidad analitica de un inmunoensayo para
detectar con precision un objetivo (analito) en una muestra esta basada en la fuerza
de union (afinidad o avidez) y el grado de pureza/especificidad de los anticuerpos,
estos dos factores son determinantes para garantizar el éxito del inmunoensayo.

El analisis filogenético (figura 1) y el alineamiento de las secuencias de C3 revelaron
una similitud del 50% de la secuencia del ajolote (Ambystoma mexicanum) en
contraste con el resto de los vertebrados incluidos en este estudio. Por lo que, el
uso de anticuerpos primarios heterdlogos incrementa la probabilidad de obtener
resultados erréneos, manifestdndose en falsos positivos (por union inespecifica a
proteinas homologas o contaminantes) o falsos negativos (por pérdida de afinidad
debido a la variabilidad del epitopo), razén por la cual se descart6 el ensayo ELISA
como método de deteccion para este estudio (Katsuki, 2020).

El arbol filogenético (figura 1) construido a partir de las secuencias nucleotidicas de
C3 concuerdan con lo descrito por Bailey y colaboradores (2013) y Nakao &
Somamoto (2016), sobre la evolucion de las especies y la conservacion de dicha
proteina en los vertebrados. Nonaka (2001), identifico la presencia de un gen similar
al de C3 en el genoma de lamprea, ascidia y erizo de mar, lo cual es un buen
indicador de la presencia del sistema del complemento en estos organismos, lo que
indica que las duplicaciones de genes dieron lugar a tres genes homologos C3, C4 y
C5 que después evolucionaron en los vertebrados con mandibulas.

Los anfibios ocupan una posicidon clave en la historia de la evolucién de los
vertebrados, conectando el medio acuatico con el medio terrestre. Los anfibios
fueron el primer grupo de vertebrados en adaptarse a la tierra, desarrollando
extremidades y dedos, sin dejar de ser dependientes del agua. Al estar vinculados
filogenéticamente con los tetrapodos terrestres, presentan un sistema del
complemento similar al de los mamiferos (Nonaka & Yoshizaki, 2004). Al analizar el
arbol filogenético basado en las secuencias de C3 (figura 1), se observa que los
peces se sitlan en una rama evolutiva diferenciada y aislada al resto de los
vertebrados, mientras que el clado de los anfibios se sitia evolutivamente después
de los peces y antes de los mamiferos, lo que refuerza su papel como grupo de
transicion (Jacques, 2024).



Por otro lado, para los ensayos de hemdlisis (in vitro) se utilizaron eritrocitos de
borrego no sensibilizados, donde se obtuvo que el 61% de los individuos alcanzo
mas del 50% de hemdlisis en la dilucion 1:2 (figura 2). En comparacion,
Weinheimer, et al., (1971), realizaron ensayos hemoliticos con suero de sapo marino
(Bufo marinus) y eritrocitos de borrego sensibilizados y no sensibilizados.
Concluyeron que la sensibilizacion de eritrocitos potencioé la actividad hemolitica del
suero presentando mas del 80% de lisis eritrocitaria desde la concentracion mas
baja del suero. También determinaron que la actividad cinética de hemdlisis del
suero alcanzaba su punto maximo a los 90 min de incubacién a 30°C. Esto lo
compararon con suero de cobaya y observaron que actuaba muy similar.

De igual forma, en estudios anteriores se ha descrito la opsonizacion y la activacion
del complemento en peces teledsteos, como la carpa comun (Cyprinus carpio), el
bagre (Ictalurus punctatus) y los salménidos. Por medio de la prueba de
inmunohistoquimica se ha identificado el componente C3 en huevos no fertilizados
del pez lobo moteado (Anarhichas minor Olafsen) y en diversos 6rganos y tejidos
del bacalao (Gadus morhua) (Uribe, et al., 2011).

También se ha estudiado la capacidad hemolitica del suero de anfibios como Rana
pipiens y Lithobates berlandieri. Se ha logrado identificar la presencia de los
diversos componentes del complemento, como las proteinas C3 y C5 que fueron
aisladas en algunos individuos del género Xenopus, Ictalurus punctatus y Gallus
gallus domesticus. Por el contrario, el sistema del complemento en reptiles ha sido
dificil de estudiar y solo se ha logrado identificar la presencia de la proteina C3
(Riera, et al., 2016).

Aunque el agrupamiento por clados en el analisis in silico es muy claro, en los
ensayos funcionales (in vitro) se muestra mucha heterogeneidad (figura 3), ya que el
grupo de los ajolotes muestra una mayor afinidad funcional con el grupo de los
reptiles. Esto se debe a la influencia por factores extrinsecos, como el ambiente, asi
como factores intrinsecos, como los mecanismos de termorregulacion
(Koppenheffer, 1987).

Rodriguez y Voyles (2020), reportan que las proteinas de anfibios han mostrado
activacidn e interacciones sinérgicas con las proteinas del complemento de
mamiferos, por lo que se intuye que el sistema del complemento esta altamente
conservado en los diferentes taxones y puede haber evolucionado en los
ectotérmicos. Se ha demostrado que el sistema del complemento de forma funcional
actua similar en los ectotermos debido a que el reconocimiento de infecciones y
productos derivados de microbios parece inducir cambios de comportamiento que
dan como resultado respuestas termorreguladoras para promover la supervivencia
del hospedero (Schieber y Ayres, 2016).



Conclusion.

El analisis in silico realizado con las secuencias nucleotidicas de C3, componente
clave del sistema del complemento, muestra un claro agrupamiento por clado de los
vertebrados, lo cual valida la hipétesis de la estrecha vinculacion evolutiva entre los
anfibios y los tetrapodos terrestres. Por otro lado, el analisis in vitro presenta mucha
heterogeneidad influenciada por factores extrinsecos, como el ambiente, asi como
factores intrinsecos, como los mecanismos de termorregulacion, reflejando la
funcionalidad y las deficiencias de las moléculas del complemento entre los
diferentes individuos y especies. En conjunto, este trabajo presenta una perspectiva
general de la conservacion de la proteina C3 a lo largo de la evolucion de los
vertebrados y el funcionamiento del sistema del complemento de Ambystoma
mexicanum, lo cual servira para planificar y gestionar estrategias de conservacion
para el ajolote mas adelante.

Actividades realizadas.

e Un dia a la semana participaba en la limpieza, alimentacion y cuidado de los
ajolotes del CIBAC.

e Participé en el monitoreo de anestesia, toma de sangre y recuperacion de los
ajolotes.

e Aprendi a buscar secuencias en la base de datos del NCBI, aprendi a usar el
programa Bioedit, MEGA X y PAST, y tomé clases tedricas de analisis
filogenético en el INDRE.

e Realicé la busqueda de secuencias nucleotidicas de la proteina C3, las

cuales concentré en una base de datos disefiada en Excel. Hice el
alineamiento de las secuencias y la construccion de un arbol filogenético.
Aprendi a hacer pruebas PCR y ensayos de hemodlisis.
Realicé ensayos de hemolisis en el laboratorio de Parasitologia de la UAM-X.
Recolecté muestras sanguineas para la obtencién de suero de 5 patos
pertenecientes al CIBAC y de 5 perros en el Centro de Atencion Veterinaria
para Animales de Compainiia BJ.

e Participé con un cartel en el 1er encuentro del Ambystoma realizado en la
Universidad Autonoma Metropolitana, unidad Xochimilco y en el 12° Curso y
9° Congreso Internacional de Medicina Veterinaria Aplicada a Reptiles y
Anfibios.

e Participé en el muestreo de Ambystoma dumerilii.

Metas alcanzadas.

En el presente estudio se realizé un analisis filogenético de la proteina C3 del
sistema del complemento de Ambystoma mexicanum y se comparé con las
secuencias de otros vertebrados confirmando la conservacion de dicha proteina a lo
largo de la evolucion.

También se realizé un estudio in vitro que consistié en comparar la actividad del
sistema del complemento de Ambystoma mexicanum con el de otros vertebrados,



por medio de ensayos de hemdalisis. Finalmente se realizé una prueba de similitud y
la construccidn de un arbol filogenético en el programa estadistico PAST.
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