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Editorial

La inteligencia artificial aplicada a la tecnologia de los alimentos

La aparente simplicidad de los procesos alimentarios a menudo esconde sistemas complejos, donde los procesos

fisicos, quimicos y biologicos (células o enzimas) coexisten e interactian para crear el producto final.

Los datos pueden estar plagados de incertidumbre o errores; es probable que haya heterogeneidad de la informacion
disponible; Los datos cualitativos y cuantitativos también pueden coexistir en el mismo proceso, desde la percepcion
de los expertos sobre la calidad de los alimentos hasta las nano-propiedades de los ingredientes de una formulacion

alimentaria.

Para obtener modelos confiables, es necesario adquirir informacion adicional de fuentes externas. Los expertos de un
dominio pueden proporcionar informacién invaluable sobre productos y procesos, pero este valioso conocimiento a
menudo esta disponible solo en forma de intuicién y experiencia implicita mediante analisis sensoriales. La inclusion
de informacion experta en un modelo se puede abordar haciendo que los humanos interactiien con un proceso de
inteligencia artificial (IA) a través de la visualizacion o mediante especialistas en la codificacién del conocimiento

de dominio implicito debe ayudar a mejorar el conocimiento de los alimentos.

La implementacion de la IA en la industria alimentaria ha ido creciendo en los ultimos afios. Las nuevas tecnologias
que involucran el uso de cualquier rama de la IA, como el aprendizaje automatico, han cambiado y mejorado las
diferentes areas de la ciencia de los alimentos, como el proceso de produccion, la evaluacion de la calidad y los
métodos para comprender la aceptabilidad de los consumidores. La aplicacion de la TA en la industria alimentaria ha
llevado al desarrollo de técnicas mas confiables, objetivas, rentables, no destructivas y que consumen menos tiempo

en comparacién con los métodos tradicionales disponibles para la industria.

Algunos estudios que han presentado modelos de IA de objetivos multiples incluyen la identificacion de protedmica
a partir del analisis de la espuma de la cerveza, la prediccion de los aromas de la cerveza y los datos fisicoquimicos
utilizando parametros relacionados con la espuma obtenidos de un vertedor robotico, la prediccion de la aceptabilidad
de la cerveza de los atributos sensoriales utilizando datos de la nariz electronica (e-nose) y la prediccidon de perfiles
sensoriales del vino mediante espectroscopia de infrarrojo cercano o del aroma del café por cromatografia de gases

acoplado a masas.

Entonces la TA o cualquiera de sus subdivisiones, tales como, entre otros: vision por computadora, aprendizaje
automatico, aprendizaje profundo, biometria y robotica, tecnologia de sensores e internet de las cosas (IoT), entre
otros metodologias para evaluar la calidad de los alimentos, la produccion de alimentos y la aceptabilidad sensorial y

del consumidor son una buena oportunidad para la formacidn de nuestros futuros Ingenieros Quimicos en Alimentos.

Dr. Erick Sierra Campos

Profesor investigador de la Facultad de Ciencias Quimicas

Vi



-

-'|_|_'.. __' i

INGENIERO QUIMICO EN ALIMENTOS

PERFIL DE INGRESO

Conocimientos basicos e interes en las areas de:
Quimica, Fisica, Matematicas y Biologia.

Ser creativo y observador, capacidad de sintesis y analisis
critico, afinidad y gusto por la investigaciony el trabajo
en el laboratorio.

Ser responsable, perseverante, propositivo ytener
interés por el mejoramiento socioculturaly econdmico.

PERFIL DE EGRESO

» Controlar,disefiary analizar procesos
fisicoquimicosy biologicos enalimentos

» Desarrollartecnologia propia parael
procesamiento, conservaciony empaquesde
alimentos

* Investigacionydesarrollode nuevos productos
alimenticios

vii



BIOQUIMICA

(Bioenergética, proteinas, metabolismo, productos bioactivos)

“Lo dificdl no es estar con loo amigos caando ticnen nagon, dino caando sde equivocan”
Audné Mabrauy (1901-1976); wovelista francés.




La proteina Hsp21 de la chinche de cama Cimex lectularius comparte motivos de
chaperona 7 silico con af3-crystallin humana.

Martinez Martinez Ignacio

!Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Tercer circuito exterior s/n, Ciudad Universitaria, Colonia
Universidad Nacional Auténoma de México. Alcaldia Coyoacan. C.P. 04510, Ciudad de México.

*Email de correspondencia: imm@iibiomedicas.unam.mx

RESUMEN

La chinche de cama, Cimex lectularius, es un ectoparasito
hematoéfago que se alimenta del humano. Esta especie
se enfrenta a condiciones de estrés caldrico, tanto
medioambiental como durante su alimentacién. Para
sobreponerse a dichas condiciones este insecto cuenta
con diversas proteinas de respuesta al choque térmico
como Hsp70. Sin embargo, se han anotado en GenBank
otras proteinas de choque térmico de bajo peso molecular,
que podrian participar en la respuesta al estrés calérico,
cuyas caracteristicas no se han analizado in silico, in vitro
o in vivo. En este trabajo se analiz6 la secuencia de una
proteina de choque térmico de bajo peso molecular de C.
lectularius (Hsp21) reportada en GenBank. Se establecié
su relacion con proteinas similares, se identificaron
motivos funcionales por homologia con otras chaperonas
y se generé un modelo tridimensional de la misma.
Mediante el anélisis bioinformatico, se establecié que
esta proteina de 20.6 kDa se relaciona filogenéticamente
con proteinas similares recientemente descritas en
otros insectos y comparte motivos funcionales con la
chaperona af-crystallin humana, que le permitirian
agregarse en dimeros y oligémeros, asi como interactuar
con diversas proteinas citoplasmicas. Estos resultados
sugieren que CIHsp21 podria participar en la respuesta
al estrés calorico.

Palabras clave: Proteina de choque térmico, Cimex
lectularius, aB-crystallin humana.

ABSTRACT

The bed bug, Cimex lectularius, is a blood-sucking
ectoparasite that feeds on humans. This species faces
conditions of heat stress, both environmentally and
during its feeding. To overcome these conditions,
this insect has several proteins that respond to heat
shock such as Hsp70. However, other low molecular
weight heat shock proteins, which could participate
in the response to heat stress, have been annotated in
GenBank, whose characteristics have not been analyzed
in silico, in vitro or in vivo. In this work, the sequence
of a low molecular weight heat shock protein from C.
lectularius (Hsp21) reported in GenBank was analyzed.
Its relationship with similar proteins was established,
functional motifs were identified by homology with
other chaperones and a three-dimensional model of it
was generated. Through bioinformatic analysis it was
established that this 20.6 kDa protein is phylogenetically
related to similar proteins recently described in other
insects and shares functional motifs with the human af3-
crystallin chaperone, which would allow it to aggregate
into dimers and oligomers, as well as interact with
several cytoplasmic proteins. These results suggest that
ClHsp21 could participate in the response to heat stress.

Keywords: small heat shock protein, Cimex lectularius,
human aB-crystallin.
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INTRODUCCION

La chinche de cama (Cimex lectularius) es un ectoparasito
humano hematéfago, que es considerado un problema
de salud publica debido a su capacidad reproductiva,
su adaptabilidad a la mayoria de los ambientes y a su
convivencia cercana con el hombre. Recientemente se
ha reportado el incremento de la infestacion por estos
insectos en hogares y sitios de descanso como hoteles.
Esta especie es considerada una plaga reemergente,
particularmente porque se ha vuelto comun, incluso
en las grandes urbes, y ha desarrollado resistencia a
diversos insecticidas de tipo piretroide (Sheele et al.,
2019; Zorrila-Vaca et al., 2015). Aunque tradicionalmente
se consideraba que la chinche de cama no era transmisora
de patégenos humanos, en los tltimos afios esto se ha
puesto en duda, debido a la creciente evidencia de su
posible papel en la transmision de Trypanosoma cruziy
algunas especies de Rickettsia (Blakely et al., 2018; Potts
et al., 2020). Sin embargo, esta situacion permanece en
debate.

C. lectularius enfrenta diversas condiciones ambientales
que le causan estrés, particularmente por deshidratacion
y temperaturas extremas (Benoit 2011). Asimismo,
durante la alimentacion con sangre de mamiferos, la
temperatura en el tracto digestivo de la chinche puede
incrementarse de 23°C hasta 31°C en solo 1 minuto y
mantenerse asi hasta por 7 minutos, lo cual representa
un choque térmico para el insecto y es uno de los
incrementos méas rapidos documentado (Araujo et al.,
2009; Benoit et al., 2011).

Para poder resistir el drastico cambio de temperatura
durante la alimentacion, este insecto cuenta con diversos
elementos de respuesta, entre los que se encuentran
las proteinas de choque térmico (Hsp, por las siglas
en inglés de Heat shock proteins). Las Hsp son una
amplia familia, cuyos miembros tienen funciones de
chaperonas. Tres de los miembros mejor documentados
son Hsp60, Hsp70 y Hsp90 (Kampinga et al., 2009).

Se sabe que el proceso de alimentacién de C. lectularius,
y el consecuente choque térmico, induce la rapida
expresion de Hsp70, que se mantiene asi hasta las 24
horas post-alimentacion, a pesar de que la temperatura
del insecto se regula dentro de los primeros 30 minutos
después de haber comido (Benoit et al., 2011). Se sabe
que esta chaperona tiene un papel importante en el
re-plegamiento de proteinas después del evento de
estrés calorico (Moran-Luengo et al., 2019). Sin embargo,

a partir de otros modelos, también se sabe que otro
grupo de proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular (sHsp, por las siglas en ingles de small Hsp)
son las encargadas de interaccionar directamente con
las proteinas blanco para evitar su agregacion y facilitar
el posterior re-plegamiento de las mismas. Las sHsp
tienen pesos moleculares entre 10 y 40 kDa, actividad
de chaperona, un dominio a-cristalino formado por
ldaminas B, caracteristico de esta familia, y también
participan en la respuesta al estrés térmico y oxidante
(Haslbeck et al., 2019).

Hasta el momento no se ha reportado ninguna sHsp de
C. lectularius en respuesta a eventos de estrés, aunque
se han identificado diversos genes similares a sHsp
en el genoma de este insecto. Dichas proteinas no han
sido analizadas in silico, in vitro o in vivo, por lo que no
se tienen datos sobre sus caracteristicas, ni se pueden
inferir sus propiedades o papel biolégico. Por ello, en
el presente trabajo se realiz¢ el analisis bioinformatico
de una de estas probables proteinas de choque térmico
de bajo peso molecular. Se establecen sus caracteristicas
y un modelo tridimensional a partir de su similitud
con otras sHsp, particularmente con af-crystallin
humana. También se discute su probable interaccion
con proteinas blanco.

MATERIALES Y METODOS
Secuencias de sHsp utilizadas

Las secuencias empleadas en este trabajo fueron
obtenidas de GenBank (GB) o de Protein Data Bank
(PDB): Hsp21 de C. lectularius (GB XP_014253813.1),
Hsp21 de Bemicia tabaci (GB AVL92584.1), Hsp28 de
Frankliniella occidentalis (GB AFX84622.1), Hsp22
de Laodelphax striatellus (GB AYP00114.1), Hsp21 de
Nilaparvata lugens (GB QIB84795.1), Hsp20 de Triatoma
dimidiata (GB JAP03064.1), Hsp20 de Pastrongilus
megistus (GB JAC85817.1), Hsp21 de Plutella xylostella
(GB AHW45924.1), Hsp21 de Escherichia coli (GB
KAA1346709.1), Hsp20 de Centipeda periodontii (GB
WP006307775.1), Hsp16 de Mycobacterium tuberculosis
(GB KDA15745.1,), Hsp16 de Trypanosoma cruzi (GB
AAY78951.2), Hsp16 de Bodo saltans (GB AXL08066.1),
Hsp16.9 de Triticum aestivium (PDB 1GME), Hsp26
de Saccharomyces cerevisiae (PDB 2H50), HspA de
Xanthomonas axonopodis (PDB 3GLA), Hsp20 de
Homo sapiens (GB NP_653218.1), Hsp27 de H. sapiens
(GB NP_001531), aB-crystallin de H. sapiens (GB
XP_014253813.1) y aB-crystallin de H. sapiens (GB

REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445
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NP_001876.1). Para el modelaje de interaccién proteina-
proteina entre Hsp21 de C. lectularius y sus posibles
bancos moleculares se emplearon las secuencias de FGF
(GB XP_014254542.1), insulina (GB XP_024084204.1),
VEGF (GB XP_014257471.1) y P-catenina (GB
XP_014244057.1) reportadas para C. lectularius.

Caracteristicas de ClHsp21, similitud con otras sHsp
y filogenia

El peso molecular, punto isoeléctrico, coeficiente de
extinciéon molar y carga neta de la proteina fueron
determinados mediante el software Pepstats version
6.6.0 disponible en la plataforma en linea http:/ / www.
ebi.ac.uk/Tools/services/web.

Para establecer la similitud con otras proteinas se
empleé el software on line BLASTp de NCBI (http://
www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). La prediccion de los
dominios conservados para identificaciéon de familia
proteica se realiz6 mediante el programa en linea
SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)
(http:/ /smart.embl-heidelberg.de/).

Las secuencias fueron alineadas mediante el software
MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-
Expectation) y se estableci6 la filogenia mediante un
analisis de Neighbor joining, por el método estadistico
de Bootstrap (10, 000 réplicas), empleando el Software
Mega6 (Edgar 2004; Tamura et al., 2013). Para el analisis
solo se consideraron aquellas posiciones con una
cobertura del 95%. Los cladogramas resultantes fueron
visualizados mediante el Software FigTree Ver 1.4.3
(Rambaut 2006)

Modelaje tridimensional de Cl1Hsp21

El modelo tridimensional de la proteina fue generado
a partir de la secuencia completa, utilizando dos
plataformas de andlisis en linea independientes: Phyre2
(http:/ /www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.
cgi?id=index) y Swiss-Model (https://swissmodel.
expasy.org/interactive) para realizar un modelado
por homologia (Kelley et al., 2015; Waterhouse et al.,
2018). La disposicién estérica de los aminoacidos
y la confiabilidad de la estructura fueron validados
mediante el programa Procheck, mientras que la tasa
general de frecuencias de error fue establecida mediante
el software ERRAT, ambos incluidos en la paqueteria
SAVES v6.0 (https:/ /saves.mbi.ucla.edu/). El dimero
de la proteina fue modelado utilizando el software

Symmdock (http:/ /bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SymmDock/
php.php) (Schneidman-Duhovny et al., 2005). El modelo
del oligobmero se obtuvo a partir de los resultados
reportados por Swiss-Model.

Identificacion de los motivos funcionales de C1Hsp21

La identificacion de los aminoacidos conservados en
otras sHsp se realiz6 mediante un alineamiento con las
proteinas humanas Hsp27, aA-crystallin y af-crystallin,
asicomo con Hsp17 de T. aestivium, Hsp26 de S. cerevisiae
y HspA de X. axonopodis, como se ha reportado para
otras proteinas (Clark et al., 2011). El alineamiento de
las secuencias se realizé mediante T-Coffee (http://
tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:expresso) y MUSCLE
(Di Tommaso et al., 2011; Edgar 2004). Las discrepancias
entre ambas fueron corregidas manualmente.

El establecimiento de los motivos funcionales (formacién
de oligémeros, actividad antiapoptoética, actividad de
chaperona, interacciéon con proteinas), motivos de
fosforilacién y de unién a metales fueron establecidos
a partir de la comparacién con las proteinas humanas y
con secuencias reportadas previamente en la literatura
(Clark et al., 2011; de Jong et al., 1993; Fakruddin et al.,
2000; Gaestel et al., 1991; Ghosh et al., 2007; Nahomi et
al., 2015; Pasta et al., 2003; Pasta et al., 2004).

Modelado de interaccion proteina-proteina

Las interacciones proteina-proteina entre ClHsp21 y los
posibles blancos moleculares (FGF, Insulina, VEGF y
B-Catenina) fueron modelados mediante la plataforma
en linea HDOCK (http:/ /hdock.phys.hust.edu.cn/)
(Yan et al., 2017). En cada caso se eligi6 el modelo con
el valor mas bajo de energia de docking y con el valor
mas alto de desviacion de la raiz cuadrada media del
ligando (RMSD) como ha sido reportado en trabajos
previos (Mohammad et al., 2020). Todas las estructuras
tridimensionales predichas y los modelos de interaccion
proteina-proteina fueron visualizados y comparados
utilizando el software PyMol Molecular Graphics
System Ver. 2.4.0 (Janson et al., 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

CIHsp21 esta relacionada filogenéticamente con sHsp
de insectos y de humano

En Genbank hay depositadas 5 secuencias de proteinas
tipo aA-crystallin deducidas a partir del genoma de C.
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lectularius (https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
PRJNA298750). La matriz de distancias genéticas y
un andlisis mediante Neighbor joinin mostré que son
muy similares entre si (Figura suplementaria 1). Por
ello se decidi6 usar la secuencia XP_014253813.1 como
representativa y se le denominé ClHsp21. El analisis
mediante Pepstat establecié que el peso molecular de
esta proteina es de 20.6 kDa con un punto isoeléctrico
de 6.64, carga eléctrica de 0.5 y coeficiente de extincion
molar a 280 nm de 9970. El anélisis de la secuencia
mediante el software SMART sugiri6 la pertenencia a
la familia de proteinas de choque térmico de bajo peso
molecular.

Al establecer la homologia de CIHsp2l con otras
proteinas mediante BLASTp se encontr6 alta similitud
con la recién descrita proteina Hsp21 de B. tabacci, con
la que comparte una identidad del 61%; asi como con
la proteina Hsp22 de L. striatellus. Interesantemente, se
ha demostrado que ambas proteinas incrementan su

expresion en condiciones de estrés caldrico, por lo que
se esperaria algo similar de CIHsp21 (Bai et al., 2019;
Wang et al., 2019).

La similitud entre esas proteinas fue corroborada
mediante el andlisis filogenético de Neighbor joining
(Figura 1). Asimismo, puede observarse que ClHsp21 se
encuentra en un clado adyacente a las sHsp de humano
incluidas en este anélisis. Esta cercania filogenética
entre sHsp de insecto y humano habia sido observada
previamente con la Hsp22 de L. striatellus que forma
parte del mismo clado de C. lectularius (Wang et al.,
2019). Dado que el analisis Neighbor joining plantea
semejanzas fenotipicas (en este caso aminoacidos
conservados o iguales entre secuencias) el filograma
resultante sugiere que ClHsp21 es més parecida a las
chaperonas de humano (particulamente af-crystallin)
que a las de otros hematéfagos como T. dimidiata y
P. megistus, lo cual puede observarse al comparar la
longitud de las ramas en el cladograma.

58

aA H. sapiens

oB H. sapiens
a Humano

63

Hsp27 H. sapiens

96

Hsp20 H. sapiens

F. occidentalis

N. lugens

L. striatellus

96

97

81

B. tabacci
Insectos

—

C. lectularius|

P. xylostella

T. dimidiata

P. megistus

56

C. periodontii

97

M. tuberculosis
Bacterias y

E. coli protozoarios

95

T. cruzi

0.05

B. saltans

Figura 1. Filogenia de la proteina CIHsp21 (XP_014253813.1, caja roja). El analisis de Neighbor joining se realizé
empleando las secuencias de sHsp y procedimientos referidos en materiales y métodos. Los valores de bootstrap en los
nodos se obtuvieron a partir de 10, 000 réplicas. Las distancias genéticas para el andlisis evolutivo fueron determinadas por
el método p-distance. La escala mostrada representa el nimero de diferencias en aminoacidos por sitio en la secuencia. Un
total de 111 posiciones fueron empleadas en la construccion del cladograma.
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El modelo 3D de CIHsp21 muestra alta similitud con
apB-crystallin humana

El modelo tridimensional de CIHsp21 obtenido por
Phyre2 y Swiss-model fue muy similar en la disposicion
de las laminas b antiparalelas, en el dominio alfa-
cristalino (Figura suplementaria 2). En ambos casos
los resultados sefialaron la proteina 2YGD (aB-crystallin
humana) del Protein Data Bank (PDB) como el templado
con el mayor score utilizado para el modelaje por
homologia. La validacion del modelo mediante la
grafica de Ramachandran mostré que el 92.1% de los
residuos se encuentran en la region favorable, indicando
una buena fiabilidad de la estructura. Mientras que
la grafica de ERRAT mostré un factor del 91.55%, lo
que indica una buena calidad del modelo. Al visualizar
el modelo tridimensional de ClHsp21 y compararlo
con aB-crystallin humana, se observé similitud en
la disposicién estructural de las laminas B de ambas
proteinas (Figura 2). Puede observarse la presencia
de las ldminas B3 a 9 en el modelo, con una lamina
B6+7 extendida, caracteristica de mamiferos y otros
eucariontes (Haslbeck et al., 2019).

A B

ClHsp21 oB-crystallin

humana

También puede observarse que la lamina B2, no esta
representada en el modelo obtenido. Sin embargo,
esto no es completamente inesperado, ya que diversos
reportes han sefialado que la estructura de esta lamina
tiene cierta variabilidad. Ejemplo de ello es la propia
aB-crystallin, cuya secuencia B2 puede adoptar o no
una estructura laminar, o bien parte de su secuencia
integrarse a B3, siendo observable solo esta tultima
(Clark et al., 2011). Al comparar el modelo de CIHsp21
con la estructura reportada para ap-crystallin humana,
puede observarse que la disposicién de los tres dominios
(N-terminal, a-cristalino y C-terminal) es muy similar
entre ambas (Figura 2C).

ClHsp21 comparte motivos de chaperona con af-
crystallin

Debido a la similitud observada entre ap-crystallin
humana y ClIHsp21, asi como la escasa informacién
sobre las caracteristicas de sHsp de insectos, se
compararon ambas secuencias con otras sHsp (Figura
3). El analisis inicial mostro que la regién N-terminal
de ClHsp21 comparte escasas caracteristicas con otros

Figura 2. Modelo 3D de ClHsp21 (XP_014253813.1) obtenido mediante Phyre2. A) Mondmero en el que puede
observarse la disposicion de laminas beta antiparalelas (B3-9). B) aB-crystallin humana (PDB 2YGD). C)

Superposicion de CIHsp21 (azul) y aB-crystallin (naranja).
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N-terminal

ClHsp21
aB-crystallyn
aA-crystallin

M----SLL-PVLLNELLDD--YRRPCDLGDQHAGLGLFDDDLRPSRLLSNPLRCGYVRPWRNL -A--AGDS
M--DIAIHHPWIRRPFFP---FHSP{SRLFDQFHGEHLLESDLFP---TSTSLSPFYLRPPSFLRAPSWFDT
M--DVTIQHPWFKRTLGP---FY-P-SRLFDQFFGEGLFEYDLLP--FLSSTISPYYR--QSLFRT--VLDS

Hs Hsp27 MEIPVPVQPSWLRRASAPLPGLSAP-GRLFDQRFGEGLLEAELAA--LCPTTLAPYYLRAPSVAL- - - -~ - -
Ta Hsp16.9 W SIVRR-====smemnas SNVFDPFADLWADPFDT - - - - - - FRSIVPAISGGGSET-A--AFAN
Xa HspA ~  ------ A==l s s s e S S e R e e e Rl S e e R s e e e e e S s S V-
Sc Hsp26 =----c-c-cccccccccccccccccccccccenccccescscccccecesccccs e sccecc s e ce e
ﬁz I B3 l B4l pS l p6+7 I

ClHsp21 GLSSIVSDHDGF KVNLDVQQF KPEELKVKVEN-DMVVIDGK -HEERSDE

aB-crystallyn GLSEMRLE LG-DVIEVHGK -HEERQDE

aA-crystallin  GISEVRSDRDKFVIFLDVKHFSPEDLTVKVQD-DFVEIHGK -HNERQDDHGYISR- - - - - - EFHRRYRLPSN
Hs Hsp27 PVAQVPTDPGHF SVLLDVKHF SPEETAVKVVG - EHVEVHAR -HEERPDEHGFVAR - - - - - - EFHRRYRLPPG
Ta Hspl6.9 ARMDWKETPEAHVFKADL PGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLLED
Xa HspA PRVDIKEEVNHFVLYADLPGIDPSQIEVQMDK - GILS IRGERKSESSTETERFSRIERRYGSFHRRFALPDS
Sc Hsp26 ARMDWKETPEAHVFKADLPGVKKEEVKVEVEDGNVLVVSGERTKEKEDKNDKWHRVERSSGKFVRRFRLLED

% ﬁé C-terminal

ClHsp21 VDUNALKSNLSSDGVLS LHAPKLT ---KENPPALKQKKDKNEKMEE % identidad
aB-crystallyn  VDALTITSSLSSDGVLTVNGPRKQY- - - - SGPERTIPITREEKPAVTAAPK- - -- - - K 44.1
aA-crystallin  VDQSALSCSLSADGMLTFCGPKIQTGLDATHAERAIPVSREEKP--TSAPS- - -~ - - s 42.9

Hs Hsp27 VDPAAVTSALSPEGVLST == === ===~ QAAPASAQAPP - -PAAA- - - - - - K 37.6

Ta Hsp16.9 AKVEEVKAGLE-NGVLTVTVPK-= === == ==n=omnx AEVKKPEVKAIQIS- --- - G 29.5

Xa HspA ADADGITAAGR-NGVLEIRIPKRPA- - - = === = === = oo mmemocom e A 26.8

Sc Hsp26 AIVEEVRAGL EANGVL TV TV sl s e S e 24.4

Figura 3. Andlisis de la secuencia de aminoacidos de ClHsp21. Las laminas 2—39 del dominio a-cristalino se sefialan con flechas. En
fondo gris se indican los aminoacidos similares entre CIHsp21 y aB-crystallin, relevantes para la formacién de oligémeros (caja roja y
subrayado rojo), con actividad antiapoptética (caja verde) y con capacidad de interaccion con proteinas (cajas rosa) reportadas para el
humano. Los aminoacidos con caracteristicas de union a metales, incluido el motivo EXXXD, se indican con subrayado negro. La serina
fosforilable (S43) en el dominio N-terminal y la treonina (T162) susceptible de ser N-acetilglucosaminada en el dominio C-terminal se
indican en color rojo. Se incluyeron secuencias de H. sapiens (Hs), T. aestivium (Ta), X. axonopodis (Xa) y S. cerevisiae (Sc).

miembros de esta familia, lo cual no es inesperado
pues trabajos previos han planteado que este dominio
ha evolucionado de forma independiente al dominio
o-cristalino, resultando en una amplia variabilidad y
en una diversificaciéon de probables blancos de uniéon
(Kriehuber af., 2010). Sin embargo, el resto de la
secuencia mostr6 que la mayor identidad se comparte
con ap-crystallin humana. Al comparar ambas secuencias
se identific6 un motivo de 9 aminoacidos (CDLGDQHEF)
en el extremo amino terminal, que comparte un 50% de
similitud con la secuencia reportada para ap-crystallin
humana (SRLFDQFF). Previamente se ha establecido
que la estructura amfipética adoptada por esta tltima,
contribuye al ensamblaje apropiado y la estabilidad
de los oligémeros de diversas sHsp (Pasta et al., 2003).
También se identific6 el motivo IxI (IPI) en el dominio
C-terminal, el cual es caracteristico de las sHsp y tiene un
papel importante en la oligomerizacién de la proteina,
al interactuar con el dominio a-cristalino (Delbecq
et al., 2012). La capacidad para formar oligémeros es
importante para estas proteinas, pues se ha reportado
que la incorporacién y desincorporacién de dimeros
a las estructuras de mayor tamafo (oligémeros) es un
sistema dindmico, que se ajusta a los requerimientos

fisiol6gicos de la célula (Basha et al., 2012). Asimismo,
la forma oligomérica es la més estable en el citoplasma.

También se identifico el motivo
DGFKVNLDVQQFKPEELKVK en el dominio
a-cristalino, que comparte un 85% de similitud con
una secuencia de la proteina af-crystallin humana. Se
ha demostrado previamente que este péptido confiere
propiedades anti-apoptéticas y de chaperona a las
proteinas Hsp20, Hsp27, o y aA-crystallin humanas
(Nahomi et al., 2015). Esta similitud sugiere la posible
participacion de ClHsp21 en la regulacién del proceso
apoptotico en las células de C. lectularius.

Asimismo, se identificaron tres motivos en la
secuencia de ClHsp21 (HGFISRQFTRKYRI,
NALKSNLSSDGVLSLHAPKLI y REIPITHT) que
comparten 93%, 71% y 75% de similitud con secuencias
homélogas en aB-crystallin (Figura 3). Trabajos previos
han establecido que estas secuencias de aB-crystallin
pueden interaccionar con diversas proteinas como el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), la B-catenina, la
insulina y el factor de crecimiento nervioso B (NGF-B)
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(Ghoshetal., 2007). La presencia de estos motivos sugiere
que ClHsp21 podria unirse a proteinas citoplasmicas
como las mencionadas, cuyos homologos en insectos ya
han sido descritos (Ahmed et al., 2020; Lin and Smagghe
2019; Sohr et al., 2019; Tsai and Galko 2019).

Para explorar la capacidad de interacciéon proteina-
proteina de CIHsp21 con diversos blancos moleculares
se realiz6 un modelado mediante la plataforma HDOCK.
Para ello se emplearon secuencias de proteinas de C.
lectularius reportadas en GenBank cuya naturaleza es
similar a los blancos naturales propuestos para esta
chaperona. En los modelos generados se identificaron
los aminoacidos de unién a moléculas tipo B-catenina,
VEGEF, insulina y FGF de C. lectularius (Figura 4). Los
aminodacidos de interaccién con las proteinas analizadas
estan distribuidos en tres de los motivos identificados
en el andlisis de secuencia. Ambos resultados apoyan
el papel que ClHsp21 puede tener en la interaccion con
diversas proteinas, para protegerlas durante eventos
de estrés.

p-Catenina

Insulina

Dimerizacion y oligomerizacion de C1Hsp21

La presencia de la lamina 6+7 en la secuencia analizada
y su disposicion tridimensional en el modelo generado,
sugieren que esta estructura podria participar en la
formacién de homodimeros, como se ha propuesto para
otras sHsp de eucariontes (Hochberg and Benesch 2014).
Esta propiedad es importante, pues en algunos casos
los dimeros de sHsp son los que interacttian con los
sustratos para formar complejos que protejan a estos
altimos (Santhanagopalan et al., 2018). El software en
linea SymmDock permiti6 establecer la estructura del
homodimero de esta proteina (Figura 5A). Se observo la
interaccién entre las laminas 6+7 de cada monémero
como ha sido descrito para otras proteinas, incluida la
aB-crystallin (Braun et al., 2011; Haslbeck et al., 2019).
También muestra que el dominio N-terminal de uno de
los monémeros podria adoptar una posiciéon espacial
diferente. Esta modificaciéon permitiria el correcto
ensamblaje de los dimeros en la estructura oligomérica.
Se ha descrito anteriormente que debido a la naturaleza
variable de las regiones N-terminal de esta familia de

SIVSDKDGFKVNLDVQQFKPEELKVKVENDMVVIDGKHEERSDEHGFISRQF TRKYRIPKDVDVNALKSNLSSDGVLSLHAPKLISKEN

Figura 4. Interacciéon proteina-proteina entre CIHsp21 y proteinas blanco. Los modelos fueron generados in silico mediante HDOCK
como se indica en materiales y métodos. Se analizé la interaccion entre ClHsp21 (azul) y proteinas de C. lectularius: B-catenina (GB
XP_014244057.1), VEGF (GB XP_014257471.1), insulina (GB XP_024084204.1) y FGF (GB XP_014254542.1). Los aminoacidos
involucrados en la unién a las proteinas blanco se muestran en la parte inferior subrayados con una linea de color, correspondiente a la
proteina con la que interaccionan. Las cajas grises en la secuencia indican los motivos predichos por el anélisis de secuencia.
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A N-terminal

C-terminal

N-terminal

Figura 5. Dimero y oligémero de ClHsp21. A) Dimero en el que puede observarse la interaccion
de dos mondmeros (azul y verde) a través de la lamina p6+7. En amarillo la region N-terminal y
en varillas rojas el motivo IPI (C-terminal). B) Oligémero de CIHsp21 formado por 24 unidades de
la proteina. C) Vista de la interaccién del dominio IPI (varillas rojas) de un monémero con el
surco formado por las laminas p4 (verde) y p8 (naranja) de un monémero adyacente

proteinas, la conformacion espacial de este dominio
puede adoptar diferentes formas cuando se encuentra en
estado de mondmero, dimero u oligémero (Hanazono et
al., 2013). Por ello, no es inesperado lo que se observé en
el modelado de ClHsp21. Adicionalmente, el modelo de
oligémero propuesto estaria formado por 24 unidades,
en las cuales la secuencia IPI de un mondémero se
insertaria en el surco formado por las laminas 34 y 8
del monémero adyacente, como se ha descrito para
otras sHsp (Figura 5B y 5C) (Delbecq et al., 2012). La
posibilidad de que esta proteina forme oligémeros tiene
relevancia, dado que en la literatura se ha descrito que en
el citoplasma celular son los oligémeros la forma en que
estas proteinas se encuentran presentes (Dabbaghizadeh
et al., 2017; Tto et al., 2001).

Se ha demostrado que la incorporacién o
desincorporaciéon de los monémeros y dimeros de
diversas sHsp, incluida la af-crystallin, a las estructuras
oligoméricas, esta condicionado por su estado de
fosforilacién y N-acetilglucosaminacion (Ecroyd et al.,
2007; Ito et al., 2001; Roquemore et al., 1996; Roquemore
etal., 1992). En el analisis de la secuencia de ClHsp21 se
estableci6 la presencia del motivo RLLS en el dominio
N-terminal, que cumple con la estructura RXXS

propuesta previamente como blanco de fosforilacién y
cuya serina (543) podria ser modificada por la adiciéon
de un grupo fosfato por un mecanismo dependiente de
MAPK p38 (Aggeli et al., 2008). También se estableci6 que
la treonina 162 en el extremo C-terminal es susceptible
de ser modificada por la adicion de N-acetilglucosamina
(Figura 3).

Por otra parte, se identificaron dos aminoécidos (G101
y H103) y el motivo EXXXD (EERSD) con la capacidad
de unién a metales (Fe++ y Zn++). Esta secuencia se
encuentra conservada en ClHsp21, aB-crystallin y
Hsp27 de humano (Figura 3). Se ha descrito que las
laminas B del dominio a-cristalino tienen la propiedad
de interactuar con las proteinas blanco, por lo que la
presencia de este motivo podria conferirle a la proteina
ClHsp21 la capacidad de unirse a metaloproteinas como
la transferrina, ferritina o citrocromo C, que pudieran
ser toxicos para la célula (Kajarabille and Latunde-Dada
2019). De esta forma ClHsp21 podria regular la muerte
celular apoptoética inducida por hierro (ferroptosis),
como lo hace la proteina Hsp27 humana (Sun et al.,
2015).
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CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo sugieren que
ClIHsp21 podria estar presente en el citoplasma celular
en forma de oligémeros y por eventos de fosforilaciéon
y N-acetilclucosaminacion, separarse en dimeros o
mondmeros con funciones de chaperona. La capacidad
de esta sHsp para interactuar con diversas proteinas y
evitar su agregacion durante eventos de estrés térmico
(por ejemplo, durante la alimentacién con sangre),
podria estar dada por los motivos que comparte
con aB-crystallin humana. Asimismo, queda abierta
la posibilidad de que esta proteina esté involucrada
en evitar la muerte celular apoptética en este insecto
hematoéfago.

Perspectivas

En la literatura se ha establecido la importancia de
generar modelos, particularmente de proteinas poco
estudiadas o poco caracterizadas, para proponer lineas
de trabajo que esclarezcan su papel biol6gico (Mesdaghi
et al., 2020). Los datos generados en el presente trabajo
muestran la necesidad de comprobar la expresiéon de
la proteina ClHsp21 ya sea por RT-PCR o mediante
anticuerpos dirigidos contra proteinas similares
como af-crystallin humana, tanto en condiciones
basales como de estrés térmico (por ejemplo, durante
la alimentacién). También seria necesario obtener
la proteina recombinante, para realizar ensayos de
proteccion in vitro sobre enzimas modelo, como la Malato
deshidrogenasa, y comprobar de esta forma su papel de
chaperona. Asimismo, serd interesante profundizar en
el analisis filogenético mediante modelos bayesianos,
para determinar si ClHsp21, asi como otras sHsp de
insectos, comparten un ancestro comudn con las sHsp
de humano.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Gene Proteina ID Nucleétido ID  Hsp26 oA-1 cA-2 oA-3 oA-4 aA-5 oB
Hsp26 XP_014250088.1 XM_014403602.1
oA-1  XP_024085842.1 XM_024230074.1 0.9288
0A-2  XP_024085068.1 XM_024229300.1 09177  0.2479
oA-3  XP_014253813.1 XM_014398327.2 0.8957 0.0570  0.4096
oA-4  XP_014253812.1 XM_014398326.2 0.8820  0.2591 0.2357  0.4043
oA-5  XP_014251098.1 XM_014395612.2 0.8820 02567  0.2303  0.4032 0.0131
aB XP_014248856.1 XM_014393370.1 07219 08562 09440 09494 09799  0.9530
ml oA-4
%8 aA-5
100 QA'Z
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0] a3
aB
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—_
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Figura suplementaria 1. Similitud entre proteinas aA-crystallin (¢A-1 a 6) de C. lectularius.
Panel superior: tabla de distancias genéticas. El anélisis se realiz6 empleando las secuencias de
nucledtidos de cada proteina, usando el modelo de maxima verosimilitud compuesta, mediante
el programa Mega 6. Panel inferior: analisis mediante Neighbor joining. Los valores en los nodos
representan el valor de Bootstrap a partir de 10, 000 réplicas. La escala representa el numero de
cambios por posicion analizada. Las secuencias de oB-crystallin humana y Hsp26 de C.
lectularius fueron incluidas como grupos externos en el analisis.

Figura suplementaria 2. Modelos de ClHsp21. Los modelos generados mediante Phyre2 (azul) y Swiss-model (rosa)
fueron superpuestos para ser comparados.
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Potenciales artefactos al medir la actividad del complejo IT mitocondrial de higado
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RESUMEN

El flujo de electrones en el complejo II mitocondrial
depende del potencial de electrodo estdndar, donde el
FADH, tiene un E°= -0.18 V y este a su vez los dona a
la poza de ubiquinona en la membrana. Por lo cual la
actividad del complejo no se puede medir directamente
y es necesario emplear un aceptor de electrones como
el DCIP con un E°= +0.217 V y que en su forma oxidada
es azul y a medida que se reduce se vuelve incoloro. Sin
embargo, el coeficiente de absortividad debe calcularse
cada vez que se emplea el DCIP ya que se ve afectado
por la composiciéon y pH del medio de reacciéon, ademas
del tiempo de preparacion. En base a las condiciones de
ensayo en este trabajo el coeficiente de absortividad del
DCIP fue 6.84 M' cm™ y la actividad para el complejo
I fue de 11.1 U/mg para mitocondrias de higado de
bovino después de restar la reduccién inespecifica
por los otros componentes presentes en el medio de
reaccion.

ABSTRACT

Electron flux in mitochondrial complex II depends
on the standard electrode potential, where FADH,
has an E° = -0.18 V and this in turn donates them to
the ubiquinone pool in the membrane. Therefore, the
activity of the complex cannot be measured directly
and it is necessary to use an electron acceptor such as
DCIP with an E ° = +0.217 V and which in its oxidized
form is blue and as it is reduced it becomes colorless.
However, the absorptivity coefficient must be calculated
each time the DCIP is used as it is affected by the
composition and pH of the reaction medium, as well
as the preparation time. Based on the test conditions in
this work, the absorptivity coefficient of the DCIP was
6.84 M' cm™ and the activity for complex I was 11.1 U/
mg for bovine liver mitochondria after subtracting the
nonspecific reduction by the other components present
in the reaction medium.
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INTRODUCCION

La mitocondria es un organulo especializado presente
en la célula eucariota cuya funcién més conocida
es la sintesis de ATP a partir de los productos de la
degradacion oxidativa de carbohidratos, lipidos y
aminodacidos. Sin embargo, aunque esta funcién es
clave para mantener la viabilidad de la célula, existen
diversos procesos de sefalizaciéon y muerte en donde
la mitocondria desempefia un papel clave (Friedman JR
y Nunnari J, 2014). Por tanto, los investigadores estan
muy interesados en entender la funcién de este organulo
en diversas patologias como diabetes, obesidad y cancer
(Herst PM y cols., 2017).

Ademas, existen las enfermedades mitocondriales las
cuales son poco conocidos debido a su baja frecuencia
en la poblaciéon mexicana que resultan de diversas
mutaciones en los genes del DNA mitocondrial y/o
nuclear de algunas de las subunidades de los complejos
mitocondriales (Gorman GSy cols., 2016).

Los complejos mitocondriales son un conjunto de
subunidades que se distribuyen en la membrana
mitocondrial interna y cuya funcién principal es
la transferencia de electrones de los equivalentes

Acidos grasos

Piruvato

" Carbohidratos | Lipidos |

reductores (NADH y FADH,) que se forman en la matriz
mitocondrial durante la oxidacién de acetil-CoA en el

ciclo de Krebs, la glucolisis y la oxidacion de acidos
grasos (Figura 1). Este flujo de electrones esta acoplado
a un bombeo de protones que permiten la formacion de
un gradiente electroquimico que mas adelante utiliza el
sistema fosforilante mitocondrial a través del complejo
V y el transportador de fosfatos para la sintesis de ATP
(Figura 1) (Spinelli JB y Haigis MC, 2018).

En el laboratorio se estudia la actividad de los diferentes
componentes de la cadena respiratoria de la mitocondria
por diversos métodos espectrofotométricos. Para ello es
necesario utilizar los sustratos respiratorios (NADH,
succinato, citocromo c), diversos inhibidores clasicos
(rotenona, antimicina A, cianuro) y diversos agentes
reductores artificiales de la familia de Hill como el
2,6-diclorofenolindolfenol (DCPIP o DCIP) (Janssen
AJMy cols., 2007; Hatefi Y y Stiggall DL, 1978).

El complejo Il realiza la transferencia de electrones del
succinato al FAD+ para formar fumarato y FADH,, el
cual posteriormente dona sus electrones a la quinona
para producir ubiquinol.

Succinato + FAD*—Fumarato + FADH, E°=-018V

]

Figura 1. Esquema de la mitocondria que representa como los carbohidratos, lipidos y
proteinas mediante diferentes vias como la glucélisis, f-oxidacién y vias anapleréticas del
ciclo de Krebs. Respectivamente llegan a la mitocondria al convertirse en acetil Co-A, asi
en el ciclo de Krebs genera coenzimas como NAD+H* y FADH, que son utilizados por
complejo I y complejo II, respectivamente para el transporte de electrones y el bombeo de
protones que generan un gradiente electroquimico utilizado por Complejo V para la

formacion de ATP.
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El DCIP es un colorante redox que es un forma oxidada
tiene un color azul intenso con un maximo de absorcion
a los 600 nm; cuando esta molécula capta dos electrones
y dos protones se reduce completamente y el color azul
intenso se vuelve incoloro. Por tanto, la disminucién de
la absorbancia a 600 nm en un curso temporal puede ser
empleado para determinar la actividad de los complejos
I'y I de la mitocondria. Sin embargo, el estudiante debe
tener cuidado al emplear el DCIP ya que este compuesto
puede aceptar electrones de algunos componentes del
medio de reaccion o de los sustratos sin la participacion
del complejo mitocondrial o enzima.

En el caso del complejo II, el DCIP acepta los electrones
del FADH, que se form6 durante la oxidacion del
succinato en la reaccién anterior.

FADH,+ DCIP, (azul)»FAD*+ DCIP , (incoloro) E°= +0.217 V

Otro concepto basico importante que el estudiante
confunde con facilidad es el coeficiente de extincién
molar o absortividad especifica que tiene cada sustancia
y que es necesario para calcular la actividad enzimatica.
En el caso del DCIP, no existe un solo valor de
absortividad ya que depende de tiempo de elaboracién,
del pH empleado en el ensayo experimental y de las
sustancias presentes tanto en la muestra y en el medio
de reaccion (Jahn B y cols., 2020). Por tanto, se sugiere
que el valor de absortividad se determine a través
de una curva estandar bajo las mismas condiciones
experimentales del ensayo enzimatico.

Para evitar los potenciales artefactos al determinar
la actividad enzimaética de una reaccion de 6xido-
reduccién es necesario que el estudiante se familiarice
con el uso de controles positivos y negativos que faciliten
la eliminacion de los errores experimentales al valorar
la actividad de los complejos mitocondriales. En base
a todo lo anterior este manuscrito pretende facilitar la
comprension de las buenas précticas para la medicion
de las enzimas mitocondriales.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de medio de aislamiento

Solucién preparada con 200 mM de Manitol, 50 mM
de Sacarosa, 1 mM EDTA, 20 mM Tris y 1 mM PMSF
(inhibidor de proteasas); disueltos en 1L de agua
desionizada y pH ajustado a 7.4 con albumina de suero
de bovino (BSA) 0.1%

Preparacion de medio de oximetria

Solucion de 250 mM de Sacarosa, 10 mM Fosfato
monobésico de potasio, 5 mM EDTA, 2.5 mM Cloruro
de magnesio y Tris; disueltos en 100 mL de agua
desionizada y pH ajustado a 7.4.

Aislamiento de Mitocondrias

Después de obtener el tejido (higado de res), se realizan
cortes y lavados con solucion salina; para después
homogenizar empleando medio de aislamiento con BSA.
Se centrifuga el homogenado obtenido a 5,000 rpm x 10
min 4°C, para conservar el sobrenadante y centrifugar a
12,000 rpm x 10 min 4°C. El precipitado se resuspende
en medio de aislamiento sin BSA y se centrifuga a la
misma velocidad y para volver a resuspender la pastilla
obtenida en el mismo medio.

Ensayo espectrofotométrico

Para medir actividad del complejo II mitocondrial se
registro la reduccion de la absorbancia por el DCIP (80
uM) en presencia de 50 pg/mL de proteina mitocondrial,
succinato 7.7 mM (sustrato), antimicina 1.6 pg/ml y
rotenona 3.3 pM, como inhibidores en un volumen total
de 600 pL a una longuitud de onda de 600 nm.

Lectura 600nm

Inhibidores
3min c/10seg

Medio de
) 3
oximetria ol
I—' Sustrato

__________

Proteina

aleld

Figura. 2 Diagrama de flujo para la determinacién de actividad de complejo Il y sus
controles en presencia de inhibidores para evitar artefactos.

RESULTADOS

Los espectrofotometros permiten realizar la medicion
de la absorbancia en un lapso de tiempo continuo que
se conoce en cinética enziméatica como curso temporal.
Es decir, se registra la aparicion o desaparicion de una
sustancia en un determinado tiempo. En el caso del
DCIP, se registra la disminucién de la absorbancia en
un tiempo corto de tiempo (1-5 min) en presencia de los
sustratos e inhibidores necesarios para solo valorar la
actividad de un complejo respiratorio a la vez.

Para determinar la actividad del complejo II en
mitocondrias rotas de higado de bovino se emple6
como sustrato al succinato y se adicionaron los
inhibidores del complejo I y III, rotenona y antimicina
A, respectivamente. Por dltimo, se agrega el DCIP para
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iniciar la reaccién (Figura 2). Una vez que los datos se
registran como coordenadas (A vs t), la distribucién de
puntos se ajusta a una ecuacién polinémica de segundo
grado y se obtiene el valor de la pendiente (0.1335),
el cual sera empleado mas adelante para calcular la

actividad enzimatica.
04
035
...
03 | ®.q
— e
S 025 e,
T ® o, y=0.0162x - 0.1335x + 0.3353
c 02 0. R? = 0.9982
8 e,
® 0.15 @9
< “e....
® oo
0.1 "0..9...
..o
0.05
0
0 05 1 15 2 25 3
Tiempo (min)

Figura 3. Curso temporal de la actividad del complejo
IT en mitocondrias aisladas de higado de bovino.

Antes de transformar el valor de la pendiente del
trazo anterior en actividad del complejo II se deben
realizar una serie de controles importantes para evitar
subestimar o sobrevalorar la actividad de la enzima. Por
lo cual, se debe eliminar la posible interferencia quimica
entre el DCIP con otros componentes mitocondriales
y sus inhibidores. La Figura 3 muestra los cursos
temporales obtenidos por la proteina mitocondrial
en presencia de rotenona y antimicina de manera
individual o combinada. Es interesante mencionar que
la presencia del inhibidor del complejo I (rotenona)
disminuye la reduccién del DCIP ya que presenta el
valor de pendiente mas bajo (0.0173). Sin embargo,
la presencia de antimicina A favorece la reduccién
inespecifica del DCIP y su combinacién con rotenona
no afecto la reaccion quimica. Por tanto, se debe restar
el valor de la pendiente del ensayo combinado (0.0272)
al valor inicial calculado en presencia de succinato
(0.1335). Al realizar el ajuste de los controles de la figura
4 se obtuvo un valor de pendiente de 0.1063 para la
actividad especifica del complejo II.

A continuacién se debe realizar la curva estandar del
DCIP y para ello es necesario medir la absorbancia a
diferentes concentraciones del compuesto de acuerdo a
la siguiente tabla 1. Esta curva se realiza por triplicado
para mejorar la precisién de los resultados.

y=0.0011x?- 0.0173x + 0.371
y =0.0031x% - 0.0291x + 0.3733

y = 0.0019x? - 0.0272x + 0.3832

Z 036
=
g 035
o
o 034
3 e
< 033 e

0.32

0.31

0.3

0 0.5 1 15 2 25 3
Tiempo (min)

Figura 4. Curso temporal de la reduccion del DCIP por
mitocondrias aisladas de higado de bovino en ausencia
de succinato y presencia de inhibidores (rotenona, azul;
antimicina A, naranja y ambos, gris).

Tabla 1. Curva estandar de DCIP empleando el medio
de oximetria.

[1 DCIP pM ul DCIP ul Medio oximetria
0 0 600
20 1 599
40 2 598
60 3 597
120 6 594
160 8 592
200 10 590

La Tabla 2 muestra los valores promedio de
absorbancia (X) que se obtuvieron para cada una de
las concentraciones del DCIP. Ademds de muestra la
desviacion estandar (DE) y el porcentaje del coeficiente
de variabilidad de los datos (CV).

Tabla 2. Valores promedio, desviacion estdndar y
variacion para cada concentracion de DCIP.

[1 DCIP uMm X Abs Desviacion E. %C.V.

0 0 - -

20 0.287 0.006164414 2.147879444
40 0.459 0.05103158 11.1099232
60 0.559 0.02426245 4.34033164
120 0.742 0.03132979 4.21855301
160 1.118 0.06521929 5.83182905
200 1.404 0.07677384 5.4669241

Al graficar los datos de la tabla 2 y ajustarlos a la
ecuacion de la linea recta se obtuvoy = 6.84 e®x + 9.62 e”.
Por tanto, el valor de absortividad del DCIP se obtiene
directamente de la pendiente de la ecuacién anterior
y ajustando las unidades de concentracién quedo en
6.84 M' cm™.
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A continuacién se emplea la siguiente ecuacion de
actividad enzimatica en la cual de sustituyen el valor
de la pendiente ajustada (m) de 0.1063 y de absortividad
(e) de 6.84 M cm.

m uM
.. . (_)x F.D min U
Actividad enzima= = =
p mg mg

Donde FD es el factor de dilucién; p es la concentracion
de proteina.

0.1063 uM
x 600 -—
i U
Actividad enzima=( 6.84 ) zmin_ _
0.84 mg  mg

La actividad del complejo II que se obtuvo fue de
11.1 U/mg para mitocondrias de higado de bovino.
Es importante recordarle al estudiante que cada trazo
mostrado en este trabajo fue realizado minimo por
triplicado y que es importante reportar la actividad
enzimatica con su valor promedio y su desviacion
estandar en caso de querer comparar sus datos con otros
publicados en la literatura.

DISCUSION

Medir la actividad enzimatica es una herramienta muy
importante para conocer los procesos metabdlicos y
por lo cual siempre que sea posible debe ser valorado
mediante cursos temporales, los cuales deben ser
ajustados de acuerdo al patrén de distribuciéon de
puntos que en este estudio para determinar la actividad
del complejo II en mitocondrias de higado de bovino
fue a través de la ecuacion polinémica de segundo
grado. Es importante destacar que nuestro valor de
absortividad es semejante a otros reportados en la
literatura, pero estos valores son muy diversos y debe
calcularse cada vez que se emplea el DCIP. Aunque es
importante mencionar que nuestro valor es de los mas
pequenos reportados, ya que en general varian de 12
hasta 21 M* cm™ (Kolaj-Robin O y cols., 2011; Basner
Ay Antranikian G, 2014; Chen-juan Ke y cols., 2014).
Sin embargo, su valor es afectado por la composicion
y el pH del medio de reaccion y ademas el tiempo de
su preparacion.

Otro aspecto importante es que la presencia de los
inhibidores respiratorios afectan de manera diferente
la reducciéon de DCIP y requieren una valoracion més
precisa ya que tanto el complejo I y III utilizan una
gran cantidad de grupos prostéticos y cofactores que
pueden influir en el flujo de electrones hacia el DCIP. Sin
embargo, tales mecanismos estan fuera de los objetivos
de este trabajo.

CONCLUSION

El DCIP es un colorante que tiene una gran capacidad
para captar electrones y se utiliza para ensayar
reacciones redox por su facil manejo. Sin embargo,
este compuesto es inespecifico ya que no se une
directamente a la enzima como un sustrato. Este es el
caso para los complejos mitocondriales (I y II), ya que
ambas enzimas generan ubiquinol y esta molécula cede
los electrones al DCIP. Por tanto, es necesario emplear
inhibidores especificos de los complejos (rotenona,
malonato y antimicina) para realizar la correccién de
la actividad. En este trabajo se demostr6 que en ausencia
de succinato ocurre una reduccién inespecifica del DCIP
por componentes mitocondriales y que su velocidad de
reaccion se afecta por la presencia de los inhibidores.
Ademas, que en nuestras condiciones experimentales el
DCIP tiene un valor de absortividad muy bajo de 6.84
M em™, que corresponde a la mitad del valor reportado
en la literatura y por tanto no se debe dar como un
hecho que estos valores seran empleados porque asi
esta reportado en otros estudios.
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RESUMEN

Moringa oleifera es un arbol con distintas propiedades
terapéuticas, como anticancerigeno, antidiabético, gran
potencial antioxidante, y otras. Es una planta resistente
a los climas calurosos, condiciones de sequia, de
crecimiento rdpido, con poca exigencia para los nutrientes
del suelo, que se puede cultivar facilmente en zonas
aridas y tropicales. Uno de los mecanismos adaptativos
de las plantas ante condiciones poco favorables, como
fluctuaciones en la cantidad de luz captada por los
fotosistemas por efecto de la zona de desarrollo del
organismo, es el transporte ciclico de electrones mediado
por el complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa en
el cual se centra este estudio. En M. oleifera, solo se ha
estudiado a la region transmembranal sin caracterizar a la
parte citosolica, y en ninguna de estas se ha desarrollado
una estructura tridimensional, nosotros mediante
herramientas bioinformaticas de libre acceso como Phyre?
y ClusPro 2.0 proponemos por medio de ensamblaje
molecular un modelo tridimensional del complejo NDH-
1 quinona oxidorreductasa para M. oleifera. Mediante
Phyre? se realiz6 la busqueda de homologos estructurales
para las todas las subunidades reportadas en el genoma
y que atn no estan caracterizadas en esta planta. Se
encontraron 6 subunidades de la porcioén citosélica (J, I,
M, N, Sy O) y 7 subunidades en la porciéon membranal
(A, B, C, D, E, Fy Q). Ademas, se elabor6 un modelo
tridimensional con todas las subunidades encontradas
mediante acoplamiento molecular con ClusPro 2.0 y
HDOCK server. Aunque desconocemos los alcances de
nuestros resultados, nosotros consideramos que este
estudio puede ayudar a entender la relaciéon metabdlica
entre la actividad del complejo, con la resistencia y facil
desarrollo de la M. oleifera, ante condiciones adversas.

Palabras clave: Moringa oleifera, complejo NDH-1
quinona oxidorreductasa, modelo tridimensional y
bioinformaética.

ABSTRACT

Moringa oleifera is a tree with different therapeutic
properties, such as anticancer, antidiuretic, great
antioxidant potential, and others. It is a plant resistant
to hot climates, drought conditions, fast growing, with
little demand for soil nutrients, which can be easily
cultivated in arid and tropical areas. One of the adaptive
mechanisms of plants under unfavorable conditions,
such as fluctuations in the amount of light captured by
photosystems due to the effect of the organism's grow
region, is the cyclical transport of electrons mediated
by the NDH-1 quinone oxidoreductase complex in
which this study focuses on. In M. oleifera, only the
transmembrane region has been studied without
characterizing the cytosolic part, and in none of these
has a three-dimensional structure been developed, we,
using free access bioinformatic tools such as Phyre? and
ClusPro 2.0, propose by means of molecular assembly
a three-dimensional model of the NDH-1 quinone
oxidoreductase complex for M. oleifera. Using Phyre?,
the search for structural homologues was carried out
for all the subunits reported in the genome and that
are not yet characterized in this plant. There were 6
subunits of the cytosolic portion (J, I, M, N, S and O)
and 7 subunits in the membrane portion (A, B, C, D, E,
F and G). In addition, a three-dimensional model was
made with all the subunits found by molecular coupling
with ClusPro 2.0 and HDOCK server. Although we do
not know the scope of our results, we consider that this
study can help to understand the metabolic relationship
between the activity of the complex, with the resistance
and easy development of M. oleifera, in the face of adverse
conditions.

Keywords: Moringa oleifera, NDH-1 quinone
oxidoreductase complex, three-dimensional model and
bioinformatics.
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INTRODUCCION

En su habitad natural, los organismos fotosintéticos
(plantas y cianobacterias) deben adaptarse ante
condiciones adversas como cambios climaticos, pocos
nutrientes y fluctuaciones en la cantidad de luz solar
que pueden recibir, ya sea por falta de esta o un exceso
de la misma. Los organismos fotosintéticos de manera
evolutiva han desarrollado distintos mecanismos
protectores, como es el caso del transporte ciclico
de electrones, el cual funge como regulador en la
fotosintesis ante fluctuaciones en la cantidad de luz
recibida (Nikkanen, L y cols, 2018).

La fotosintesis es un proceso oxigénico que convierte
la luz solar en energia quimica, y del cual se sostiene
la mayoria de la vida en la tierra. Este proceso ocurre
en dos fases, la luminica en donde los fotosistemas I y
II por medio del complejo antena captaran fotones que
excitan las moléculas de clorofila para generar ATP y
NADPH en un transporte lineal de electrones (figura 1),
y una fase oscura donde se consumen estos productos
en una fijaciéon de carbono (Laughlin, TG. y cols, 2020;
Shikanai, T, 2016).

Frente a cantidades no constantes de luz solar, la
fotosintesis tiende a ser regulada por el complejo
NDH-1 quinona oxidorreductasa como mecanismo

de proteccién, en una ruta distinta con un transporte
ciclico de electrones, en la cual no hay produccién de
NADPH y los electrones giran en torno al fotosistema
Iy el citocromo b f en una sintesis exclusiva de ATP
(figura 2, Laughlin, TG y cols, 2020).

El complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa esta
formado por 11 a 16 subunidades dependiendo de la
especie. Las mejores estructuras que se conocen del
complejo son de Arabidopsis thaliana'y Termosynechococcus
elongatus, las cuales se encuentran depositadas en la
base de datos de proteinas (Protein Data Bank; https://
www.rcsb.org/) (Shikanai, T, 2016; Sato, Sy cols., 1999).
Las subunidades OPS son altamente conservadas por
formar parte de la actividad catalitica. Ademas, su
nombre se atribuye a su parecido estructural y funcional
con el NADH deshidrogenasa mitocondrial, aunque
a diferencia de su homoélogo este se encuentra en el
cloroplasto y los electrones le son transferidos por la
ferredoxina (Figura 2; Laughlin, TG y cols 2019).

La NDH-1 quinona oxidorreductasa cumple un papel
regulador en organismos fotosintéticos cuando las
condiciones luminicas no son favorables, es por esto
que el estudio de este complejo en especies que hacen
frente a condiciones inhéspitas se vuelve de gran interés,
ya que con ello se podria elucidar la relacion entre el
complejo y la capacidad de supervivencia.

ATP

ADP+ Pi

NADP + H* NADPH

Figura 1. Transporte linear de electrones en la fase luminica de la fotosintesis. FSII,
fotosistema II; Cyto-bsf, complejo del citocromo béf; FSI, fotosistema I; PQ, plastoquinona;
PQHp:, plastoquinol; FNR, complejo ferrodoxina/nitrato reductasa; Fd, Ferrodoxina; ATP,
Adenosin trifosfato; Pi, fosfato inorganico; NADP*, Nicotinamida-Adenina dinucleétido
fosfato. Tomado y modificado de Laughlin, TG. y cols, (2020).
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Figura 2. Transporte ciclico de electrones como mecanismo regulatorio de la fase luminosa
de la fotosintesis. La linea roja punteada indica el flujo de electrones entre los
componentes FSII, Cit b6f y NDH-I. Tomado y modificado de Laughlin, TG. y cols, (2020).

La Moringa oleifera es una planta tolerante a la
sequia de rdpido crecimiento con propiedades
agrondémicas, nutricionales y farmacéuticas de
gran valor. Recientemente se reporté el genoma
del cloroplasto completo de esta planta a través del
ensamblado a partir de lecturas de secuenciacién
de alto rendimiento de genoma completo, como un
recurso para futuros estudios sobre la filogenia y la
evolucién de Moringaceae. Ademads, a pesar del namero
reducido de genes en el genoma compacto de Moringa,
se encontr6 que 101 familias de genes, que agrupan 957
genes, se expandieron significativamente. Las familias
expandidas estdn altamente enriquecidas para funciones
cloroplastidicas y fotosintéticas. De hecho, casila mitad
de los genes que pertenecen a las familias expandidas de
Moringa se agruparon con sus ortélogos codificados por
plastidios de A. thaliana (Ojeda-Lépez, ] y cols., 2020).

El arbol de Moringa oleifera es cultivado en ciertos
paises en desarrollo por su alto contenido nutricional
y su adaptabilidad a ambientes &ridos y semiaridos.
En 2015, se realiz6 un proyecto de alta calidad sobre
la secuencia del genoma de la M. oleifera. En este
estudio se ensamblo un 91,78% del tamafio estimado
del genoma y contiene 19,465 genes que codifican
proteinas. El analisis genémico comparativo entre M.
oleifera y los genomas de plantas lefiosas relacionadas
ayuda a aclarar la evolucion general de esta especie,
mientras que la identificaciéon de varias familias de
genes especificos de la especie y genes seleccionados
positivamente en M. oleifera puede ayudar a identificar
genes relacionados con el alto contenido de proteinas

de M. oleifera contenido, crecimiento rapido, tolerancia
al calor y al estrés (Tian Y et al., 2015).

El genoma del cloroplasto tiene 160,600 pares de bases
(pb) de longitud, con una regién grande de copia
tnica (LSC) de 88,577 pb, una regién pequefia de copia
tnica (SSC) de 18,883 pb, separada por dos regiones
de repeticién invertida (IR) de 26,570 pb cada una y se
predijo que contiene 131 genes, con un contenido global
de GC del 36,78 % (Lin, W y cols., 2019).

A nivel de proteina, existe muy poca informacion sobre
las estructuras de las proteinas que participan en los
diversos procesos metabdlicos que ocurren en la M.
oleifera. Sin embargo, las herramientas bioinformaticas
que se tienen pueden ser de apoyo para comenzar a
elucidar la caracterizacién estructural de complejos
multiproteicos como la NDH-1 quinona oxidorreductasa.

Phyre? es un conjunto de herramientas disponibles en
la web para predecir y analizar la estructura, funciéon
y mutaciones de las proteinas. El enfoque de Phyre?
es proporcionar a los biélogos una interfaz simple
e intuitiva para herramientas de bioinformatica de
proteinas de tltima generacion (Kelley LA et al., 2015).

El servidor ClusPro (https://cluspro.org) es una
herramienta ampliamente utilizada para el acoplamiento
proteina-proteina. El servidor proporciona una pagina
de inicio simple para uso basico, que requiere solo
dos archivos en formato Protein Data Bank (PDB).
Sin embargo, ClusPro también ofrece una serie de
opciones avanzadas para modificar la basqueda; Estos
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incluyen la eliminacion de regiones de proteinas no
estructuradas, la aplicacién de atracciéon o repulsion,
las restricciones de distancia por pares, la construccion
de homo-multimeros, la consideracion de datos de
dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS) y la
ubicacion de los sitios de unién de heparina (Kozakov
Detal., 2017).

En base a todo lo anterior, el objetivo de este estudio fue
emplear los servidores online Phyre* y ClusPro para
elucidar el modelo estructural de la NDH-1 quinona
oxidorreductasa y mediante este enfoque poder generar
conocimiento sobre la relacion metabdlica entre la
actividad del complejo, con la resistencia y su facil
desarrollo de la M. oleifera, ante condiciones adversas.

MATERIALES Y METODOS

Las secuencias de residuos de aminoécidos para cada
subunidad disponible del complejo NDH-1 quinona
oxidorreductasa fueron recuperadas de UniProt
(https:/ /www.uniprot.org) como un formato FASTA
para las especies de Moringa oleifera'y Arabidopsis thaliana.

Con las subunidades de Arabidposis thaliana
correspondientes a la region citosélica del complejo, se
realiz6 un andlisis de alineamiento basico de secuencias
(BLAST) en el servidor de la National Center for
Biotecnology Information (https:/ /www.ncbi.nlm.nih.
gov/) sobre el genoma de Moringa oleifera (secuenciado
por método shotgun). Una vez ubicada cada subunidad
en el genoma de moringa, estas fueron cargadas en un
motor de btiisqueda y reconocimiento de homoélogos
proteicos a estructuras curadas o caracterizadas en
el servidor de Phyre2 (http:/ /www.sbg.bio.ic.ac.uk/
servers/phyre2/html/page.cgi?id=index), en donde
se recuperaron los archivos PDB con las coordenadas
atémicas para construir los modelos tridimensionales.
Se ensambl6 cada subunidad del complejo por medio
de acoplamiento molecular (docking) a partir de los
servidores ClusPro (https:/ /cluspro.bu.edu) y HDOCK
server (http:/ /hdock.phys.hust.edu.cn/), finalmente
se gener6 un candidato a modelo completo tanto de la
region citosdlica como la transmembranal del complejo
NDH-1 quinona oxidorreductasa de Moringa oleifera.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante alineamiento de secuencias tipo “Blast”
se encontraron similitudes entre las secuencias de
nucleétidos del genoma reportado de M. oleifera con
aquellas conocidas para otras plantas y de esta forma
encontrar los genes que forman parte de cada subunidad
del complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa, Las
subunidades membranales del complejo NDH-1 ya
fueron reportadas previamente (Ojeda-Lopez, J. y
cols., 2020), sin embargo, no existe informacién sobre
las subunidades citosodlicas y por tanto no se cuenta
registro en M. oleifera, entonces se decidi6é tomar las
secuencias de A. thaliana por ser un modelo vegetal bien
caracterizado en este aspecto.

Ademas, el genoma de M. oleifera Gtnicamente se
encuentra disponible en forma de fragmentos o
andamios (scaffolds), ya que fue secuenciado por el
método SHOTGUN, por lo que las subunidades se
situaron en el scaffold del genoma en base al mayor
puntaje de homologia o probabilidad entre los 57,000
fragmentos disponibles. En este caso el valor E fungi6
como guia durante la elecciéon de scaffolds, ya que al
tratarse de fragmentos y no precisamente de genes, la
longitud de estos puede contribuir a la disminucion del
porcentaje de cobertura entre las secuencias. Tomando
en cuenta lo anterior, se situd en la regiéon mas probable
a cada una de las subunidades del complejo NDH-1
quinona oxidorreductasa, que podrian corresponder
al gen que codifica para cada una de las subunidades
del complejo (tabla 1).

En base a la informacién disponible en la tabla 1 se
procedi6 con el modelado de la estructura tridimensional
de cada subunidad con ayuda del servidor Phyre?,
donde se introdujo cada una de las secuencias de
residuos de aminodcidos, para que este servidor
predijera los motivos estructurales por medio de una
comparacion entre la secuencia de las subunidades
y las de estructuras existentes bien caracterizadas y
cuya estructura esta disponible en el banco de datos
de proteinas (PDB), la forma mas probable en la que
estas podrian generar una conformacién tridimensional.
Este servidor de busqueda relacioné las secuencias
introducidas con las subunidades del complejo para
la especie de Thermosynechococcus elongatus, en donde
se predijo con una confidencia del 100%, aunque con
porcentaje de identidad variable de 41 a 66% entre
secuencia y estructura homoéloga, que el modelo
mas apegado a cada subunidad del complejo NDH-1
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Tabla 1. Andlisis tipo BLAST entre el genoma de Moringa oleifera y la secuencia de cada subunidad del complejo, con un * como distintivo a
aquellas subunidades que se tomaron de Arabidopsis thaliana y corresponden a la regidn catalitica.

SubUnidad Afidarmla Coberturadela Valor E Porcentaje de Longitud del
secuencia identidad andamio
A 38847 82% 5.00E-67 79.17% 3364
B 6159 64% 4.00E-46 59.69% 7742
C 56448 49% 8.00E-30 93.22% 1381
D 34400 58% 4.00E-35 88.75% 1562
E 15002 63% 2.00E-15 59.38% 3413
F 2089 98% 2.00E-102 67.37% 1324
G 40989 80% 1.00E-46 85.71% 1213
H 40898 58% 8.00E-111 77.17% 1038
1 3093 61% 5.00E-35 80.28% 16288
J 7236 80% 6.00E-42 60.31% 2065
K 37393 77% 1.00E-53 98.39% 1979
L 5339 60% 4.00E-21 44.90% 25881
*M 2718 98% 3.00E-49 60.26% 25737
*N 43357 100% 7.00E-61 49.63% 31043
*0 42384 48% 2.00E-10 41.11% 25415
&S 15639 90% 2.00E-75 58.15% 83761

Tabla 2. Andlisis de homologia estructural por medio del servidor Phyre? en |a region transmembranal del complejo y funcién de cada

subunidad.
Subunidad A B c D E F G
Especie de Moringa Moringa Moringa Moringa Moringa Moringa Moringa
referencia oleifera oleifera oleifera oleifera oleifera oleifera oleifera
Especiedela | Thermosyn- Thermosyn- Thermosyn- Thermosyn- Thermosyn- Thermosyn- Thermosyn-
propuestadel | echococcus echococcus echococcus echococcus echococcus echococcus echococcus
templado elongatus elongatus elongatus elongatus elongatus elongatus elongatus
Confidencia 100 100 100 100 100 100 100
Porcentaje de
60 49 60 53 1 42
identidad > >
'Soporte 4 Soporte y vinculo Soporte y vinculo Soporte y vinculo
vinculo de los
de los canales de de los canales de de los canales de
canales de
. Canal de protones a la Canal de protones a la Canal de protones a la
Funcién protones ala
membrana protones membrana protones membrana protones membrana
plasmatica plasmatica plasmatica plasmatica

24 | BIOQUIMICA REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN:: 2594-1445



Tabla 3. Analisis de homologia estructural por medio del servidor Phyre2 en la region citosélica del complejo y funcion de cada subunidad.

Subunidad H I J K L M N 0 S
Especie de
referencia Moringa Moringa Moringa Moringa | Arabidopsis | Arabidopsis Arabidopsis | Arabidopsis = Arabidopsis
oleifera oleifera oleffera oleifera thaliana thaliana thaliana thaliana thaliana
Especie de
la Thermosyn- = Thermosyn- = Thermosyn- | Thermosyn- = Thermosyn- | Thermosyn- Thermosyn- | Thermosyn- Thermosyn-
propuesta | echococcus = echococcus | echococcus | echococcus | echococcus | echococcus | echococcus | echococcus | echococcus
del elongatus elongatus = elongatus elongatus elongatus elongatus = elongatus elongatus elongatus
templado
fidenci
Confidencia 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Porcentaje
de
identidad 41 63 54 66 41 49 45 44 52
Brind
rinca Brinda Brinda Brinda Estabilidad

soporte y Alberga el

soporte soporte r ral - . .
. estructura = final delos P ¥ soporte y P y | estructural, Estabilidad Unidn a Unién a
Funcién ) estructura estructura | estructura aporta ) .
al complejo | grupos Fe-S ; ) ; ) . .| estructural | ferredoxina | ferredoxina
en general al complejo = al complejo = al complejo | hidrofobici
g ’ engeneral. | engeneral. engeneral. dad

quinona oxidorreductasa de M. oleifera corresponde motivos tipo barril de hoja beta (subunidad S) hasta
a una cianobacteria como se muestra en la tabla 2 y grandes secciones de loop (subunidad I) (Figura 3).
3, sin embargo este servidor genera tinicamente una

estructura ya existente que serd homéloga ala secuencia Las subunidades que forman la porcién membranal
que se le ingrese. presentaron una gran cantidad de alfa-hélices donde las

subunidades B, D y F presentan la mayor cantidad de
El acoplamiento molecular de las regiones citosolica pases transmembranales y una parte de la subunidad F
y transmembranal del complejo NDH-1 quinona interacttia con las subunidades B, D y E. Sin embargo,
oxidorreductasa se realiz6 en base a las subunidades que la estructura de la subunidad C fue menos definida y
el servidor Phyre? de busqueda arrojé como templados se acopla mas facilmente con las subunidades A y G
de la especie Thermosynechococcus elongatus, para mostrar (Figura 4).
la estructura més probable a desarrollarse por parte de
la especie Moringa oleifera con los datos disponibles. El La integracion completa del complejo fue realizada bajo
ensamblaje molecular del complejo NDH-1 quinona €l conocimiento de la funcién individual de cada una de
oxidorreductasa, se realizo en base a las estructuras lassubunidades tabla 2y 3, generandose una propuesta
propuestas por el motor de bisqueda de homologias. de complejo anclado a la membrana tilacoidal con la
Por medio de la prediccién de acoplamientos entre las regién catalitica ubicada hacia el estroma Figura 5. Es
subunidades (docking) mediante interaccién proteina- importante destacar que este modelo correlaciona bien
proteina por el servidor ClusPro se formaron a las con aquellos estudios reportados previamente en la
regiones citosélica catalitica y transmembranal del literatura (Laughlin, TGy cols., 2020; Zhang, C'y cols.,
modelo i silico de NDH-1 quinona oxidorreductasa para 2020) y aunque en plantas se considera que el complejo
M. oleifera (figura 3 y 4). Es interesante mencionar que las NDH-1 quinona oxidorreductasa es importante en
subunidades que forman la porcion citosélica presentan el reciclamiento de electrones no se puede descartar

elementos de estructura secundaria muy diversos desde que este complejo realice més funciones dentro del
fotosistema como ocurre en las cianobacterias.
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Figura 3. Construccion de la regién catalitica del complejo que se encuentra en la region
citosblica partir de la estructura tridimensional de los templados de las diferentes
subunidades (I, J, O, N, M, S) provenientes de Phyre2.
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Figura 4. Construccién de la region transmembranal del complejo a partir de la estructura
tridimensional de los templados provenientes de Phyre2.
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Figura 5. Integracién del complejo NDH-1 quinona oxidorreductasa cloroplastico en la
membrana del tilacoide con el uso de los programas ClusPro2.0 y HDOCK server.
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CONCLUSION

A través del uso de herramientas bioinformaticas de
acceso libre (Phyre?, ClusPro2.0 y HDOCK server) fue
posible conocer los genes y las posibles estructuras
de cada subunidades que forman parte del complejo
NDH-1 quinona oxidorreductasa de Moringa oleifera
para desarrollo un modelo estructural tridimensional
muy parecido aquel reportado para la cianobacteria
Thermosynechococcus elongatus. Por tanto, esta
informacion servird de base para conocer la relevancia
de este complejo en la capacidad adaptativa de M.
oleifera.
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El uso de la e-poli-L-lisina como posible antifiingico
para el tratamiento de Candida albicans
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RESUMEN

Las candidiasis son infecciones causadas principalmente
por Candida albicans, una levadura patdégena oportunista
que aprovecha la predisposiciéon del huésped y sus
factores de virulencia para desarrollarse. Durante
los ultimos aiios, el aumento en la resistencia de los
tratamientos disponibles ha llevado a los investigadores
a la busqueda de alternativas terapéuticas. La e-poli-L-
lisina (EPL) es un homopolimero que presenta actividad
antimicrobiana; sin embargo, los estudios disponibles
en levaduras son escasos, por lo cual su mecanismo de
accion no se ha esclarecido. En esta revision se retine
informacién sobre C. albicans y lo reportado, hasta
ahora, sobre el efecto antimicrobiano de la EPL, con el
proposito de tener una base para futuras investigaciones
sobre el mecanismo de accién de este polication, para
que pueda ser utilizado como alternativa antiftiingica
contra este patégeno de importancia médica.

Palabras clave: Candida albicans, candidiasis,
antimicrobianos, policationes, e-poli-L-lisina.

ABSTRACT

Candidiasis are fungal infections caused by opportunistic
pathogenic yeast called Candida albicans. Candida takes
advantage of the host predisposition and its virulence
factors to induce disease. During the last years, the
increasing resistance to the available treatments has
urged the scientists to search for alternative therapeutics.
e-poly-L-lysine (EPL) is a homopolymer that has
antimicrobial activity; however, there is a shortage of
research on its applications in yeast, and besides, its
mechanism of action has not been determined. This
review gathers information about C. albicans and
what has been reported about the EPL antimicrobial
effect in order to have enough information for future
investigations to elucidate the action mechanism of
the polycation and its use as an antifungal alternative
against the medical importance pathogen.

Key words: Candida albicans, candidiasis, antimicrobials,
polycations, e-poly-L-lysine.
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INTRODUCCION

Candida albicans es una levadura patoégena oportunista
que representa un importante problema de salud, por
ser resistente a varios farmacos y por su capacidad de
presentar multiples factores de virulencia (da Silva
Dantas et al., 2016).

La e-poli-L-lisina (EPL) es un homopolimero del
aminoacido L-lisina caracterizado por su atipico
enlace peptidico entre los a-carboxilos y los e-aminos
del aminoécido L-lisina. Este homopolimero presenta
actividad antimicrobiana y en algunos paises se utiliza
como aditivo y conservador alimenticio; ademas,
cuenta con un certificado GRAS (Generally Recognized
as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration). El
mecanismo de acciéon de la EPL no se ha elucidado
completamente, pero se ha propuesto que la adsorciéon
a la superficie celular juega un papel importante. Se ha
sugerido que el polipéptido catiénico interacttia con la
superficie celular cargada negativamente por adsorcion
i6nica y posteriormente interacttia con las membranas
celulares produciendo su permeabilizacion (Hyldgaard
et al., 2014).

Candidiasis

Las candidiasis son micosis causada por diversas
especies del género Candida; las cuatro mas frecuentes
son C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis;
sin embargo, C. albicans es la responsable del 40-80% de
ésta. Los pacientes pueden presentar cuadros clinicos
que afectan principalmente mucosas (boca, vagina),
piel, ufias y, de manera excepcional, 6rganos como los
pulmones e intestino. C. albicans es un hongo asexual
y pleomorfico, es decir, puede crecer como levadura
mediante gemaciéon o desarrollar pseudohifas por
alargamiento y unién de levaduras o como hifas
verdaderas (Bonifaz, 2016).

C. albicans esta presente en la mayoria de las
personas como un hongo comensal, ya que forma
parte de la microbiota normal de los tractos
respiratorio, gastrointestinal y genitourinario; pero
puede comportarse como oportunista en personas
inmunocomprometidas. El comensalismo de C. albicans
esté relacionado con factores intrinsecos (regulacion de
genes, morfologia celular, adaptacion y carga fingica)
y extrinsecos (microbiota competitiva, dieta y estado
inmunoldgico del paciente). Los cambios en el equilibrio
patégeno-huésped llevan a la disbiosis, lo cual provoca

que se comporte como un oportunista (Bonifaz, 2016).

Las condiciones para que C. albicans se comporte como
oportunista son que soporte 37 °Cy se adapte a diferentes
condiciones del huésped como la disponibilidad de
nutrientes, pH, hipoxia y niveles de CO,, entre otros,
de manera que puede colonizar diferentes nichos; cabe
resaltar que la presencia de factores de virulencia le
permite evadir eficientemente el sistema inmunitario
(da Silva Dantas et al., 2016). Las condiciones de
predisposicion del huésped también contribuyen a que
se presente como un patégeno oportunista; entre ellas
se encuentran la presencia de enfermedades como el
cancer, diabetes mellitus, enfermedades hematolégicas,
enfermedad vascular periférica y pancreatitis, procesos
debilitantes como trasplantes de ¢érganos sélidos o de
células madre, cirugias, obstruccién urinaria, trauma o
dialisis, inmunodeficiencias como infeccién por VIH, o
estar bajo tratamiento con antibiéticos, corticoterapia o
quimioterapia (Bonifaz, 2016).

Factores de virulencia de C. albicans

Los factores de virulencia de C. albicans le permiten
evadir el sistema inmunoldgico y desarrollar con éxito
la enfermedad, como se describe a continuacién:

La flexibilidad metabdlica le permite adaptarse a
diversas condiciones que enfrenta, tal es el caso del uso
eficiente de fuentes alternativas de carbono, resistencia
al estrés y cambios en la superficie celular (da Silva
Dantas et al., 2016).

Las enzimas hidroliticas extracelulares de C. albicans le
permiten digerir las moléculas proteicas para obtener
nutrientes, evadir el sistema inmunitario e incluso
degradar el tejido conectivo para facilitar la adhesion
y lainvasién a los tejidos. Entre las principales enzimas
se encuentran las proteasas, fosfolipasas y lipasas (da
Silva Dantas et al., 2016).

Las proteasas, en especial las aspartil proteinasas
secretadas (Saps), le proporcionan un sistema
proteolitico eficiente y flexible que desempefia un papel
importante en las infecciones de las mucosas, ya que
degradan las superficies celulares del huésped, como
la queratina, coldgeno, mucina y laminina, o hidrolizan
las proteinas de defensa como la lactoferrina salival, las
enzimas del estallido respiratorio de los macréfagos e
inmunoglobulinas (Rivera et al., 2005).
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Las fosfolipasas, en especial la fosfolipasa B (PLB)
presenta actividad de hidrolasa y fosfolipasa-
transacilasa, es secretada en la punta de las hifas durante
la invasién de los tejidos (Rivera et al., 2005).

Las lipasas estan asociadas con la adhesion a la célula
del hospedero, al dafio tisular y a la induccién de
respuestas inflamatorias del huésped. La expresion de
los genes (LIP1-LIP10) que codifican para ciertas lipasas
dependen del estado de la infeccion (Castillo et al., 2019).

La candidalisina es una toxina peptidica citolitica
secretada por la forma invasiva (hifa) de C. albicans, es
fundamental para desarrollar las infecciones en mucosas
y las infecciones sistémicas, ya que dafia las células
epiteliales y activa las células para el reclutamiento de
neutrdfilos y los linfocitos Th17 (Naglik et al., 2019).

El cambio fenotipico de C. albicans, también conocido
como transicién blanco-opaco, es una variacién no sexual
que genera diferencias en la morfologia macroscopica y
microscopica, asicomo su vulnerabilidad hacia las células
inmunes y su virulencia; las células blanco presentan
morfologia pequefia y redonda y estan presentes en la
colonizacion de tejidos e infecciones sistémicas, ademés
liberan quimioatrayentes reconocidos por los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) en comparaciéon con las
células opaco que tienen una morfologia mas alargada,
no atraen PMN, evaden la respuesta inmune innata e
inician la expresion de los factores de adherencia (Geiger
et al., 2004; Lan et al., 2002; Staniszewska et al., 2013).

C. albicans tiene la capacidad de adherirse a las células
del huésped, lo cual la hace mas patégena. Las adhesinas
son biomoléculas que promueven su adhesion a las

IIIIIII>
e

células del huésped o a sus ligandos especificos, como
son ciertas proteinas de la matriz extracelular de las
células del huésped, como laminina, fibrinégeno,
fibropectina y colageno (de Groot et al., 2013).

Existen diversas adhesinas que expresa C. albicans; por
ejemplo, las codificadas por el grupo de genes ALS
(Als 1-7 y 9), HWP (Hwp2, Ywpl, Eapl) e IFE/HYR
(Hyr1, Hyr3, Iff1-11) que contribuyen a la formacién
de la biopelicula y son necesarias para la virulencia
de C. albicans; la biopelicula le proporciona mayor
resistencia al ataque de los antiftingicos, le permite
evadir el sistema inmunitario y moléculas inductoras
o quorum sensing (de Groot et al., 2013; Satyanarayana
& Kunze, 2017).

El dimorfismo ftingico o morfogénesis es el fendmeno
que presentan algunos hongos patdgenos en el cual
se observa una morfologia en su vida libre y otra
diferente al parasitar. La morfogénesis en C. albicans
se expresa en la transicién de su forma levaduriforme
a la filamentosa (pseudohifas o hifas verdaderas) en
respuesta a la temperatura, suero, pH, CO,, deficiencia
de nutrientes, entre otros (Figura 1). El crecimiento de la
forma filamentosa tiene ventajas sobre la levaduriforme
en la penetracion de la célula o tejido, debido a que en la
punta de la hifa se secretan enzimas capaces de degradar
proteinas, lipidos y otros componentes celulares, lo
que facilita su infiltracién en sustratos sélidos y tejidos
(Rivera et al., 2005).

En general, la forma de levadura predomina durante la
colonizacién de la mucosa en el huésped sano, pero la
hifa aparece cuando las defensas de éste de debilitan; en
este sentido, ambas formas de crecimiento desempefian

superior), pseudohifas (abajo a la izquierda) e hifas verdaderas (abajo a la derecha) (tomada

de Berman, 2006).
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un papel importante en la patogénesis y colonizacion
de diversos nichos en el huésped (Rivera et al., 2005).

C. albicans tiene la capacidad de contrarrestar la
inmunidad nutricional y puede asimilar nutrientes
para su crecimiento dentro del huésped, aspecto que
lo hace un patégeno eficiente. Sin embargo, algunos
micronutrientes, como el hierro y el zinc, se retienen
activamente en los patégenos invasores en un proceso
llamado inmunidad nutricional; ya que el patégeno
expresa transportadores que le permiten la captaciéon
de micronutrientes, como es el caso en que las hifas
de C. albicans que tienen la capacidad de unirse a los
eritrocitos y lisarlos para obtener hierro a partir del
grupo hemo. Se conoce que la proteina de superficie
Rbt5 es la que acttia como receptor de la hemoglobina
(Crawford & Wilson, 2015).

C. albicans es capaz de evadir la fagocitosis, ya que es
posible que aumente su alcalinidad neutralizando el pH
del interior del fagolisosoma o que genere antioxidantes
y asisupere el estrés oxidante. De esta manera, C. albicans
puede salir del interior del fagocito sin ser degradada,
ya sea por vomocitosis, es decir, por exocitosis (una
expulsion sin provocar la lisis del macréfago) o por la
lisis del macréfago como consecuencia de la extension
de la hifa o por la piroptosis del macrégago que
implica la activacion de la caspasa-1 y caspasa-11 asi
como la secrecion de IL-1P (da Silva Dantas et al., 2016;
Wellington et al., 2013).

Otra estrategia de esta levadura oportunista es su
capacidad para cambiar la arquitectura y composicion
de su pared celular, afectando la inmunogenicidad
y alterando la expresién y presentacion de Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs) para
evitar la unién con los Receptores de Reconocimiento
de Patrones (PRRs). La pared celular de C. albicans
estd formada principalmente por tres polisacaridos;
la quitina, los glucanos y los mananos (de tipo O-y
N-), los cuales se encuentran organizados en dos capas:
la capa externa, rica en mananos unidos a proteinas
y la capa interna, que contiene quitina y -glucano
(Alburquenque & Tapia, 2013).

Antifangicos contra la Candidiasis

Actualmente existen cuatro tratamientos para las
candidiasis: azoles, polienos, equinocandinas y
analogos de pirimidina, pero es baja la probabilidad
de un tratamiento exitoso y aumentan las posibilidades

de un desenlace fatal si el patégeno es resistente a uno
o varios farmacos (Ksiezopolska & Gabaldén, 2018).

Los azoles son compuestos heterociclicos aromaticos
de cinco miembros que contienen al menos un atomo
de nitrégeno en su anillo, entre los mas usados estan
los triazoles. Estos farmacos acttan dirigiéndose a la
enzima lanosterol 14a-desmetilasa del citocromo P450,
que convierte al lanosterol en ergosterol; esta enzima esta
codificada por el gen ERG11. El ergosterol es el principal
esterol de la membrana celular, importante para el
control de su fluidez. Como consecuencia de la accion
de los azoles, la membrana celular de Candida spp. se
vuelve deficiente de ergosterol y acumula otros esteroles
toxicos 14a-metilados, lo que provoca la disminucion
de la fluidez de la membrana y, en la mayoria de los
casos, la inhibicién del crecimiento celular. El fluconazol
es el farmaco azoélico mas utilizado para el tratamiento
de las candidiasis; sin embargo, se considera que su
uso extendido ha provocado la apariciéon de cepas
resistentes (Ksiezopolska & Gabaldon, 2018).

Se ha encontrado que los imidazoles; ketoconazol y
miconazol entran a las células por difusién simple vy,
ademas de inhibir la sintesis de ergosterol, producen un
eflujo de K*, alterando su homeostasis. Tienen un efecto
fungistatico, no provocan la lisis celular pero si la salida
de aniones como fosfato inorganico y nucleétidos, asi
como la entrada de H* (Calahorra et al., 2011).

Los polienos son compuestos orgénicos poliinsaturados
que contienen al menos tres enlaces carbono-carbono
dobles y simples alternos. Su acciéon antifingica esta
mediada por la unién con el ergosterol que forma canales
en la membrana celular que tienen como resultado la
pérdida de la permeabilidad de la membrana, pérdida
de iones y moléculas; también se une con esteroles
intracelulares causando dafios celulares principalmente
en las vias de la respiracion celular, activa mecanismos
oxidantes y tiene efectos inmunomoduladores, asimismo
puede activar algunas funciones de los linfocitos. El
mas utilizado es la anfotericina B desoxicolato, que
fue el primer fadrmaco antifingico exitoso aprobado.
En la actualidad, la anfotericina B se usa ampliamente
a pesar de su alta toxicidad provocada por la unién
con el colesterol (componente de las membranas
celulares humanas), lo cual genera efectos toxicos a
nivel renal. Otro problema se encuentra en que sélo
a altas concentraciones tiene efecto fungicida, pues
a bajas concentraciones solo tiene efecto fungistatico
(Ksiezopolska & Gabaldén, 2018; Ruiz-Camps &
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Cuenca-Estrella, 2009).

Las equinocandinas son lipopéptidos anfifilicos, entre
los que se encuentran la caspofungina, micafungina
y anidulafungina, que inhiben la biosintesis de
1,3-p-glucano, al actuar sobre la 1,3-pB-glucano sintasa,
enzima necesaria para la formacién del polimero de la
pared celular, codificada por los genes FKS1 y FKS2.
Como resultado de su accién, causan la inestabilidad

osmotica en la célula y su lisis (Ksiezopolska &
Gabaldoén, 2018).

El uso del andlogo de pirimidina, flucitosina
(5-fluorocitosina), es limitado debido a que se han
encontrado cepas de Candida spp. resistentes a este
farmaco si es utilizado en monoterapia. Tiene un
efecto fungistatico. Es transportado por la citosina
permeasa al interior de la célula fingica donde es
desaminada a 5-fluorouracilo por la citosina desaminasa
y, posteriormente, se convierte en 5-fluorouridina,
generando ARN aberrante o en 5-fluorodesoxiuridina
que interfiere con la sintesis de ADN (Ksiezopolska &
Gabaldon, 2018).

Los principales mecanismos asociados con la resistencia
a los azoles para Candida albicans son la mutacién del
gen ERG11, dando como resultado una sobreexpresion
de la enzima lanosterol 14a-desmetilasa o una alteracién
en la enzima que disminuye o acaba con su afinidad al
farmaco impidiendo su efecto. También las mutaciones
en los genes de resistencia a formacos de Candida (CDR1
y CDR2) y en los genes de resistencia a multiples
farmacos (MDR1) ayudan a disminuir la acumulaciéon
de farmaco intracelular (Paul et al., 2019).

A pesar de que no es frecuente la resistencia de
Candida spp. a los antifangicos polienos, en especifico
la anfotericina B, cuando ocurre se le relaciona con
una disminucién de los niveles de ergosterol en la
membrana celular a causa de mutaciones en los genes
ERG2, ERG3, ERG5, ERG6 y ERG11 que codifican
para enzimas implicadas en la sintesis de ergosterol,
observandose una disminucion de las mismas; sin
embargo, esta resistencia no se ha caracterizado
muy bien (Bhattacharya et al., 2020; Ksiezopolska &
Gabaldon, 2018).

Las mutaciones puntuales en los hotspots de los genes
FKS1y FKS2 causan la resistencia a las equinocandinas,
lo cual resulta en una disminucién de la afinidad
del farmaco con su blanco la 1,3-B-glucano sintasa

(Ksiezopolska & Gabaldon, 2018; Perlin, 2015)

La disminucién de la susceptibilidad a la flucitosina
se ha asociado con mutaciones puntuales en FCY1,
FCY2 y FURI. Los cambios en FCY2 interfieren con
la absorcion del farmaco (inactivacion de la citosina
permeasa), y las alteraciones en FCY1 y FURI inactivan
las enzimas implicadas en la via de la pirimidina, la
citosina desaminasa y uracilfosforribosiltransferasa,
respectivamente (Hope et al., 2004; Ksiezopolska &
Gabaldoén, 2018).

Durante los tltimos afios el aumento en la resistencia
de los tratamientos disponibles ha llevado a los
investigadores a la busqueda de alternativas
terapéuticas.

La e-poli-L-lisina y su propiedad antimicrobiana

Desde el descubrimiento de la e-poli-L-lisina (EPL)
por Shima y Sakai en 1984, muchos investigadores han
prestado atencion a la actividad antimicrobiana que
tiene este homopolimero (Yoshida & Nagasawa, 2003).

A finales de 1980, se aprob6 dicho homopolimero como
conservador de alimentos en Japdn, posteriormente
se utilizé en paises como Estados Unidos y Corea
del Sur debido a su seguridad, estabilidad al calor,
biodegradabilidad y su amplio espectro antimicrobiano
(Tabla 1). Actualmente cuenta con un cédigo GRAS por
la FDA (GRAS No 000135) que lo reconoce como seguro
para ser utilizado como aditivo alimentario (Hyldgaard
et al., 2014; Tan et al., 2018; Xu et al., 2016).

Tabla 1. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de EPL para diferentes microorganismos.

cmi
Grupo Microorganismo
(ng/mL)
. Aspergillus niger IFO 4416 250
Hongos filamentosos
Trycophyton mentagrophytes IFO7522 60
Rhodotorula lactase IFO1423 25
Levaduras Pichia anomala IFO0146 150
Candida acutus IFO1912 6
Bacillus subtilis IAM1069 3
Bacterias Gram positivas Micrococcus luteus IFO12708 16
Staphylococcus aureus IFO13276 12
Escherichia coli IFO13500 50
Bacterias Gram negativas Pseudomonas aeruginosa IFO3923 3

Salmonella typhymurium 16

Tomado de Yoshida & Nagasawa, 2003

La e-poli-L-lisina (EPL) es un homopoliaminodacido
lineal compuesto por 25 a 35 residuos de L-lisina,
caracterizado por su enlace peptidico entre los grupos
a-carboxilo y e-amino de la L-lisina, producida como un
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metabolito secundario por Streptomyces albulus, (Figura
2) (Pandey & Kumar, 2014; Rodrigues et al., 2020; Yoshida
& Nagasawa, 2003) por la e-poli-L-lisina sintetasa
(Pls), una péptido sintetasa no ribosomal (NRPS)
anclada a la membrana plasmaética; esta proteina de
membrana ejerce una actividad catalitica de tipo ligasa
de aminoacidos para la formacion de enlaces peptidicos
y esta compuesta por un dominio de adenilacion (A), un
dominio de tiolacion (T), seis dominios transmembrana
(TM) rodeados de tres dominios solubles en taindem
(C1,C2y C3) en el carboxilo terminal como se observa
en la Figura 3 (Xu et al., 2016).

Por otro lado, se han identificado dos enzimas de
degradacion de la e-poli-L-lisina: Pld y PIdII que son
aminopeptidasas que contiene Zn*, estas enzimas
son importantes en la autoproteccion de S. albulus y
otros microorganismos productores de la EPL; ya que
en grandes cantidades podria ser téxica para ellos
mismos; se ha reportado que PIdII es la mas importante
en la degradacion de la EPL. A pH 7.0 estas enzimas
presentan su mayor actividad y a pHs 4cidos su
actividad disminuye considerablemente; asimismo
se ha documentado que se requiere un medio 4cido
durante la fermentaciéon de la EPL para la acumulaciéon
de ATP intracelular (Yamanaka et al., 2010).

La EPL tiene un amplio espectro antimicrobiano,
es soluble en agua, biodegradable, con un punto
isoeléctrico de 9.0; su efecto antimicrobiano es muy
amplio a diferentes pHs, tanto en condiciones acidas

como alcalinas, asi como a diferentes temperaturas;
soporta incluso la esterilizacién en autoclave sin sufrir
degradacion (lo que la hace muy estable), no es toxica
para el humano, es selectiva y no causa dafio a las
células mamiferas ni al medio ambiente (Yoshida &
Nagasawa, 2003).

En el cuerpo humano, la EPL puede ser degradada en
lisina y ser absorbida como un aminoacido esencial
por el cuerpo sin ningtn efecto secundario ni téxico.
Se ha reportado que la EPL altera transitoriamente la
microbiota intestinal en ratones; sin embargo ésta se
restablece posteriormente. Del mismo modo, se tienen
reportes de que la EPL es segura; fue préacticamente
no téxica en un estudio de citotoxicidad oral aguda
en ratas con una administraciéon de hasta 5 g/kg y no
hubo efectos adversos en un estudio de alimentacién
cronica en ratas, tambien se ha demostrado que no
afecta los fibroblastos dérmicos primarios de humanos
ni interviene en el proceso de cicatrizaciéon en cérneas
de conejos lesionados (Hiraki et al., 2003; You et al., 2017;
Venkatesh et al., 2017).

El mecanismo de inhibicién propuesto en bacterias es
la adsorcién electrostética de la EPL sobre la superficie
celular delos microorganismos, con base en su propiedad
catiénica, seguido del despojo de la membrana externa,
lo cual provoca una distribucién anormal del citoplasma
y produce dafio fisiolégico a las células (Shima et al.,
1984).
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Hyldgaard et al., (2014) han propuesto que la EPL, al
ser de naturaleza cationica, interacttia con la superficie
celular cargada negativamente por adsorcién iénica
y que posteriormente interfiere con las membranas
celulares, provocando dafio fisiolégico que conduce
a la permeabilizacion de la membrana externa de los
microorganismos.

Chang et al. (2010) evaluaron la eficacia antimicrobiana
de la EPL contra Escherichia coli O157: H7, Salmonella
typhimurium y Listeria monocytogenes. Reportaron que
la EPL altera la bicapa de la membrana plasmatica,
conduce a la formacién de micelas y a su desintegracién
generando dafios en el citoplasma.

Recientemente Jiao et al. (2020) observaron que la EPL
inhibi6 el crecimiento de colonias de Botrytis cinerea, asi
como la gemacioén de esporas y el alargamiento del tubo
germinativo; del mismo modo, fue capaz de inducir la
ruptura de la membrana celular y provocando la salida
de proteinas, lo que la condujo a su muerte. También
observaron que la EPL produce la peroxidacién de los
lipidos de la membrana.

La EPL también ha mostrado un efecto antimicrobiano
debido a la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) intracelulares que pueden causar

dafio oxidativo a las mitocondrias, y la supresion del
crecimiento y patogenicidad de hongos que genera
dafio a la integridad de la membrana celular y a la
pared celular de las células fangicas, ocasionando la
salida de moléculas pequenas, carbohidratos solubles
y &cidos nucleicos por lo que se sugiere que provoca la
fragmentacién del ADN (Liet al., 2019; Tan et al., 2018).

Bo et al. (2016) report6 que la EPL provocé cambios en
la composicién de acidos grasos de la membrana en
Saccharomyces cerevisiae, bajo un microscopio electrénico
de transmisién observaron un ligero aumento en la
fluidez de la membrana celular y plasmdlisis de las
células, asi como algunos cambios de curvatura de la
membrana. También, la EPL indujo estrés osmético al
romper el equilibrio iénico entre el interior y el exterior
de la membrana.

Como antecedentes de nuestro laboratorio; se esta
investigando el impacto que este homopolimero tiene
sobre la fisiologia de C. albicans. Se ha observado
que altera la integridad de la membrana, ya que
al interaccionar de una manera electrostatica, se
reacomodan sus componentes y generan la formacién
de poros por donde se liberan las moléculas pequenas,
provocando la salida de K*, material que absorbe
a 260 y 280 nm, asi como fosfato inorganico; a altas
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Figura 4. Propuesta sobre el efecto de la EPL en C. albicans. La EPL se une de
manera electrostatica a la levadura generando dafios a la membrana y pared celulares,
que conllevan a la salida de material citoplasmatico, se elimina el potencial de membrana
y se acumulan ROS que ocasionan estrés oxidante, comprometiendo la viabilidad de

este microorganismo.

concentraciones de EPL se ha visto la inhibicién de los
procesos metabdlicos mas importantes: la respiracion
celular y la fermentacién, razén por la cual inhibe el
crecimiento de la levadura (Padilla F. J., 2019).

Como se ha mencionado anteriormente, el efecto
antimicrobiano que tiene la EPL frente a diferentes
microorganismos como bacterias y hongos no se ha
esclarecido del todo; sin embargo, podria considerarse
que el mecanismo de accién es enrealidad la acumulacién
de los dafos a la membrana y pared celulares que la
EPL causa al microorganismo generando la alteracion
morfolégica, salida de material citoplasmatico,
acumulaciéon de ROS y dafos en el ADN como se
muestra en la Figura 4.

La EPL ha mostrado un efecto antimicrobiano
comprobado en diversas investigaciones y ha tenido
diferentes aplicaciones, pero se tiene evidencia escasa
sobre su mecanismo de accion, en especifico para ser
utilizado como antifngico. En un futuro préximo, se
podria sugerir para ser utilizada en el tratamiento de
algunas candidiasis.

CONCLUSIONES

Esta investigacion recopil6 la informacién necesaria
sobre C. albicans y sus factores de virulencia, asi
como los mecanismos de accién de los antifingicos
actuales y el efecto antimicrobiano de la EPL; con lo
anterior, podemos sugerir que el efecto de la EPL es el
conjunto de dafios a la membrana y pared celulares, lo
que genera alteracién morfoldgica, salida de material
citoplasmatico, estrés osmotico y acumulacién de
ROS, causando a su vez peroxidacién de lipidos y
alteraciéon de los procesos metabdlicos, ademas de
dafios en el ADN, lo cual lleva a la inhibicién del
crecimiento del microorganismo. Claramente, falta
realizar procedimientos experimentales para corroborar
varios de los mecanismos propuestos en esta revision

bibliografica.
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RESUMEN

La tuberculosis (IB) se considera una enfermedad
reemergente y los métodos para su diagndstico tienen
baja sensibilidad, debido a que es una bacteria de
crecimiento lento. Es causada por especies del género
Mycobacterium y es un problema muy importante de
salud publica. El objetivo fue evaluar la actividad
de la enzima nitrato reductasa en sobrenadantes de
cultivo de células mononucleares en cabras expuestas
a la administracién de la vacuna BCG de M. bovis.
Exposicion de cabras a la vacuna BCG. Método de
Ficoll-Hypaque. Prueba de exclusién del colorante azul
de tripano. Deteccién y cuantificacién de NO,- por el
método ELISA. En el primer tratamiento (control) la
concentracion de NO,- fluctué6 entre 7.86 y 19.82 uM/1,
en el segundo tratamiento (vacuna BCG de M. bovis)
fueron entre 13.76 y 84.81 pM/1, observandose mayor
respuesta a los tres dias de iniciar el tratamiento. En
el grupo al cual se le aplico la vacuna BCG produjo
una elevada produccién de NO por los macréfagos
activados, ya que tienen mecanismo antimicrobiano
potente. Por lo que es factible evaluar la actividad de
la enzima nitrato reductasa, para determinar de la
infeccion de la tuberculosis latente.

Palabras clave: Tuberculosis | Nitrato reductasa |
Vacuna BCG | Mycobacterium tuberculosis.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is considered a reemerging disease
and the methods for its diagnosis have low sensitivity
because it is a slow growing bacterium. It is caused
by species of the genus Mycobacterium and is a very
important problem of public health. The objective was to
evaluate the activity of the enzyme nitrate reductase in
culture supernatants of goat mononuclear cells exposed
to the administration of the M. bovis BCG vaccine.
Exposure of goats to BCG vaccine. Ficoll-Hypaque
method. Proof of exclusion of trypan blue dye. Detection
and quantification of NO,- by the ELISA method. In
the first treatment (control) the concentration of NO,-
fluctuated between 7.86 and 19.82 ptM/1], in the second
treatment (BCG vaccine of M. bovis) were between 13.76
and 84.81 pM/1, being observed a greater response to
the three days of starting treatment. In the group to
which the BCG vaccine was administered, it produced
a high NO production by activated macrophages, since
they have a potent antimicrobial mechanism. Therefore,
itis feasible to evaluate the activity of the enzyme nitrate
reductase, to determine latent tuberculosis infection.

Key words: Tuberculosis | Nitrate reductase | BCG
Vaccine | Mycobacterium tuberculosis.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad transmisible
que se conoce desde la antigiiedad, ademés ha sido
considerada la causa més frecuente de decesos (Jurado
etal., 2015), es considerada como un problema de salud,
econémico y social de gran magnitud a nivel mundial
(Campanico et al 2018). La TB es una enfermedad
infecciosa que se encuentra entre las 10 principales
causas de muerte en todo el mundo, y la principal causa
bacteriana de muerte (Simoes et al 2020). En 2019, se
estima que 10 millones de personas desarrollaron TB
y 1,5 millones de personas murieron como resultado
de la enfermedad (Appetecchia et al 2020; World
Health Organization 2020). El 24 de marzo de 1882
el médico aleman Robert Koch descubri6 el agente
causal de esta entidad Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), es una enfermedad de las mas estudiadas
y temidas en la historia de la humanidad, de origen
infecciosa, curable, prevenible y en la actualidad una
enfermedad reemergente. Segtin la OMS, estima que
un tercio de la poblaciéon mundial tiene la infeccién
de la TB latente (LTBI), de los cuales el 10% llegara a
tener la enfermedad de la TB teniendo la capacidad de
infectar de 10 a 15 personas en un afio (OMS, 2017).
Segun las estadisticas a nivel mundial se han reportado
10 millones 400 mil casos nuevos de TB en personas
adultas, de los cuales 2 millones 700 mil murieron; sin
embargo, existié 1 millén de casos nuevos en nifios de
los cuales murieron 170 mil (OMS, 2017). La SSA en 2016
reporté en México 64,096 casos nuevos de TB a nivel
nacional, de los cuales Durango tiene 841 y Coahuila
1,774 casos (SSA, 2016). La tnica vacuna contra la TB
con licencia, Bacillus Calmette-Guerin (BCG), es una
cepa de M. bovis atenuada desarrollada a través de una
técnica simple sometiendo a una cepa virulenta de M.
bovis a un cultivo seriado in vitro durante 13 afios, que
se utiliza desde 1921 como medida preventiva (Dietrich,
Mollenkopf et al. 2002; Aguilo, Alvarez-Arguedas et al.
2015 y Gu, Chen et al. 2016). Uno de los indicadores
inmunologicos que se estan utilizando para realizar
el diagnodstico de la LTBI es la producciéon de 6xido
nitrico (NO), interferén-gamma (IFN-y) e interleucinas
(IL) (Waters, Palmer et al. 2002), en esta etapa la
enfermedad permanece inactiva. Al respecto, se ha
observado que el nivel de NO exhalado aumenta en los
pacientes con TB (Liu, Wang et al. 2010). Sin embargo,
se ha detectado inmuno histoquimicamente un nivel de
expresion elevado de NOS2 en macréfagos obtenidos
por lavado pulmonar alveolar de individuos con TB

pulmonar (TBP) activa (Harjani, Yap et al. 2016). De
hecho, la via inhalatoria de administracion del farmaco
sirve como la opcién principal para los inhaladores de
polvo o aerosoles, ya que proporcionan una preferencia
acumulacion de drogas en el sitio de destino ademas
de ser no invasivo y que supera la degradaciéon de
los farmacos gastrointestinales. Por lo tanto, también
pueden restringir la exposicién al farmaco a las células
sanas (Nabi et al 2020). El problema con la TB es que
cuando la bacteria se activa, se propaga de manera
rapida por medio de la saliva, es decir, una persona
que esta enferma con M. tuberculosis, al hablar o toser,
despide aerosoles (gotitas de saliva) con los cuales
puede diseminar la enfermedad a otras personas que
se encuentran cerca de ella. La elevada produccién de
6xido nitrico (NO) por los macréfagos activados es un
mecanismo antimicrobiano potente. Experimentalmente,
los intermediarios de nitrégeno reactivo (RNI) juegan
un papel protector en la infeccién tuberculosa aguda
y cronica persistente. Debido a la facultad que tiene
Muycobacterium de reducir los nitratos (NO,-) a nitritos
(NO,-) por la accion de la enzima nitrato reductasa,
nitrato reductasa, hecho que conlleva a la posibilidad
de evaluar la actividad de nitrato reductasa mediante
la determinacién de NO,- a través de sobrenadantes de
cultivo de células mononucleares de cabras posterior
a la administracion de la vacuna BCG de M. bovis. En
la préctica clinica la prueba de la nitrato reductasa es
atil en la deteccion temprana de la resistencia del M.
tuberculosis para el manejo del paciente y el control
de la infeccién, por lo que. el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar la actividad de la enzima
nitrato reductasa en sobrenadantes de cultivo de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) en cabras
expuestas a la administraciéon de la vacuna BCG de M.
bovis.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 12 animales de ganado caprino razas
Sannen, con edad aproximada de 24 meses, libres de TB,
brucelosis y clinicamente sanos (Figura 1). Los animales
empleados en el estudio se mantuvieron en corrales
aislados del resto del ganado. Se realiz6 el marcaje y
se procedidé a pesar cada animal. De los 12 animales
asignados para el estudio, 6 cabras fueron control y
6 animales para aplicar la vacuna BCG de M. bovis.
La toma de muestra se realizé por venopuncioén en la
yugular utilizando tubos Vacutainer® con EDTA de
4 ml. Seis cabras (control) fueron inoculadas con 0.1
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ml de solucién salina (Pasteur Merieux, Lyon France).
Otras seis cabras fueron inmunizadas con la vacuna
BCG de M. bovis utilizada por la Secretaria de Salud. Se
aplic6 0.1 ml de solucién, con una jeringa para insulina
via intradérmica. Se tomaron muestras en el momento
previo a la inoculacién (cero dias), y posteriormente
alos 3,7, 14, 21 y 27 dias después de inocular a los
animales, y se evaluaron los RNI (NO,-) en las PBMC
en pmoles/1 (Feng, Bean et al. 1999).

Figura 1. Ganado caprino raza Sannen.

Obtencion de las células mononucleares a partir de
sangre total por el método de Ficoll-Hypaque

La sangre periférica fue colectada en tubos Vacutainer®
con EDTA y procesada en un lapso no mayor de
cuatro horas a temperatura ambiente. Posteriormente,
la sangre total se centrifugé a 1500 rpm durante 15
min, se recolect6 el plasma y se colocé en un tubo
conico de 15 ml, la capa de células mononucleares o
suspension celular (SC) presente entre el plasma y el
paquete globular, posteriormente la SC se resuspendi6
en RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB)
al 10% y 27 mM de bicarbonato de sodio llevandolo a
6 ml, después se pasé a otro tubo coénico con 3 ml de

Antes de centrifugar

Sangre Centrifugacion
diluida _—
400 g 30" temp amb
Ficoll
Hypaque

Ficoll-Hypaque de una manera lenta por las paredes del
tubo, se volvié a centrifugar a 1,500 rpm durante 15 min
(eliminar freno de la centrifuga), se obtuvieron 4 capas,
Ficoll, mononucleares, Ficoll, y polimorfonucleares con
eritrocitos, respectivamente (Figura 2). Posteriormente,
se recupero el anillo rico en células mononucleares
mediante aspiracién con una pipeta y se lavé dos veces
PBS estéril llevandolo hasta 10 ml para lavar del Ficoll
que haya quedado, manteniendo en hielo y centrifugar
a 1500 rpm durante 5 min.

Determinacién de la viabilidad de las células
utilizando la prueba de exclusiéon del colorante azul
de tripano

Las suspensiones celulares se resuspendieron en
RPMI completo con SFB. La viabilidad de las células
se determiné utilizando la prueba de exclusiéon del
colorante azul de tripano (Huttunen, Pelkonen ef al.
2004). Se realiz6 una dilucién con 100 pl de SC: en un
tubo eppendorf de adicionaron 90 pl de PBS més 10 pl
de SC (1:10), de esta suspensioén se tomaron 10 pl y se
pasaron a otro tubo eppendorf con 80 pl de PBS més 10
pl de azul de tripano (1:100) e inmediatamente después
se mezclo y se tomaron 10 pl para adicionarlos a un
hematocitémetro como se muestra en la Figura 3, para
contar las células mononucleares en un microscopio con
el objetivo seco débil (10X) (Gallily, Aalseth et al. 1970).
Se leyeron los linfocitos de cuatro cuadrantes (1, 3, 7,
9) y se ajustaron las células a 1.32 X 10°. Las células no
viables se tifien de color azul oscuro, las células viables
excluyen el colorante, permaneciendo sin tefiir (Berger
y Edelson 1976).

Deteccion y cuantificacion de nitritos (NO,-) por el
método ELISA

La prueba de Griess es una prueba quimica que
detecta la presencia de nitritos organicos. La reaccién

Después de centrifugar

Y
N1

- q[

} Plasma y plaquetas r

\ 4 v

Ficoll Hypaque

Polimorfonucleares +
Globulos rojos

Figura 2. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica por Ficoll-Hypaque.
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de diazotacién de Griess, en la que se fundamenta el
reactivo de Griess, fue descrita por primera vez en 1858
por Peter Griess. El nitrito es detectado y analizado por
la formacién de un color rojo rosado al tratamiento de
una muestra conteniendo NO,- con el reactivo de Griess.

Figura 3. Camara de Neubauer
Hematocitometro.

(Brand) o

Cuando se agrega el 4cido sulfanilico, los nitritos forman
una sal de diazonio. Cuando se agrega la a-naftilamina,
se desarrolla un color rosado. El reactivo de Griess
comercial tipico contiene 0,2% de diclorhidrato de
naftiléndiamina, y 2% de sulfanilamida en acido
fosforico al 5%.

Las soluciones stock de nitrito de sodio (NaNO,-)
(SIGMA®) en 100 mM de agua fueron almacenados
a 4°C, la soluciéon de NO,- reductasa (Boehringer
Mannheim®, Lewes, United Kingdom) a 2.5 U/ml
y una mezcla de NADPH (SIGMA®) a 1.67 mg/ml
maés flavin adenin dinucleétido (FAD) (Boehringer
Mannheim®, Lewes, United Kingdom) a 0.05 mg/ml
en agua fueron almacenados a -20°C.

El ensayo fue realizado en microplacas de fondo plano
de 96 pozos. 100 pl de cultivo de células mononucleares
se transfirieron a placas de 96 pozos, adicionando 50 pl
a cada una, uno para la medicion de NO,-. Agua (20 pl
por pozo) fue adicionado a la microplaca del NO,-y la
mezcla enzimatica (20pl por pozo). Todas las microplacas
fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El reactivo de Griess (100 pl por pozo) fue
adicionado y después de 5 minutos a temperatura
ambiente se realiz6 en todas las microplacas la lectura
de las densidades 6pticas (OD) a 620 nm (referencia)
(Jeevan, McFarland et al. 2006), se midi6 la absorbancia
en un lector de ELISA (Organon Tecknika®, Microwell
system) (Figura 4).

- -

ks P O
Figura 4. Lector de ELISA (Organon Tecknika®,
Microwell system)

Las concentraciones de NO2- fueron calculadas
directamente de la curva patrén del nitrito de sodio
(Rhoades y Orme 1997) en solucién PBS en un rango de
concentraciones de 0 a 100 pM. Los ensayos se realizaron
por duplicado obteniéndose la media de éstos.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los valores de concentracion
obtenidos del control y tratamiento con la vacuna
BCG para determinacién de NO,- de las muestras se
les realizé un tratamiento estadistico para variables
cuantitativas, se utiliz6 la prueba T de Student como
prueba paramétrica para valorar si hay diferencia
significativa a una p<0.05 entre dos grupos de datos,
el anélisis se realiz6 con el programa de EXCEL 2010.

RESULTADOS

Se incluyeron 12 animales de ganado caprino, raza
sannen, con un promedio en peso de 53.85 kg (Tabla
1), con edad aproximada de 24 meses, libres de TB,
brucelosis y clinicamente sanos.

La viabilidad de las células fluctué entre los rangos
de 80 y 85%, en algunos casos se logré obtener una
viabilidad hasta de 95%, lo cual nos indic6 que el trabajo
que se estaba realizando fue de muy buena calidad.
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Tabla 1. Promedio en peso de cabras.

No. Animal Peso (kg)
8 47.62
5 58.96
13 56.69
14 52.16
2 54.43
26 49.89
39 61.23
36 52.16
21 56.69
34 49.89
20 58.96
3 47.62
total 646.3
promedio 53.8583333

Niveles de nitritos (NO,-)

Se obtuvo la densidad 6ptica de los cultivos de células
mononucleares, se prepard una curva patrén de NaNO,-
(Tabla 2) para calcular las concentraciones existentes en
cada muestra de NO,-. Para la solucién patrén se pes6
0.5 g de NaNO, puro, disolver en un litro de agua, libre
de nitritos. Diluir 10 ml de esta solucién a un litro con
agua destilada (1 ml = 0.005 mg de NaNO,).

Tabla 2. Curva patrén de nitrito de sodio

Solucién de nitrito de sodio de 100 pmol/mL 0 0.1 0.2 0.5 1
Agua destilada (libre de nitritos) - destilada 3 29 29 25 2
Prueba de Griess 2 2 2 2 2
pmol nitrito/ mL 0 10 20 50 100
DO 0.059 0117 0162 0.333 0576

Mezclar perfectamente y después de 20 min leer en
el espectrofotometro UV visible a A= 520 nm. Ajustar
el cero con el blanco. Trazar una curva graficando

concentracion (mg de NaNO,) contra absorbancia.
100 pmol - 1 mL

x pmol - 0.1 mL x= 10 pmol nitrito/ mL
10 umol - 0.117

x umol - 0.162  x=13.8461538 umol/mL (Control,
primer muestreo. Dia cero)

El comportamiento de los diferentes tratamientos
durante el periodo de los muestreos, aunque fue
variable, se observé un incremento de NO,- (Tabla
3).

Tabla 3. Concentraciones de NO,-

Tratamiento Concentracion maxima Concentracién minima

Solucién salina (Control) 7.86324786 pmol/mL 19.8290598 pmol/mL

Vacuna BCG de M. bovis. 12.6495726 pmol/mL 94.5299145 pmol/mL

Con un nivel de significancia del 0,05 (p < 0,05) se obtuvo
una diferencia significativa del efecto de variacion de
las densidades 6pticas, asi como, de la concentracion
en pmoles/1 de NO,- durante los periodos de muestreo
de los 27 dias.

Por resultar significativa la interacciéon tipo de
tratamiento a cabras en los periodos de muestreo, la
presentacion de resultados solo se sujetard a este factor
de variacién, debido a que describe de manera més
completa el comportamiento biol6gico del estudio. Con
un nivel de significancia de 0,05 (p < 0,05) se obtuvo
una diferencia significativa del efecto de variacion de
DO, asi como, de la concentracion en pmoles/1 de NO2-
durante los periodos de muestreo de los 27 dias.

DISCUSION

La capacidad de M. tuberculosis de sobrevivir y
reproducirse dentro de los macréfagos, incluso en
presencia de factores adversos como el NO, esencial
para el desarrollo de la infeccién. La identificacién de los
mecanismos utilizados por micobacterias para evadir
el dafio nitrosante es un objetivo importante ya que
podria ayudar a desarrollar estrategias para prevenir la
TB (Espinosa-Cueto et al., 2015). En una investigacion
previa, se observaron los rangos de las concentraciones
de NO,-y NO,- en muestras de plasma en individuos
sanos y fueron de 1.3-13 uM/I (media de 4.2 pM/1) y
4.0-45.3 pM/1 (media de 19.7 pM/1), respectivamente
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(Moshage, Kok et al. 1995) y a pesar de que el presente
experimento fue realizado en caprinos, como un
comparativo manifestamos el valor promedio de niveles
de NO2- de animales control durante el muestreo
de 27 dias fue 7.86324786 y 19.8290598 pM/1 (media
14.54629628 uM/1), en el segundo tratamiento (vacuna
BCG de M. bovis) entre 12.6495726 y 94.5299145 pM/1
(media de 33.09164306uM/1). Este valor coincide con
el rango promedio reportado por otros investigadores
en la determinacién de RNI que fue 25.1 + 3.59 uM
de NO,-/NO;- en cultivos realizados durante 1, 3 y 7
dias de macréfagos derivados de monocitos de sangre
periférica en pacientes con lepra (Khare, Bhutani et
al. 1997). Este hecho es evidencia que la induccién del
sistema inmune a través de las PBMC se logra con la
estimulacion de algin microorganismo vivo, muerto
o atenuado. Waters, Palmer et al. (2003) publicaron
que los NO,- son un producto de oxidacién del NO,
y la cantidad de NO,- producido por las células en el
cultivo es indicativo de la cantidad de NO producido.
Resultados similares fueron obtenidos de un estudio
realizado para determinar la acumulacion de NO,-
después de cuatro o mas dias de infecciéon (Rhoades y
Orme 1997). En estudios previos realizados se report6
una disminucion de los niveles de NO,-/NO,- con
el tratamiento, la cual estuvo correlacionada con la
reduccion de la carga bacilar (Rada, Ulrich et al. 1997).

Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos
en este estudio al observar que en los animales control
también se observo produccion de NO,-/NO,- durante
el tiempo que duro el estudio. Adicionalmente, a esta
aseveracion existen reportes sobre investigaciones
realizadas en cultivos de macréfagos en pacientes
con la enfermedad de Hansen demostraron que los
macroéfagos de pacientes con lepra y TB fueron capaces
de producir NO en ausencia de estimulacién, los
primeros produjeron elevados niveles de NO después
de 24 horas de cultivo y posteriormente se observé una
disminucién gradual al aumentar el tiempo de cultivo,
en los control se observaron niveles muy bajos en la
liberacién de NO,- (Khare, Bhutani et al. 1997).

En otra investigacion realizada al respecto, se deduce
que el NO inhibe el desarrollo de muchas bacterias
y parasitos in vitro, debido a la produccion de RNI
formados por la oxidacién del NO (Burgner, Rockett et
al. 1999). Estudios previos, reportaron elevados niveles
de NO2-/NO3-1020 +/-471 uM (n=22) en muestras de
orina de pacientes etiopes sanos y en pacientes con lepra

se observaron las concentraciones de 1079 +/- 446 uM,
(n=12) respectivamente, y éstos presentaron reacciones
de reversion tipo I (Schon, Gebre et al. 1999).

Waters y Palmer (2003) encontraron que la cantidad
de NO,- en los sobrenadantes de cultivo es indicativo
de la cantidad de NO producido por las células en el
cultivo. Atn no se conoce el blanco de los RNI en las
enfermedades por micobacterias y es esencial conocer
su funcién en la destrucciéon micobacterial (Rhee,
Erdjument-Bromage et al. 2005).

Con estos estudios, se deduce que la produccién de NO
estd asociada a la naturaleza bioquimica del antigeno,
por lo que se plantea realizar este mismo ensayo
utilizando ciertos componentes micobacterianos como
el glicolipido fendlico. Seria interesante, en otro trabajo
incrementar el nimero de muestra, con estudios mas
especificos de expresion y actividad de la enzima iNOS,
que no existe en los macréfagos en reposo, pero puede
inducirse en respuesta al LPS en combinacién con
IFN-y, ya que la enzima iNOS cataliza la conversién
de arginina a citrulina liberando NO.

CONCLUSION

La elevada produccién de NO por los macréfagos
activados es un mecanismo antimicrobiano potente
basado en radicales libres. Los RNI juegan un papel
protector en la infeccion aguda y crénica latente de
TB. La presente investigacion permitié la evaluacion
de la actividad de la enzima nitrato reductasa
determinando NO,- en sobrenadantes de cultivo de
PBMC de cabras expuestas a vacuna BCG de M. bovis,
midiendo la actividad de los NO,-, lo cual permite
realizar una evaluacién precisa del estado de latencia
de Mycobacterium como elemento primordial de salud
publica para controlar la TB. Ante la primoinfeccion
se da lugar a una elevada produccién de NO por los
macroéfagos activados, incluso en los pacientes con
TB activa se observa que el nivel de NO exhalado
aumenta, asi como también la expresion de la enzima
nitrato reductasa en macréfagos obtenidos por lavado
pulmonar alveolar.
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1. Trabajar en las areas de los laboratorios bajo la supervision de un
catedratico o instructor.

2. Permanecer en las areas de Laboratorios con bata blanca, limpia,
abotonada, de mangalargay de largo tres cuartos.
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l reactivos requeridos para la practica. Dicho material debe
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Masa muscular y masa grasa en deportistas con dieta hipocalorica e hiperproteica de
un gimnasio de la comarca lagunera.
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'Soraya-Amali Zavaleta Mufiiz.
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RESUMEN.

Introduccién: Una distribucién de hasta el 35% de
requerimiento calérico total proveniente de las proteinas
ayuda a preservar la masa libre de grasa. Sujetos con
sobrepeso que buscan reducir su peso usualmente
recurren a las dietas de reduccién y a la actividad
fisica. Las dietas hiperproteicas han demostrado
tener beneficios en atletas jovenes para mantener la
masa muscular y las hipocaléricas son ampliamente
utilizadas para disminuir la masa grasa. Objetivo:
Evaluar la masa muscular y la masa grasa en sujetos
universitarios con una dieta hipocalérica e hiperproteica
que acuden a un gimnasio. Material y métodos: Se
incluyeron a todos los sujetos que acudian al gimnasio,
que se encontraran en control nutricional y llevaran
una dieta hipocalérica e hiperproteica y una rutina de
actividad fisica aerdbica y de resistencia. Se consideraron
2 evaluaciones de 6 semanas de diferencia entre ellas.
Se midi6 peso, indice de masa corporal, porcentaje y
kilogramos de grasa y masa muscular por medio de 3
métodos: Bioimpedancia, cinta métrica y plicometria.
Se evalu6 el cambio en los parametros. Resultados: El
peso de los sujetos disminuy6 en promedio 2.7 kg, el
porcentaje y kilogramos de masa grasa disminuyeron
mientras que los de masa muscular aumentaron con
diferencias estadisticamente significativas entre las dos
evaluaciones. Conclusiones: Los sujetos mostraron un
aumento significativo de la masa muscular y pérdida
de la masa grasa. Se necesitan estudios longitudinales
para establecer el impacto de este tipo de dieta en los
parametros de masa grasa y muscular.

Palabras clave: Hipocaldrica, hiperproteica, masa grasa,
masa muscular, deportistas.

ABSTRACT

Introduction: a distribution of up to 35% of the total
caloric requirement from proteins helps to preserve the
fat-free mass. Overweight subjects seeking to reduce
their weight usually resort to reduction diets and
physical activity. High protein diets have been shown to
have benefits in young people to maintain muscle mass
and low-calorie diets are widely used to reduce fat mass.
Objective: to evaluate muscle mass and fat mass in
university subjects with a hypocaloric and hyperproteic
diet who attend a gym. Material and methods: All
subjects who attended the gymnasium, which were
in nutritional control and had a hypocaloric and
hyperproteic diet and a routine of aerobic and resistance
physical activity were included. Two evaluations 6
weeks apart were considered. Weight, body mass index,
percentage and kilograms of fat and muscle mass were
measured by means of 3 methods: Bioimpedance, tape
measure and plicometry. The change in parameters was
evaluated. Results: the weight of the students decreased
on average 2.7 kg, the percentage and kilograms of fat
mass decreased while those of muscle mass increased
with statistically significant differences between the
two evaluations. Conclusions: The subjects showed a
significant increase in muscle mass and loss of fat mass.
Longitudinal studies are needed to establish the impact
of this type of diet on fat and muscle mass parameters.

Key words: Hypocaloric, hyperproteic, fat mass, muscle
mass and athletes.
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INTRODUCCION.

El consumo de una dieta adecuada en proteinas es
determinante para el mantenimiento de un estado 6ptimo
de salud, crecimiento, desarrollo y funcionamiento a lo
largo de la vida (Jager et al., 2017). La Organizacién
Mundial de la Salud recomienda un consumo diario de
proteinas similar a las recomendaciones internacionales
(0.83 g/kg/d) (WHO, 2007). Una ingesta de una dieta
alta en proteinas contribuye al aumento de la fuerza
y masa muscular cuando se combina con ejercicios de
resistencia (Stokes, Hector, Morton, McGlory, & Phillips,
2018).

Las recomendaciones generales de proteina en la
distribucion de macronutrientes estan entre 10-15% del
requerimiento caldrico total (RCT). Se ha encontrado que
una distribucién de hasta el 35% de RCT proveniente de
las proteinas ayuda a preservar la masa libre de grasa
(MLG) (Carbajal, 2013; Mettler, Mitchell, & Tipton, 2010).

Con la actividad fisica aumentan los requerimientos de
proteinas para mantener la masa muscular esquelética
por lo que, actualmente se recomienda para las
personas fisicamente activas consumir proteinas de
1.2 a 1.7 gramos por kg de peso por dia (Rodriguez,
Nancy & Dimarco, Nancy & Langley, 2009). De acuerdo
a lo publicado por Tarnopolsky y colaboradores, los
atletas de resistencia de intensidad moderada requieren
aumentos pequerfios de alrededor de 1.1 gramos de
proteinas por kilogramo de peso por dia, que equivale
al 25% de aumento del recomendado para la poblacién
general y el requerimiento maximo no debe exceder de
1.6 g/kg/d. Para el desarrollo y mantenimiento de la
masa muscular a través de un balance proteico positivo,
una ingesta total diaria de 1.4 - 2 g de proteina por
kilogramos de peso, es suficiente para los individuos
que realizan actividad fisica (Tarnopolsky, 2004). Valores
que se encuentran dentro del rango de distribucion
aceptable de macronutrientes, publicado por el Instituto
de Medicina de Estados Unidos. Es posible que se
necesiten ingestas mas altas de proteinas (2.3- 3.1 g/
Kg dia) para maximizar la retenciéon de masa corporal
magra en sujetos entrenados en resistencia durante
periodos hipocaléricos. Existe evidencia novedosa que
sugiere que una ingesta de proteinas més alta (> 3.0 g/
kg dia) puede tener efectos positivos en la composiciéon
corporal en individuos entrenados en resistencia
(es decir, promover la pérdida de masa grasa). Las
recomendaciones generales son 0,25 g de una proteina

de alta calidad por kg de peso corporal o una dosis
absoluta de 20-40 g (Jager et al., 2017).

En un estudio realizado por Calbet y colaboradores
reportan que una dieta alta en proteinas puede ayudar
a preservar la MLG, asi como a mejorar la oxidacién
de grasa. Durante un déficit caldrico el ejercicio de
resistencia con un volumen e intensidad adecuados,
puede ayudar a evitar perder masa muscular y mejorar
la oxidaciéon de las grasas. Incluso poco tiempo de
actividad fisica al dia como una caminata, por ejemplo,
puede atenuar la pérdida de musculo alrededor del 30%.
Sesiones mas largas de entrenamiento podrian mejorar
el mantenimiento de la MLG y esto a su vez estaria
restringido directamente a los musculos ejercitados
(Calbet et al., 2017).

Las personas con un sobrepeso mayor tienden a reducir
de manera mas significativa su peso que una persona
con un menor sobrepeso o que esté en normo peso, esto
debido a que, mientras mas cerca esté del peso ideal,
el gasto energético en reposo disminuye. Mientras se
pierde peso se busca el preservar la mayor cantidad de
MLG posible para no afectar el rendimiento del sujeto
e incluso esta mejore. Una dieta baja en carbohidratos
en combinacién con ejercicio de resistencia ayuda a
reducir mas rapido el peso corporal total y la masa grasa
comparado con una dieta normal en personas obesas,
ademads de mantener la MLG (Jabekk, Moe, Tomten, &
Hostmark, 2010).

Una dieta alta en proteinas y baja en carbohidratos
combinados con ejercicio mejoran la composicion
corporal y ayudaria a aumentar el metabolismo de las
grasas en comparacién con una dieta normoproteica o
baja en proteinas (Layman et al., 2005; Volek et al., 2009).

Los suplementos son una herramienta muy atil para
aumentar la ingesta total de proteinas y ayudar al
mantenimiento de la MLG e incluso aumentarla
mientras se reduce la grasa corporal. La ingesta de
suplementacién de proteinas mientras se realiza ejercicio
ayuda a preservar la masa libre de grasa en personas
sanas sin necesidad de ser atletas o una persona con
actividad fisica regular (Volek et al., 2013).

Rahbek estudio jovenes fisicamente activos con
suplementaciéon de proteinas (hidrolizado de
proteina de suero) y carbohidratos demostrando que
independientemente de la actividad, se produjo un
incremento significativo mayor de hipertrofia, sefial
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anabdlica y sintesis de proteina muscular. Snijders
demostré un aumento de fuerza y masa muscular en
deportistas de resistencia al incluir un suplemento de
proteinas ingerido antes de dormir, sin diferencias
estadisticamente significativas al comparar con un
grupo control. Wardenaar demostré que los atletas
de fuerza eran aquellos atletas bien entrenados que
consumian mayor cantidad de proteinas (Rahbek et al.,
2014; Snijders et al., 2015; Wardenaar, 2017)

Hay evidencias que muestran que el consumo de
proteina (20-25grs) después de realizar actividad de
resistencia estimula en mayor medida la sintesis de
proteinas evitando la degradacion de éstas y aumentando
la retencion de proteinas en el musculo promoviendo
una mejora en las adaptaciones musculares inducidas
por el ejercicio (Phillips & van Loon, 2011).

Hay una controversia acerca del momento més 6ptimo
para la ingestion de proteinas para aumentar la sintesis
de proteinas y de esta manera mantener o aumentar la
musculatura general. Se ha encontrado que el consumo
de proteina inmediatamente después de entrenar mejora
la sintesis de proteinas aumentando la hipertrofia
muscular en comparacién con consumirla dos horas
después de la actividad fisica (Esmarck et al., 2001).

No obstante, existen evidencias que sugieren lo
contrario, Tipton y colaboradores determinaron que
la ingestién de proteina previa al ejercicio, mejora el
balance de proteinas en el mtsculo mas que cuando se
consume luego del ejercicio (Tipton et al., 2007).

En México se carece de informacion respecto a los
cambios en los parametros de composiciéon corporal
como la masa muscular, y grasa corporal en sujetos
deportistas con prescripcion profesional de una dieta
hipocaldrica e hiperproteica.

Objetivo

Evaluar la masa grasa y la masa muscular en sujetos
universitarios con una dieta hipocaldrica e hiperproteica
adscritos al gimnasio de una Universidad privada de
la comarca Lagunera.

Material y métodos

Se desarroll6 un estudio transversal analitico en sujetos
que acudian al gimnasio y se encontraban en control
en el area de nutricién de una Universidad privada del

municipio de Gémez Palacio, Durango.

Los deportistas fueron elegidos por muestreo no
probabilistico a conveniencia, con los siguientes criterios
de inclusién: hombres o mujeres con edades entre 18
y 30 afios, con antecedente de realizar ejercicio fisico
de resistencia por lo menos 3 dias por semana, por al
menos un mes de antigiiedad, con un indice de masa
corporal que no superara los 29.9 puntos, que tuvieran
apoyo nutricional de un experto, con prescripciéon
de una dieta hipocaldrica hiperproteica, en estado
aparentemente saludable y que aceptaran participar
en el estudio. Se excluyeron aquellos que tuvieran
alguna patologia (asma, diabetes tipo 1 o0 2, hipertension
arterial sistémica, cancer, VIH/SIDA, hipertiroidismo,
hipotiroidismo, etc.), que fueran de reciente ingreso en
el gimnasio (menor a 3 meses) y que no tuvieran apoyo
nutricional con la prescripcion de la dieta indicada.
Se eliminaron del anélisis a todos los sujetos que no
contaban con las mediciones requeridas para el objetivo
de este estudio.

Se revisaron los expedientes de nutricion y los datos de
la rutina de ejercicio fisico de todos los sujetos que se
incluyeron en el estudio.

Del expediente clinico de nutriciéon se tomaron en cuenta
dos mediciones, la inicial y una subsecuente con espacio
de 6 semanas entre ellas.

Los datos obtenidos fueron: variables generales de
identificacion (edad, sexo), variables antropométricas
(peso total, indice de masa corporal -IMC-, peso y
porcentaje de masa muscular libre de grasa, peso y
porcentaje de grasa corporal) mediadas a través de 3
métodos— de evaluacion: bioimpedancia eléctrica con
una bascula marca OMRON de 7 indicadores, modelo
HBF-514C, por cinta métrica marca Lupkin y por
plicometria (con 8 parametros principales -pliegue
tricipital, bicipital, subescapular, suprailiaco, pectoral,
abdominal, muslo y pantorrilla, se determiné el peso
6seo por método de Rocha) y variables de la rutina de
ejercicio (tipo, duracion).

El IMC fue calculado empleando la férmula de Quetelet:
IMC (kg/m?2) = Peso en kg/Talla2 en metros.

Los porcentajes de grasa se clasificaron de acuerdo
McCarthy y col., en International Journal of Obesity,
(2006) y Gallagher y col., American Journal of Nutrition
(2000) y la clasificacion de 4 niveles de Omron Healthcare
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(Gallagher et al., 2000; McCarthy et al., 2006). Donde en
mujeres de 18 a 39 afios de edad el porcentaje de grasa
<21% es bajo (-), 21 a32.9% es normal (0), 33 a 38.9% es
alto (+) y 239% muy alto (++). En hombres de la misma
edad el porcentaje de grasa <8% es bajo (-), 8a19.9% es
normal (0), 20 a 24.9% es alto (+) y 225% muy alto (++).

La rutina de ejercicio utilizada en los sujetos estaba
dividida en dos fases, una cardiovascular y la otra
de entrenamiento de musculatura, cada una de ellas
realizada 3 veces por semana de manera alternada,
completando 6 dias de entrenamiento y 1 de descanso.
La fase cardiovascular tenia una duracion de 40 minutos
con ejercicio continuo en una maquina eliptica, cuidando
mantener una frecuencia cardiaca entre 60y 70% de la
frecuencia cardiaca méxima para cada individuo.

La fase de entrenamiento de musculatura consistié en 3
bloques: cinco a siete ejercicios diferentes por bloque y
de 3 a 5 series de cada uno. El primer bloque dedicado
a espalda y biceps, el segundo a pectorales, hombros y
triceps, el tercero a pierna.

Las repeticiones (REPS) disminuyeron conforme el peso
fue subiendo. Es decir, a los individuos se les indicé
realizar diez repeticiones con una carga (peso) que les
implicara un esfuerzo tan considerable que quedaran a
dos repeticiones del fallo muscular, posteriormente un
descanso de dos a tres minutos, y subir 5% del peso;
en la siguiente serie realizaban ocho repeticiones con
la misma metodologia, posteriormente seis repeticiones
con un 5% mas de peso y luego regresar: la cuarta serie
disminuir el peso un 5% y hacer 8 REPS y la quinta y
altima serie (altima) realizar 10 REPS nuevamente con
el peso inicial.

Se midi6 el cambio en los pardmetros de masa grasa
y masa muscular medidos por los 3 métodos entre la
evaluacion inicial y la final.

Consideraciones éticas: a todos los sujetos se les informé
acerca de los objetivos y procedimientos del estudio, se
les explicé que los datos serian manejados de manera
grupal y solo con fines de estadistica e investigacion.

Analisis estadistico: Se realizé un anélisis descriptivo
de los datos generales de los sujetos utilizando
medidas de tendencia central y dispersién en el caso
de variables cuantitativas y frecuencias y porcentajes
para las cualitativas. Para el analisis de asociaciéon de
variables se utiliz6 la prueba de t de Student, tomando

como significancia estadistica una p <0.05. Se utiliz6 el
programa SPSS version 22.

RESULTADOS.

De un total de 32 sujetos entre hombres y mujeres que
asistian al gimnasio, solo 25 cumplieron los criterios de
inclusién. La edad promedio era de 22.6 + 2.12 afios y
el 68% eran del sexo masculino.

Todos los sujetos incluidos practicaban ejercicio de tipo
anaerdbico ajustado de acuerdo a las necesidades de
cada individuo por un tiempo de 45 minutos y ejercicio
de tipo cardiovascular de 15 a 30 minutos diarios
durante al menos las 6 semanas anteriores al inicio del
estudio.

Se obtuvieron los datos de la primera visita al
departamento de nutricion del gimnasio de la
universidad, los datos de la evaluacién final se
recolectaron después de que los sujetos cumplieron
con las recomendaciones dietéticas (dieta hipocalérica
hiperproteica) y con la rutina de ejercicio fisico durante
6 semanas, posteriormente fueron analizados y
comparados para valorar el cambio en los parametros
con la dieta y el ejercicio. La diferencia de los datos
obtenidos entre las dos evaluaciones se describe en la
tabla 1.

Tabla 1. Comparacion del peso y el indice de masa corporal de los sujetos.

Caracteristica Evaluacion Evaluacion Diferencia entre P
inicial final evaluaciones
Peso, media + DE 7886 +1040 76.11+9.90 275+1.76 <0.001
IMC, media + DE 26.72+2.01 2579+1.83 0.93 £ 0.56 <0.001
Sobrepeso, n (%) 20 (80) 18 (72) 2(8) <0.001
Normal, n (%) 5 (20) 7 (28)

DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal

En la primera evaluacion se encontré que las mujeres
tenian de acuerdo al porcentaje de grasa, un estado
normal o saludable al medirlas con los 3 métodos
(26.94%, 29.24% y 31.02% por bioimpedancia, cinta
métrica y plicometria respectivamente), comparado con
los hombres quienes presentaron un porcentaje muy
elevado por bioimpedancia y elevado por cinta métricay
plicometria (28.26%, 29.24% y 26.94 por bioimpedancia,
cinta métrica y plicometria respectivamente).

En la segunda evaluacion se observé una disminucién
en los porcentajes de grasa, las mujeres permanecieron
en estado saludable y los hombres con porcentajes
clasificados como elevados por los 3 métodos.
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Tabla 2. Comparacion de los parametros de la composicion corporal por sexo en las dos evaluaciones nutricionales.

Caracteristica Evaluacion inicial Evaluacion final
Femenino Masculino P Femenino Masculino P
n=8 n=17 n=38 n=17
Peso 70.48+9938 8281x8.19 0003 67.61x9.17 80112755 0.001
IMC 25.86 +2.81 2713+142 0260 24792224 2626%145 0060
Bioimpedancia
% de grasa 31.02+894 26.41 462 0088 28.26+7.55 2399+410 0078
Kg de grasa 2211+£8.03 21912477 0.939 19.08 £5.95 19.22+3381 0.945
% de musculo 31.09£792 34072504 0263 31.56=x734 35322496 0.143
Kg de musculo 2163£565 28.42%551 0.009 21.20+£549 28.50 2527 0.004
Cinta métrica
% de grasa 2924858 2459 %532 0108 26.12x7.09 2236504 0.141
Kg de grasa 2090=8.14 2038505 0.847 17.75+£597 1793446 0.935
% de musculo 3480+889 3864576 0.206 3733767 40.77 £6.16 0.241
Kg de masculo 2430%6.82 3226 +6.68 0.011 2517 +6.18 3289654 0.010
Plicometria

% de grasa 2694762 23.76x4.19 0.191 2480x7.00 2187365 0.180
Kg de grasa 19172713 19.74+428 0.307 16.84 584 17552355 0.708
% de musculo 3542+8389 3936 +6.34 0216 37772743 41.1926.70 0.262
Kg de musculo 2470+6.64 3285+714 0012 2541580 33.22+698 0.012

%: porcentaje; Kg: kilogramo. Se utilizo prueba t de Student para la comparacion.

Tabla 3. Comparacion y diferencia de los parametros antropométricos entre la

medicion inicial y a las 6 semanas por 3 técnicas diferentes.

Caracteristica Evaluacion Evaluacion Diferencia p
inicial final Media + DE
Media + DE Media + DE

Bioimpedancia
% de grasa 2794 +6.54 2536+565 258+158 =0.001
Kg de grasa 2197583 19.17 £ 4.47 28+182 =0.001
% de musculo 3312+6.10 3412+594 -1.00 +1.20 =0.001
Kg de musculo 26.25+6.32 26.17+6.28 0.08+1.82 0.605

Cinta meétrica
% de grasa 26.08+6.73 2356 +5.09 251+196 =0.001
Kg de grasa 20.55+6.03 1787486 267200 =0.001
% de misculo 37.41+6.97 3967+6.72 -225+184 =0.001
Kg de musculo 29.72+7.59 3042+729 -070+1M1 0.004

Plicometria

% de grasa 2479+556 2281501 198+1.10 =0.001
Kg de grasa 19.56 +5.21 17.32+429 223+126 =0.001
% de musculo 38.10+7.31 40.10+£6.98 -2.00+1.30 =0.001
Kg de musculo 30.24 +7.87 30.72+7.49 -047+0.89 0.013

DE: desviacion estandar; %: porcentaje; Kg: kilogramo. Se utilizo la prueba t de Student

para la comparacion.
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Tabla 4. Fiabilidad entre las técnicas utilizadas bioimpedancia,

cinta métrica y plicometria.

ICCe ICCa p ICCc ICCa p
Bioimpedancia vs Cinta Bioimpedancia vs
métrica plicometria
% Grasa 0.965 0932  <0.001 0.952 0.908 <0.001
Kg de grasa 0.973 0947  <0.001 0.934 0.876 <0.001
% Muasculo 0.954 0.911 <0.001 0.953 0910 <0.001
Kg de misculo  0.968 0938  <0.001 0.933 0.875 <0.001
Cinta métrica vs Plicometria Tres métodos

% Grasa 0.909 0.833  <0.001 0.958 0.938 <0.001
Kg de grasa 0.925 0.861 <0.001 0.967 0.953 <0.001
% Masculo 0.949 0.903  <0.001 0.963 0913 <0.001
Kg de misculo  0.969 0940  <0.001 0.975 0.947 <0.001

Se utiliz6 el Coeficiente de Correlacion Intraclase para el analisis de la consistencia

(ICCc) y el acuerdo absoluto (ICCa).

Al comparar los porcentajes y kilogramos de masa
grasa y masa muscular entre hombres y mujeres solo
se encontraron diferencias estadisticas en los kilogramos
de musculo (p=0.009 vs 0.004, 0.011 vs 0.010 y 0.012
vs 0.012, en la evaluacién inicial vs la evaluacion
final por bioimpedancia, cinta métrica y plicometria
respectivamente) siendo mayor en los hombres al
medirlos por los 3 métodos y en las dos evaluaciones.
Ver tabla 2.

Enla tabla 3 se muestran los resultados de la comparacién
con los diferentes métodos antropomeétricos. Se
pueden observar diferencias significativas entre la
evaluacion inicial y la final. El peso total, el porcentaje
y los kilogramos de grasa disminuyeron, mientras
que el porcentaje muscular y los kilogramos de
musculo aumentaron con diferencia estadisticamente
significativa al ser medidos por los 3 métodos, sin
embargo, los kilogramos de musculo no mostraron
diferencias cuando se midieron por bioimpedancia.

Posteriormente se realiz6 un analisis de comparacién por
sexo con los datos de la evaluacién inicial encontrando
diferencias significativas en los kilogramos de musculo
medidos con cinta métrica y plicometria (p= 0.011 y
0.012 respectivamente), siendo mayor en hombres
que en mujeres. En la comparacion de los parametros
obtenidos en la segunda evaluacién se encontr6
diferencia en los kilogramos de musculo medidos por
bioimpedancia, cinta métrica y plicometria (p= 0.004,
0.010 y 0.012 respectivamente) siendo los valores mas
elevados también en el grupo de hombres. Cuando

se realiz6 la comparacién entre la evaluacion inicial
y la evaluacién subsecuente de acuerdo al sexo no se
encontraron diferencias significativas.

El cambio en los parametros medidos de la dieta y la
actividad fisica de resistencia fue positivo para todos
los sujetos medidos independientemente del sexo y
del método de evaluacion utilizado. El porcentaje de
masa muscular mostré un aumento significativo y el
porcentaje y los kilogramos de grasa una disminucion
en la segunda evaluacion.

Cuando se observo que existian diferencias entre los
datos antropométricos obtenidos por los 3 diferentes
métodos se decidi6 calcular la fiabilidad o concordancia
entre los métodos mediante el indice de correlacion
intraclase (ICC) y se encontré que los 3 tienen un
“Muy Buen indice de concordancia”, de acuerdo a las
categorias propuestas por Fleiss (1986) y un “grado de
acuerdo Casi Perfecto” de acuerdo a la clasificaciéon de
Landis y Koch, (Fleiss, 2011; Landis & Koch, 1977) con
alfa de Cronbach mayor de 0.95 en la mayor parte de
los casos (ver tabla 4).

DISCUSION.

El 80% de los participantes tenian sobrepeso, 27.94%
de grasa y 37.41% de musculo al iniciar el estudio,
comparado con el 72% de sobrepeso, 25.36% de grasa
y 39.67% de musculo en la evaluacién final.

Martinez Roldan y cols., realizaron un estudio en
jovenes de la Universidad Alfonso X El Sabio de Madrid
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(Espafia), donde demuestran un 28,5% de sobrepeso
en hombres y 14,2% en mujeres. El porcentaje de
grasa fue de 16.4% en hombres y 27.1% en mujeres.
Comparado con los datos obtenidos en nuestro estudio
comprobamos que nuestra poblacién de sujetos tenia
porcentajes de sobrepeso mayores (62.5% en mujeres y
88.2% en hombres) y mayores niveles de grasa (31.2%
para las mujeres y 26.4% para hombres) (Martinez
Roldan C, Veiga Herreros P, L6pez de Andrés A, Cobo
Sanz JM, 2005).

De acuerdo al nivel de grasa corporal en ambos estudios
se observa que las mujeres poseen un estado normal
o saludable, sin embargo, los hombres espafioles
muestran un nivel saludable o normal de grasa,
mientras que los hombres mexicanos se encuentran en
un nivel muy elevado de grasa respecto a la evaluaciéon
inicial. Durante la segunda evaluacién nuestros sujetos
demostraron una reduccion en el porcentaje de grasa
hasta un 23.9%, modificando el estado de muy elevado
a elevado.

En otro estudio realizado por Cardozo en Colombia el
IMC medio en hombres fue de 22.7 vs. 23,1 de mujeres,
el porcentaje de grasa corporal medio fue en hombres
16,4% vs. mujeres 25,0%, encontrandose cifras mayores
en las mujeres en ambos pardmetros con diferencias
significativas. Resultados que concuerdan con nuestros
hallazgos, sin embargo, los valores de IMC y grasa
corporal siguen siendo mas elevados en nuestros sujetos
(Alberto Cardozo et al., 2017).

Otros investigadores han estudiado la composicion
corporal en jovenes atletas y no atletas, reportan
un porcentaje de grasa promedio de 17.3 + 6.5% en
todos los sujetos. Luego de realizar una clasificaciéon
por sexo y deporte, en hombres no atletas y atletas,
reportaron un 15.7% vs 13.7% y en mujeres 27.0 % y
21.1% respectivamente (Sagayama et al., 2020). Podemos
observar que a comparacion de nuestros resultados con
los porcentajes de grasa en los jovenes atletas de ese
estudio las cifras del porcentaje de masa grasa siguen
siendo mayores en nuestra poblacion (16.4% en hombres
y 27.1% en mujeres).

En Madrid se realiz6 un estudio con 84 sujetos sanos (36
hombres y 48 mujeres), con indice de masa corporal entre
25-29,9 kg/m?2, edad entre 18-50 afios, no fumadores y
sedentarios fueron divididos aleatoriamente en grupos
de fuerza, resistencia, combinados de fuerza maés
resistencia o con recomendaciones de actividad fisica.

Todos los individuos siguieron una dieta hipocaldrica
durante 22 semanas. Las mediciones de grasa corporal
se realizaron con el método absorciometria de rayos
X de energia dual (DEXA), bioimpedancia y pliegues
cutaneos. Encontraron diferencias entre los valores de
DEXA y los métodos bioimpedancia y pliegues cutaneos,
pero las diferencias en el cambio del porcentaje de grasa
fueron comparables (Benito, Gémez-Candela, Cabanas,
Szendprei, & Castro, 2019).

La dieta hiperproteica e hipocalérica se ha estudiado
en pacientes con obesidad previo a cirugia bariatrica,
donde se ha demostrado que no tiene ningtin efecto en
cuanto al porcentaje de grasa y porcentaje muscular
(Pardo-Pacheco, Pérez-Cruz, Nieto-Velazquez, Asbun-
Bojalil, & Moreno-Eutimio, 2018).

Abreu de Almeida y colaboradores describen en sus
resultados que las deportistas de voleibol presentan
una media de 64,35 + 6,12 Kg. de masa corporal; 1,74 +
0,06 m. de estatura y 20,51 + 2,43% de grasa corporal.
Valores de grasa corporal similares a los de nuestro
estudio. Estos investigadores también realizaron un
andlisis dietético que demostré un alto consumo de
dietas hipercaléricas, hiperprotéicas e hipoglicidicas,
con un consumo inadecuado de calcio y vitamina E en
este tipo de jovenes deportistas (Abreu, Almeida, &
Abreu, 2003).

Nosotros revisamos tinicamente a los sujetos en control
por el departamento de nutriciéon del gimnasio que
llevaban una dieta hipocalérica para reduccion del
peso corporal e hiperproteica con el fin de preservar o
aumentar la masa muscular, y observamos que hubo una
reduccion significativa en los porcentajes y kilogramos
de grasa corporal y un aumento en la masa muscular,
por lo que podriamos sugerir que este tipo de dieta
aunada a la actividad fisica individualizada, adecuada
y estructurada mejoran el peso corporal, disminuye el
porcentaje de grasa y aumenta la masa muscular.

Los lineamientos actuales sugieren que en la valoracion
nutricional de la composicién corporal el IMC tiene
poca sensibilidad y especificidad para identificar y
diferenciar entre la grasa corporal y la masa libre de
grasa en el organismo, por lo que su utilizacién queda a
consideracion de cada profesional o investigador (Costa,
Alonso, Patrocinio, Candia, & Paz, 2015). Se sabe que
el método DEXA es el estandar de oro para medir la
composicién corporal, sin embargo, en un gimnasio
es dificil contar con estas herramientas, por lo que en
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nuestro estudio se consideraron las mediciones con los
instrumentos disponibles.

Benito y colaboradores concluyen en su estudio que el
método de los pliegues cutaneos parece subestimar los
cambios en los pardmetros medidos para composicion
corporal, por lo que sugieren que los métodos DEXA y
bioimpedancia son mejores herramientas y mas efectivas
para medir el peso y la grasa durante un régimen para
la pérdida de peso en sujetos con sobrepeso (Benito et
al., 2019).

Un estudio realizado en estudiantes de ciencias de la
actividad fisica y el deporte de Barcelona (Espafia)
compararon la estimacién de la masa grasa entre
diferentes métodos: bioimpedancia y antropometria.
Se midieron 55 personas utilizando la antropometria y
diferentes aparatos de bioimpedancia: Biospace Inbody
720, Tanita TBF-521, Tanita BC400 y Omron BF-300.
Los resultados mostraron una mayor concordancia
entre la masa grasa del grupo femenino mientras que
el masculino la concordancia entre ambos métodos era
media baja y el aparato con mayor concordancia fue
la Tanita BC400 (CCI =0,65), (Portao, Bescos, Irurtia,
Cacciatori, & Vallejo, 2009).

Otro estudio realizado en 20 hombres adultos
comparandolaantropometriay 3 sistemas bioimpedancia
(Tanita TBF-521, Omron BF-300 y Promis) indicaron la
existencia de diferencias destacables entre los aparatos
que fueron evaluados y el método de antropometria.
El sistema que mayor concordancia present6 con la
antropometria fue el Tanita TBF- 521 en formato “atleta”,
con ICC considerado como moderado (ICC=0,65), (Jordi
Porta, Radl Bescés, 2009).

Debido a lo anterior nosotros decidimos realizar
la prueba de fiabilidad de los métodos utilizados,
demostrando con la comparacién entre los 3 métodos un
“Muy Buen indice de concordancia” (ICC= 0.909- 0.973)
y un “grado de acuerdo Casi Perfecto” (ICC = 0.833-
0.947). Esto es importante ya que aseguran una buena
medicion de los pardmetros de grasa y masculo para la
poblacién de nuestro estudio. Los métodos utilizados
en esta investigaciéon son herramientas ttiles para el
nutriélogo sobre todo en lugares donde la DEXA no
estd disponible. Solo un bajo porcentaje de sujetos que
acuden a los gimnasios optan por un control nutricional.
Los resultados de este estudio demuestran el beneficio
del ejercicio fisico con el apoyo nutricional que pueden
ser observados a partir de la sexta semana de control.

Nuestro estudio es el primero en México en reportar
que una dieta hipocaldrica e hiperproteica contribuye
a la pérdida de peso y grasa corporal y al aumento del
porcentaje de masa muscular en hombres y mujeres
deportistas que acuden a los gimnasios y llevan un
control nutricional. Esto es relevante debido a que
la mayor parte de la poblacién se ejercita o adopta
regimenes dietéticos sin el apoyo y seguimiento de
expertos en actividad fisica y nutricion. Estos resultados
pueden extrapolarse tinicamente a poblacién en las
mismas condiciones que los sujetos estudiados. Por lo
que se necesita mayor investigacion al respecto.

Existen algunas limitaciones inherentes al disefio
transversal de nuestro estudio y otras como el pequefio
tamafio de la muestra, que, a pesar de que encontramos
diferencias entre dos evaluaciones en tiempos diferentes
se necesitan estudios que confirmen estos resultados con
una mayor cantidad de sujetos. Ademas, no contamos
con un grupo control para realizar una relacién causal
entre este tipo de dieta y rutina de actividad fisica con el
cambio en los parametros de la composiciéon corporal. Es
necesario realizar estudios longitudinales relacionados
con el control nutricional y el acompafiamiento de la
actividad fisica para valorar los beneficios en la salud
de los sujetos, sobre todo en poblacién mexicana donde
las tasas de sobrepeso y obesidad se encuentran muy
elevadas comparadas con otros paises.
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RESUMEN

El brote de la enfermedad llamada COVID-19
producida por SARS-CoV-2 causante del sindrome
respiratorio agudo severo tipo-2. Los pacientes con
este padecimiento son tratados con corticosteroides a
fin de atenuar los sintomas en la etapa de la tormenta
de citocinas, Esta terapia farmacologica ha propiciado
mayor vulnerabilidad a las infecciones por bacterias
y hongos. El objetivo principal fue analizar cuéles
microorganismos estan involucrados en la coinfeccién
con pacientes con COVID-19 en la unidad de
cuidados intensivos del Sanatorio San José de Gémez
Palacio Durango. Utilizamos para el aislamiento de
microorganismos formadores de biopelicula, medios de
cultivo especificos, posteriormente fueron identificados
por un sistema automatico Vitek-2 de biomerieux.
Encontrando los principales microorganismos
causantes de IAAS a nivel mundial, los principales
microorganismos fueron Stenotrophomonas cepacea,
Acinetobacter baumanii, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniaea, Candida albicans y Candida haemolonii.
Candida auris es una cepa que el sistema de identificacion
la confunde con C. haemolonii, esta cepa de gran
importancia epidemiolégica a nivel mundial por su
alto nivel de resistencia a los antifiingicos. Concluyendo
que los pacientes con COVID-19 en unidad de cuidados
intensivos deben ser manejados con procedimientos
altamente evaluados y por personal profesional
consciente de riesgo de general IAAS que pone en riesgo
elevado de adquirir una coinfeccién por bacterias o
levaduras y contribuir a la mortalidad de este tipo de
pacientes.

ABSTRACT

The outbreak of the disease called COVID-19 produced
by SARS-CoV-2 that causes severe acute respiratory
syndrome type-2. Patients with this condition are treated
with corticosteroids in order to attenuate symptoms in
the cytokine storm stage. This drug therapy has led to
greater vulnerability to bacterial and fungal infections.
The main objective was to analyze which microorganisms
are involved in co-infection with patients with
COVID-19 in the intensive care unit of the San José de
Goémez Palacio Durango Sanatorium. For the isolation
of biofilm-forming microorganisms, we used specific
culture media, which were subsequently identified
by an automatic biomerieux Vitek-2 system. Finding
the main microorganisms causing IAAS worldwide,
the main microorganisms were Stenotrophomonas
cepacea, Acinetobacter baumanii, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniaea, Candida albicans and Candida
haemolonii. Candida auris is a strain that the identification
system confuses with C. haemolonii, this strain of great
epidemiological importance worldwide due to its
high level of resistance to antifungals. Concluding
that patients with COVID-19 in the intensive care unit
should be managed with highly evaluated procedures
and by professional personnel aware of the risk of
general IAAS that puts at high risk of acquiring a co-
infection by bacteria or yeast and contribute to the
mortality of this type of patients.
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INTRODUCCION

El brote de la enfermedad COVID-19 por el virus SARS-
CoV-2, causante del sindrome respiratorio agudo severo
tipo-2, fue declarado como una pandemia en marzo de
2020 (Qu J., et al 2021). Se ubica taxonémicamente en
la familia Coronaviridae. Esta familia se subdivide en
cuatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (Gorbalenya
AE., et al 2020) (Pal M., et al 2020). La infeccién por
SARS-CoV y MERS-CoV demostré una alta transmision
nosocomial y al personal de salud, por lo que se
considera un grupo de riesgo (Aragén-Nogales R,
et al 2019). La evidencia inicial ha mostrado que las
infecciones bacterianas secundarias, son un factor
de riesgo importante para los resultados adversos
de la COVID-19. Un estudio retrospectivo de China,
encontré que el 96% de los pacientes con infecciones
bacterianas secundarias murieron. Varios estudios
han encontrado que un ntmero significativo de
pacientes hospitalizados con la COVID-19, desarrollan
coinfecciones bacterianas secundarias peligrosas, como
neumonias y otras sepsis (Aguilera Calzadilla Y., et
al 2020). Las pruebas de diagnéstico microbiolégico,
identifican la presencia de infecciones bacterianas y/o
fangicas, ademas la resistencia a los medicamentos, lo
cual desempefia un papel fundamental en la respuesta
de salud ptblica a la COVID-19 (Monté Cerero L., etal
2015). Las coinfecciones bacterianas en las neumonias,
representan una seria amenaza para los pacientes con
la COVID-19 de alto riesgo. Muchos factores se unen
para crear complicaciones graves, potencialmente
mortales, las cuales la comunidad de atencion médica
no puede ignorar. Los investigadores han aseverado,
que corren mayor riesgo los adultos mayores y aquellos
con afecciones preexistentes ((Aguilera Calzadilla Y., et
al 2020). Los microorganismos que con mayor frecuencia
causan infecciones en el medio hospitalario, sobre todo
en area de cuidados intensivos son: Staphylococcus
aureus, Enterococcus spp, los bacilos no fermentadores
y las enterobacterias. Estos patégenos son altamente
eficientes en la regulacion ascendente o en la adquisicién
de mecanismos de resistencia a los antibidticos,
especialmente los formadores de biopelicula, ademas
en presencia de seleccién de antibidticos, presion que
agrava mas la necesidad de medidas de control de
infecciones, no solo para la prevencion de coinfecciones
bacterianas y el virus SARS-CoV-2, sino también
bacterias resistentes a multiples farmacos (Diaz Medina
LM, et al 2017). En la actualidad se necesitan nuevas

dianas terapéuticas y nuevos quimiotipos para proteger
y tratar las heridas contra las infecciones bacterianas
resistentes a los medicamentos, al igual que se necesitan
nuevas dianas y quimiotipos para los antibioticos
sistémicos. Un elemento clave para resolver este
problema seréd la revitalizacién del menguante desarrollo
de antibioéticos (Vandecandelaere 1., et al 2015). En los
pacientes criticamente enfermos, la respiracion se ve
afectada y es necesaria la ventilacién mecanica mediante
un tubo endotraqueal (TE) conectado a un ventilador.
Aunque la ventilaciéon mecanica es un procedimiento
que salva vidas, no esta exento de riesgos. Debido a
varias razones, a menudo se forma una biopelicula en
el extremo distal del TE y esta biopelicula (excrecién
de un exopolisacérido bacteriano o matriz extracelular
adhesiva protectora) es una fuente persistente de
bacterias que pueden infectar los pulmones y causar
neumonia asociada al ventilador (NAV) (Starr GC., et
al 2020). El diagnoéstico de las coinfecciones bacterianas
y por levaduras se basa en la existencia de clinica
compatible, junto con presencia de ocupacién del
espacio alveolar en la radiografia de térax. El hallazgo
de un infiltrado en la radiografia es el patrén oro para
establecer el diagnéstico. Para el diagnostico etiologico
es necesaria la realizacién de hemocultivos, tincion de
Gram y cultivo de esputo determinaciéon de antigeno
enorina de S. pneumoniae 'y L. pneumophila. La serologia
estd indicada para el diagndstico de neumonia por M.
pneumoniae y Clamydophila pneumoniae (titulo elevado
de anticuerpos IgM en el suero de la fase aguda y/o
seroconversion del titulo de IgG en el suero de la
fase de seroconversion) (Asensio Martin M.]J., et al
2018). El sistema nacional de vigilancia de infecciones
nosocomiales llamadas asi anteriormente hoy infecciones
asociadas a la atencién en la salud (IAAS), ha definido
las TAAS como una afeccién localizada o sistémica que
resulta de una reaccién adversa a la presencia de un
agente infeccioso o sus toxinas que no estaban presentes
o en incubacién en el momento de la admisién al
hospital. Las IAAS importantes en la UCI basadas en la
frecuencia y la gravedad potencial incluyen infeccion del
tracto urinario (ITU), neumonia, infecciones del torrente
sanguineo, infecciones de la piel y tejidos blandos,
gastroenteritis, hepatitis y meningitis (Choudhuri AH.,
et al 2017). Distintos autores han alertado del aumento
de las resistencias a los antimicrobianos en el &mbito
hospitalario debido a la pandemia de la COVID-19
(Diaz-Castrillon FJ., et al 2020). El uso generalizado
de antimicrobianos de forma empirica al ingreso y, en
particular, en las unidades de cuidados intensivos ha
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sido sefialado como uno de los factores mas relevante

responsables de este hecho (Cantén R., et al 2021).
Esta situacion ha evidenciado atn maés la necesidad
de una mejor politica de prevencién de las infecciones
respiratorias y la utilizacion de antimicrobianos en
la que se ha de evaluar los aspectos relacionados con
los propios pacientes y sus factores de riesgo, los
antimicrobianos disponibles y los relacionados con los
patégenos que producen estas infecciones (Cantén R.,
et al 2021). En los pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) se ha discutido si el uso de
corticosteroides inhalados podria reducir la severidad
de la infecciéon por SARS-CoV-2. Los resultados no
son concluyentes debido a numerosos factores de
confusion en el andlisis de las series (Higham A., et al
2020). No obstante, se ha evidenciado que los pacientes
con COVID-19 y EPOC tienen mayor probabilidad de
presentar una coinfecciéon bacteriana o fungica que
los pacientes sin EPOC y en los que es necesaria una
adecuaciéon del tratamiento antimicrobiano (Wu F.,
et al 2020). Los pacientes ingresados por COVID-19
presentan varios factores, no excluyentes entre si, que
predisponen a la infeccién bacteriana y fangica (Casas-
Rojo JM., et al 2020). Primero, debido a la accion del
virus SARSCoV-2 destruccion tisular, infeccién de los
enterocitos y alteracién la hemostasia intestinal (Zhou
E., et al 2020). Segundo, por la elevada liberacion de
citocinas y desregulacion del sistema inmune (Docherty
AB., et al 2020). Tercero, por las caracteristicas del
paciente y sus comorbilidades (EPOC, diabetes,
insuficiencia renal crénica [IRC], inmunosupresion),
dispositivos médicos invasivos, estancias prolongadas,

Muestras clinicas

De pacientes

con COVID-19

Medios de cultivo
especificos

Interpretacién
de los resultados

Resultados finales

Identificacién de microorganismos formadores
de biopelicula en pacientes

etc (Nebreda-Mayoral T., et al 2020). En pacientes con
graves neumonia viral, como influenza y COVID-19,
sindrome respiratorio agudo son una complicaciéon
comudn que requiere ingreso en unidad de cuidados
intensivos (UCI) y ventilacién mecanica (VM), uso de
corticosteroides y antagonistas de la interleucina, por
ejemplo, tocilizumab para contrarrestar la constriccion
inflamatoria masiva de las vias respiratorias y posterior
tormenta de citosinas (Ahmadikay, K., et al 2021).

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron 88 cultivos de muestras clinicas
(Expectoracion, hemocultivos, y puntas de catéter)
de pacientes hospitalizados en area de pacientes con
COVID y cuidados intensivos del Sanatorio San José
de Gémez Palacio Durango (Se solicit6 a los familiares
su consentimiento por escrito para disponer de los
resultados de las muestras de sus pacientes, a los
cual accedieron firmando de aprobacién. Este estudio
es parte de un proyecto que abarca el anélisis de
microorganismos ESKAPE y sus factores de virulencia
el cual obtuvo la aprobacién del mite de bioética de
La Facultad de Ciencias Quimicas Gémez Palacio de
la Universidad Juarez del Estado de Durango). Se
sembraron en medio medios de cultivo como agar
Casman con sangre, agar Mac Conkey, agar Biggy; se
incubaron a 37°C de 18 a 24 h, el trabajo de sembrar las
muestras clinicas se realizé en cabina de bioseguridad
tipo IIA ya que las muestras provienen de pacientes areas
COVID con diagnostico confirmado. Posteriormente se
procedi6 a inocular las tarjetas de identificacién para

Incubar18-24 h
37°C

Siembra en cabina de
bioseguridad clase I1A

Introduccién de las
tarjetas para su analisis

Inoculacién de tarjetas
Del sistema Vitek-2

Figura 1. Protocolo de aislamiento e identificacién de microorganismos formadores de
biopelicula en muestras clinicas de pacientes con COVID-19.
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bacterias, levaduras y de sensibilidad a los antibi6ticos
por el método automatizados de Vitek-2 de biomerieux.
Transcurridos de 18 a 24 h que requiere el equipo de
microbiologia automatizado obtuvieron los resultados
de identificacion y sensibilidad a los antibi6ticos para
cada bacteria por el método de concentracién minima
inhibitoria (CMI) Figura 1. Las herramientas estadisticas
utilizadas fueron medidas de tendencia central.

RESULTADOS

En las diferentes muestras clinicas en que se
aislaron 5 géneros bacterianos, 3 correspondientes a
bacilos Gram negativos no fermentadores, 1 bacilos
fermentador (K. pneumoniae), 1 cocos Gram positivos
(S. aureus), 2 Levaduras (C. albicans, C. haemolonii).
Todos los microorganismos aislados son formadores
de biopelicula. Se aislaron de muestras de hemocultivos,
secreciones bronquiales y diversas puntas de catéter tal
como se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales microorganismos aislados y
muestras clinicas de las que se aislaron.

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumophila
Stenotrphonas maltophila
Acinetobacter Baumanii
Staphylococcus aureus
Candida albicans X
Candida haemulonii

XX [Xx |Xx

>

X |IX X [>x
>

La identificacion de los microorganismos fue por medio
del sistema Vitek-2 compact bioMérieux, describiendo
los principales géneros y especies, ademéds el niimero
de aislados de cada microorganismo segin se muestra
en la Figura 2.

88 Aislados de microorganismos formadores de
biopelicula
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Figura 2. Proporcién de microorganismos aislados en
muestras clinicas.

Se obtuvo la frecuencia de aislamiento por género

y especie, asi como, el nimero de aislados que
corresponde al universo de estudio como se muestra
en la Figura 2. Ademads, se pudo describir, el nimero
de aislados, el porcentaje correspondiente y los aislados
por muestra analizada y la coinfeccién bacteriana donde
se pudo aislar hasta 3 y 2 microorganismos por muestra
analizada, como se demuestra en la Tabla 2. Para este
estudio solo se utilizé, medidas de

Tabla 2. Frecuencia de aislamientos, porcentajes, y
coinfeccion de los diferentes géneros y especies de 88
cultivos.

No. Aislados de microorganismos formadores de biopelicula

Aislamientos 88 Pacientes con COVID-19 Co-infeccién
Pseudomonas aeruginosa 20 28.40%

Klebsiella pneumophila 5 5%

Stenotrphonas maltophila 8 9.00%

Acinetobacter Baumanii 10 11.50%

Staphylococcus aureus 26 29.50%

Candida albicans 18 20.50%

Candida haemulonii 1 1.10%

DISCUSION

En este estudio pudo caracterizar los principales
microorganismos causantes de biopelicula y asociados
a IAAS, aspecto que ya es conocido, tal como lo
declar6 la OMS en el afio 2019 (Berenguer ]J., et al
2020). Sin embargo, en la actualidad los géneros de
microorganismos como Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Acinetobacter, Staphylococcus y Candida han exacerbado
los la sintomatologia de los pacientes con COVID-19,
coincidiendo con los hallazgos de Mayoral en el afio
2020, sin embargo, hace mas énfasis en el género
Pseudomonas. Las caracteristicas genéticas de producir
biopelicula, les permite ser por naturaleza resistente
a los antibidticos. La regulacion de los genes que
controlan la expresion de estos factores de virulencia
se llama Cuorum Sensing o sensor de poblacion,
fenémeno que les permite actuar cuando encuentra
las condiciones especificas como la carga bacteriana
suficiente, aspecto que se da solamente si el sistema
inmune lo permite. En los pacientes con COVID-19 un
factor que favorece la colonizacion y posteriormente la
coinfeccidn, es el uso de corticosteroides asi de atenuar
el efecto de la tormenta de citocinas, este hecho fue
descrito por Cantoén en el afio 2020. La comunicacién
extracelular que utilizan algunos microorganismos es
un mecanismo de defensa del medio ambiente y para la
sobrevivencia, sin embargo, en paciente con COVID-19
en unidad de cuidado intensivos se convierte un alto
riesgo de morbilidad, asi lo ha declarado Qu J. en el
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afio 2021, haciendo énfasis el género Pseudomonas. Las REFERENCIAS

levaduras han retomado importancia en la actualidad
a raiz de los brotes de Candida auris como causante
de fungemias en IAAS por su alta resistencia a los
antifingicos. En nuestro estudio encontramos una cepa
de Candida haemolonii, especie que es confundida por el
sistema Vitek-2 biomerie, pero que en realidad puede
ser Candida auris, asi lo declara la CDC en el ano 2021.
Los pacientes con COVID-19 en unidad de cuidados
intensivos deben ser manejados por el personal de salud
con procedimientos altamente evaluados y por personal
profesional consciente de riesgo de general IAAS que
pone en riesgo elevado de adquirir una coinfeccion por
bacterias o levaduras y contribuir a la mortalidad de
este tipo de paciente.

CONCLUSION

Se procesaron 88 cultivos y se pudo identificar el géneroy
la especie, asi como la frecuencia de los microrganismos
aislados de muestras clinicas de pacientes hospitalizados
en estado critico infectados con COVID-19. Los
cuales desarrollaron bacteriemias y fungemias. Los
microorganismos aislados frecuentemente generan
las Infecciones asociadas a la atencién en la salud
(IAAS). La infeccién por coronavirus SARS-CoV-2
que produce la COVID-19 en el humano, un sindrome
respiratorio agudo y el tratamiento con corticosteroides
son inmunosupresores como la dexametazona y los
multiples antibidticos a fin de prevenir la coinfecciones
con baterias y hongos lo cual, propicié una mayor
reproduccion de ellos, tal como lo vemos en los
resultados obtenidos, y no solamente la coinfeccién
de 2 0 3 microorganismos por muestra clinica, sino el
hecho de ser microorganismos formadores e biopelicula,
aspecto que merece atencion ya que tiene impacto en
la aparicion de cepas resistentes, multirresistentes y
PAM resistentes.
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RESUMEN

Las bacterias que reducen la incidencia de enfermedades
de plantas causadas por fitopatégenos a menudo se
denominan antagonistas y son utilizados como agentes
de biocontrol en la agricultura. El presente estudio se
realizé en Mayo-Agosto del 2018, con el objetivo de
determinar el efecto antagoénico de Bacillus megaterium
sobre Rhizoctonia solani in vitro. Se utilizé un disefio
completamente al azar con dos factores: diluciones
bacterianas (10°-10°) y medios de cultivo (agar nutritivo,
ANy agar de papa dextrosa, PDA), con seis repeticiones.
Los tratamientos fueron cuatro (T1= testigo, sin inocular
el antagonista (B. megaterium), T2-T4 (10°-10~ diluciones
del antagonista). La variable respuesta fue la inhibicién
del crecimiento fungico a través del tiempo: 216 h en
PDA y 168 h para AN. Los datos fueron sometidos a
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de medias de
Tukey con un a=0.05. De acuerdo con los resultados
encontrados, el ANOVA present6 diferencias altamente
significativas para los medios de cultivo (P<0.000),
donde el andlisis de media demuestra que el AN fue
mejor que el PDA para el estudios de antagonismo. El
mayor efecto antagonico los presentaron el T2 y T3;
tanto en PDA como AN, siendo mayor en este tltimo
con 59.6y 60.2 % respectivamente a partir delas 72 h de
cultivo. B. megaterium puede representar una alternativa
como agente de biocontrol de hongos fitopatégenos
del suelo.

Palabras claves: Inhibicién micelial, agente de
biocontrol, fitopatégenos, antagonista

ABSTRACT

Bacteria that reduce the incidence of plant diseases
caused by phytopathogens are often called antagonists
and are used as biocontrol agents in agriculture. The
present study was carried out in May-Aug 2018, with
the objective of determining the antagonistic effect
of Bacillus megaterium upon Rhizoctonia solani in vitro.
A completely randomized design with two factors
was used: bacterial dilutions (10°-10"°) and culture
media (nutritive agar, AN and potato dextrose agar,
PDA), with six replications. The treatments were four
(T1 = control, without inoculating the antagonist (B.
megaterium), T2-T4 (10°-107, dilutions of the antagonist).
The response variable was inhibition of fungal growth
over time: 216 h in PDA and 168 h for AN. According
to the results found, the ANOVA presented highly
significant differences for the culture media (P <0.000),
where the mean analysis shows that the AN was better
than the PDA for the antagonism studies. The greatest
antagonistic effect was presented by T2 and T3; both in
PDA and AN, being higher in the latter with 59.6 and
60.2% respectively after 72 h of culture. B. megaterium
may represent an alternative as a biocontrol agent for
phytopathogenic soil fungi.

Key words: Mycelial inhibition, biocontrol agent, plant
pathogens, antagonist
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INTRODUCCION.

Las bacterias que reducen la incidencia de enfermedades
de plantas a menudo se denominan agentes de
biocontrol, mientras que aquellas que exhiben actividad
adversa o negativas hacia un patégeno se definen
como antagonistas (Beattie, 2007). Las interacciones
antagonicas pueden evaluarse mediante metodologias
tales como: la de agar doble capa y el ensayo de
inhibicién simultanea. Las bacterias producen sustancias
inhibidoras tales como: antibitticos, dcidos organicos,
sideréforos, antiftingicos y bacteriocinas. Entre los
géneros bacterianos mas estudiados que las producen
incluyen; Enterococcus, Lactococcus, Streptomyces, Bacillus,
Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia y Burkholderia (Cesa-
Luna et al., 2020).

Las bacterias del suelo que tienen actividad antagonista
contra los fitopatégenos, tienen una funcién importante
en el crecimiento de las raices, el crecimiento general
de las plantas y también su composiciéon depende de la
especie vegetal. El desmedido crecimiento poblacional
ha provocado el uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos, fungicidas y pesticidas, lo que representa
un grave riesgo para la productividad de las plantas
y la flora del suelo. Las rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas, se consideran més seguras
que los fertilizantes quimicos, ya que, son ecolégicos y
se mantienen mas tiempo después de la colonizacién
en el suelo rizosférico (Chandra et al., 2020).

Las enfermedades fangicas de las plantas son motivo
de gran preocupacion para la produccion agricola. Se
ha estimado que las pérdidas totales alcanzan el 25%
del rendimiento en los paises occidentales y casi el 50%
en los paises en desarrollo. De esto, un tercio se debe a
infecciones fungicas (Bower, 1999). R. solani ( R. solani
JG Khun) [Teleomorfo: Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk] es un patégeno importante del suelo con un estilo
de vida necrotréfico (Hussain & Khan, 2020; Mayo et al.,
2015). No obstante, estudios filogenéticos con secuencias
del ADN ribosomal nuclear (ITSy 28S), confirman que
R. solani es un complejo (Gonzalez-Hernéndez, 2002),
con més de 100 especies, que causa dafios severos a
diversos cultivos agricolas y horticolas econémicamente
importantes, asi como frutales en todo el mundo (Abbas,
Jiang y Fu, 2017; Druzhinina y Kubicek, 2005; Zheng et
al., 2013). Tiene un amplio rango de hospedadores y
distribucién, causa el tizén en maiz (Zea mays L.) e
incluye aislados uninucleados y binucleados, siendo

estos dltimos mas virulentos (Zhou et al., 2016) y en
el arroz (Oryza sativa L.), principalmente con grandes
pérdidas en todo el mundo (Zheng et al., 2013).

El uso de agentes de control biolégico surge como
una necesidad para reducir el uso de productos
quimicos dafiinos al ambiente, dando paso al uso de
microorganismos benéficos, los cuales controlan los
fitopatégenos y no dafian el ambiente, entre estos
se encuentran los géneros bacterianos: Rhizobium,
Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus y de hongos,
destacan los estudios de Trichoderma (Ezziyyani et al.,
2006). Se tienen registros de literatura de bacterias que
son capaces de reprimir el desarrollo de ciertos hongos
patogenos(Cordon & Haenseler, 1938). Una cepa (F)
sobresaliente de Bacillus subtilis, inhibi6 en un rango
de 50-100% los hongos fitopatégenos Fusarium sp., F.
equiseti y Alternaria alternata (Mendez-Ubeta, Flores
Hernandez, y Paramo-Aguilera, 2017).

El aumento del uso de productos quimicos para el
control de fitopatégenos se ha intensificado (Centurion
Belotto et al., 2013). La implementacién de métodos
de control alternativo, como seria el uso de agentes
de biocontrol, representan una opcioén ecolégica y
econdmica para el manejo de enfermedades ocasionadas
por hongos fitopatégenos.

Bacillus megaterium, es una bacteria formadora de
esporas aerdbica, aunque se considera un organismo
del suelo, también se puede encontrar en entornos
diversos como arrozales, alimentos secos, agua de mar,
sedimentos, peces y flora normal e incluso en miel de
abeja (Siura & Hiremath, 2019). Se ha sefialado que B.
megaterium produce acidos organicos los cuales tienen
la capacidad para solubilizar fosfatos, actta contra
contra patégenos como Sclerotium cepivorum que causa
pudricién blanca de la cebolla (Chen et al., 2006). El
presente trabajo busca determinar el efecto antagonista
de B. megaterium como potencial agente de biocontrol
contra el fitopatoégeno R. solani in vitro.

MATERIALES Y METODOS.

El presente estudio se realizé durante los meses de
Marzo-Julio del 2018 en el Laboratorio de Agroecologia
de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro
Unidad Regional Laguna.
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Material biolégico.

El antagonista, B. megaterium fue gentilmente
proporcionado por la M.C. Eduviges Cisneros Valdez
de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad
Juarez del Estado de Durango, Unidad Gémez Palacio.

El titopatégeno (Rhizoctonia solani), fue aislado de raices
de plantas de tomate, colectadas de la casa sombra No.
5 de la empresa comercializadora Vigo S.A. de C.V.
de Torreén, Coahuila, México. Se utiliz6 agar de papa
dextrosa (PDA) para su aislamiento y purificacion bajo
campana de flujo laminar IIB (Labconco, USA). La
caracterizacion se realiz6 de acuerdo con las claves de
identificacion de “Illustrated genera of imperfect fungi”
(Barnett y Hunter, 1972). Un aislado puro se conservo
en PDA y se sembro para los estudios posteriores. Una
vez terminados los ensayos, se esteriliz6 el material a
121 °C por 30 minutos y los residuos se desecharon para
manejo de residuos bioldgico infecciosos.

Ensayos duales en placa.
Crecimiento en medios de cultivo

Se realiz6 una curva de crecimiento de B. megaterium
mediante cultivo en caldo nutritivo y lectura de
densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de 600
nm en un espectrofotémetro ultravioleta visible (Velab,
Modelo VE-5600UV) (Acufa, Pucci, y Pucci, 2010).
De la misma forma, se realiz6é una regresion lineal
de la D.O, contra la cuenta en placa, determinada en
unidades logaritmicas, siendo ésta: Y=3.6709X +5.2058,
con coeficiente de regresion r= 0.984. Se utilizé una
densidad 6ptica de 1.3 y realizaron diluciones decimales
de 10°-10° equivalentes a 9.6 x 104 2 9.3 x 10° UFC mL-1
respectivamente.

Se prepararon los medios de cultivo agar nutritivo
(AN) y PDA (Bioxon, México), de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Se vaciaron cada uno de
ellos en cajas Petri de vidrio esterilizadas previamente
y se realiz6 el crecimiento tanto del hongo como la
bacteria en ambos medios. Se dejaron tres cajas Petri
sin abrir con finalidad doble: controles de crecimiento
y prueba de esterilidad del medio de cultivo y dos cajas
abiertas de medio durante el proceso de manipulacion
de muestras como control de esterilidad del area de
trabajo.

Se procedi6 a la siembra en los medios AN y PDA

con los tratamientos; T1 es el medio sin el cultivo del
antagonista (B. megaterium), T2-T4, se inocularon con
las diluciones 103-10° del antagonista en ambos medios
de cultivo. El fitopatédgeno se seleccioné de una caja
de PDA con cultivo de tres dias y desarrollo micelial
completo, con un sacabocado de 5 mm se obtuvieron
botones del hongo y se colocaron en las cajas Petri por
sextuplicado. Se incubaron a 23 °C por 3-5 dias.

Ensayo antagonico.

La capacidad de inhibicién del crecimiento fingico por
cepas de Bacillus sp. fue determinada de acuerdo con
Hung & Hoes, 1976. Brevemente, mediante un disco
de 5 mm de diametro de un cultivo puro del patégeno,
se coloco en el centro de la placa de Petri conteniendo
PDA o AN. La bacteria se sembr6 con las diluciones
correspondientes en toda la placa y se incubaron a 26
°C hasta 168 h. Se midi6 el didmetro del crecimiento
del fitopatégeno y se comparé con el control (T1), sin
antagonista. Para determinar el porcentaje de inhibicion
se utiliz6 la férmula propuesta por Vincent (1947),
Citada por (Chakrapani, Shina, Chanu, Chakma, &
Siram, 2020), los datos para su procesamiento, fueron
transformados a Arcoseno para el andlisis de varianza.

% de Inhibicion= ((DC-DT)/ DC) *100
Donde:

DC=Diametro promedio del crecimiento micelial del
control

DT= Didmetro promedio del crecimiento micelial del
tratamiento

Analisis de datos.

Los datos fueron analizados de acuerdo a un modelo de
efectos fijos y un disefio experimental completamente al
azar con dos factores (factor A= Tratamiento antagonico,
T2-T4 y factor B= Medios de cultivo, AN y PDA) con
seis repeticiones. Se realizaron analisis de varianza
(ANOVA) y pruebas de medias Tukey a un nivel de
significancia del 0.05. Los datos se procesaron mediante
el paquete estadistico Minitab 17.

Para el ANOVA de dos vias se consider¢ el siguiente
modelo estadjistico:

Y, =m+ai+bj+ (ab), +e,:
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para i=1,2,3,4:j=1,2;, K=1,2 ..6.

Donde:

Y,, = Valor observado del crecimiento micelilar de la
K-ésima repeticion con el i ésimo nivel de dilucién y el
j-ésimo nivel de medio de cultivo.

m= Efecto de la media general
ai = Efecto fijo del i-ésimo nivel de dilucioén
bj= Efecto fijo del j-ésimo nivel de medio de cultivo

(ab)ij = Efecto fijo del i-ésimo nivel de dilucion y el
j-ésimo nivel de medio de cultivo

eijk = Efecto del error aleatorio

RESULTADOS Y DISCUSION.

Como sefala Baker (1987), el control de enfermedades
causados por fitopatégenos con la presencia de
antagonistas es igualmente eficaz y menos costosa que
el uso de productos quimicos. Es critico no pasar por
alto que estos tltimos se han desarrollado durante los
altimos cien afios por grandes corporaciones, pero el
uso de antagonistas lleva tan solo 25 afios y su uso ha
sido respaldado por intereses comerciales. Del presente
estudio se destacan los siguientes resultados

35.0

30.0

20.0

Inhibicionde Crecimiento micelial (%)

24 48 72

Inhibiciéon en medio de cultivo PDA.

De acuerdo con la Figura 1, se observa claramente
que los tratamientos T2 y T3 fueron maés efectivos que
T4 respecto a la capacidad antagénica que mostré B.
megaterium utilizando como medio de cultivo PDA. Sin
embargo, sus porcentajes de inhibicién alcanzaron un
maéximo aproximado del 38% a 96 h de cultivo, para
posteriormente disminuir su capacidad antagoénica. El
T4 fue inefectivo, debido a la baja concentracién de B.
megaterium presente en el medio.

De acuerdo con los resultados de ANOVA (Cuadro 1), se
encontraron diferencias altamente significativas de las
48-72 h entre los medios de cultivo, lo que indica que el
medio PDA, tiene influencia sobre los resultados a pesar
de que en estudios previos resultados no reportados, la
cinética de crecimiento del antagonista es similar tanto
en PDA como en AN. S6lamente se encontro diferencia
estadistica del crecimiento micelial a 48 h de cultivo. Por
lo tanto, usar T2 o T3, tiene significado en términos de
carga bacteriana.

El anélisis de varianza a través del tiempo (Cuadro
1), muestra que existe un efecto del medio de cultivo
durante 48 h y 72 h, sin efecto de los tratamientos, sin
embargo, a partir de las 96 h, el efecto de tratamiento
es significativo (P<0.05) y altamente significativo de las
144-168 h, representando un efecto de accién antagonica
prolongado y efectivo sobre el fitopatégeno R. solani e

%6 120 144

Tiempo de incubacion (horas)

—T2 w=T3 T4

Figura 1. Comportamiento de la accién antagénica de B. megaterium en la inhibicién del
crecimiento microbial in vitro de R. solani con los tratamientos (T2-T4), con respecto al
testigo (T1), durante 168 h de incubacién, utilizando PDA como medio de cultivo.
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Cuadro 1. Evolucién de la significancia estadistica del andlisis de varianza para la
inhibicién del crecimiento micelial de R. solani producto del antagonista B. megaterium en
dos medios de cultivo, con seis repeticiones.

Tiempo de incubacion (horas)

Fuente 48 72 96

Tratamientos NS NS *

*% %

Medios NS

120 144 168
* % X%
** NS NS

Repeticion NS NS NS

*% Ak *k

Nivel de significancia probabilistico: * Signficativo al 0.05 %; ** altamente Significativo 0.01 %; NS, No Significativo

importante para el desarrollo del cultivo. Por otra parte,
en lo que respecta a los medios, donde las repeticiones,
pudieran ser un factor que contribuya, para futuros
estudios, serd pertinente incrementar el nimero de
repeticiones a 10 o de ser posible a 15, a fin de minimizar
variabilidad de datos.

Los anélisis de medias, indican diferencia significativas
entre los tratamientos, donde alas 72 h de cultivo (Cuadro
2);en PDA, la menor inhibicién del hongo fue en T4 con
un 4.8% mientras que en T2 y T3, fueron similares con
inhibicién del 30.9 y 32.7 % respectivamente, destacando
que T3 fue diferente después de este tiempo.

Inhibicién en medio de cultivo AN.

Como se pueden observar en los resultados de la Figura
2, es evidente que el ensayo in vitro empleando este
medio de cultivo tuvo un efecto significativo. E1 T2
tiene un efecto de inhibir el crecimiento micelial del
hongo desde las 24 horas, posteriormente lo hacen
los tratamientos T3 y T4, evidenciando el efecto de la
80.0

30.0

20.0

Inhibicion crecimiento micelila (%)

10.0

0.0
24 a8 72

concentracion microbiana sobre la supresiéon del micelio.
Se puede asi mismo observar, que T2 fue eficiente a
través del tiempo y se mejora su capacidad de inhibir
el crecimiento del micelio. Es por lo tanto importante
definir la concentracién apropiada del in6culo para el
éxito del antagonista.

El ANOVA (Cuadro 1), demuestra la diferencia
estadistica de los medios de cultivo a partir de las 24-48
h, donde el AN sobresale significativamente (P<0.001),
los tratamientos muestran las diferencias a las 96 h
(P<0.05), como ya se menciono resulta de interés por
el efecto inhibitorio a través del tiempo.

Como todos sabemos, el AN es un medio general para el
crecimiento de bacterias, de igual manera el PDA los es
para los hongos en general, lo que pudiera ser una razén
de las discrepancias de porqué el hongo crecié mas en
PDA y menos en AN, a pesar de haberse demostrado que
B. megaterium, crece de manera similar en PDA y AN,
asumiendo que, pudiera ser la liberacién de sustancias

96 120

Tiempo de Incubacion (Horas)

—T2 T3 ==T4

Figura 2. Comportamiento de la accién antagénica de B. megaterium en la inhibicién del
crecimiento microbial in vitro de R. solani con los tratamientos (T2-T4), con respecto al
testigo (T1), durante 168 h de incubacién, utilizando AN como medio de cultivo.
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vitro en dos medios de cultivo durante 168 h de cultivo*.

Tiempo (h)
Tratamientos | 24 48 72 96 | 120 | 144 | 168

PDA

T2 0.0** | 13.4> | 30.90 | 28.1b | 25.00 | 18.2b | 12.2b

T3 0.0 | 32.3¢ | 32.7> | 36.8> | 33.0> | 23.9% | 17.8P

T4 0.0 | 0.0 | 482 | 232 | 0.0= | 0.0 | 0.02
AN

T2 28.6 | 37.5b | 59.6 | 61.7> | 67.9b | 72.4< | 73.9¢

T3 0.0 |323v | 60.2> | 57.90 | 62.4> | 58.9b | 59.0b

T4 0.0 | 0.32 | 4552 | 49.6a | 48.92 | 43.1a | 45.42

*Columnas que presentan la misma letra no difiereren estadisticamente (P=0.05) en el medio de cultivo

correspondiente.

por parte del fitopatégeno el que limite el desarrollo del
antagonista en el PDA, caso contrario, el AN pudiera
tener efecto en el crecimiento, pese a que cuando crecioé
solo el fitopatogeno lo hizo apropiadamente.

Bacillus megaterium, se identific6 por primera vez hace
mas de 100 afios y es una curiosidad en el presente,
debido a su fisiologia y enzimas inusualmente ttiles,
tiene importancia econémica debido a la producciéon
de enzimas comercialmente importantes como la
penicilina amidasa, la esteroide deshidrolasa, la amilasa
y productos como el acido hidroxil citrico (HCA),
durante su ciclo de crecimiento (Siura & Hiremath,
2019). Se ha reportado que el metabolito secundario
presente en el filtrado de cultivo de la cepa de B. subtilis
HussainT-AMU, present6 un efecto significativo contra
el patoégeno R. solani y se observé un aumento en el
rendimiento de tubérculos de papa y el crecimiento
de las plantas. La reduccién en la incidencia de la
enfermedad fue de hasta el 71% y el 50% en condiciones
de maceta y campo, respectivamente (Hussain & Khan,
2020). El presente estudio, alcanzé con B. megaterium
hasta un 73.9% de inhibicion del crecimiento del
patégeno bajo condiciones de laboratorio en AN a
las 168 h. Por otra parte, Ashwini y Srividya (2014),
encontraron que B. subtilis suprime el crecimiento de
Colletotrichum gloeosporioides OGC1 en cultivo liquido
dual. Asi mismo, en un estudio con Bacillus pumilus
JUBCHOS, se encontré un 45% de antagonismo contra el
hongo fitopatoégeno Fusarium oxysporum (Bhattacharya,
Das, Samadder, & Rajan, 2016). En nuestro estudio
los porcentajes resultaron claramente superiores a

los anteriores, el efecto puede ser probablemente a la
accion de la produccion de glucanasas, proteasas o
quitinasa, asi como sideréforos, como se ha demostrado
por (Figueroa-Lopez et al., 2016). Dicha actividad ya
se ha demostrado que puede causar deformaciénde e
inhibicién de las hifas fangicas (Ashwini and Srividya,
2014). En otro reporte, los resultados concuerdan con
los con los nuestros y para B. megaterium es factible
actua como agente de biocontrol de la pudricion de
la corona y raiz de plantas de tomate, ocasionada por
Fusarium oxysporum (Omar, O Neill, & Rossall, 2006). En
otro estudio en el que se aislaron 42 cepas bacterianas
de Bacillus, Pseudomonas y Paenibacillum, las cuales
inhibieron el crecimiento de F. verticillioides (> 45%
de inhibicién), destacdndose B. megaterium (B5), B.
cerus (B25) y Bacillus sp. (B35) con los mejores efectos
antagonicos (Figueroa-Lopez et al., 2016).

Es importante el resultado encontrado, dado que el
hongo es causante del marchitamiento de la plantulas
a nivel de semilleros, por lo tanto, se pudiera utilizar
a B. megaterium como agente antagonista y reducir
las pérdidas econémicas en los invernaderos y para
diferentes hortalizas. Sin embargo, se requiere de
continuar realizando ensayos a nivel de invernadero y
demostrar el efecto que se encuentra in vitro.

CONCLUSIONES.

La dosis infectiva de B. megaterium, utilizada en este
trabajo es menor a la aplicada de los estudios de otros
modelos, y su concentracién fue 9.3 x 10° UFCmL",
utilizando como in6culo, 100 pL de muesta por placa.
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Del presente estudio se destaca que, los tratamientos e
T2 y T3 fueron superiores en AN, llegando hasta un
73.9 % (T2) con 168 h de incubacion, lo que apoyaria a
que, B. megaterium es un agente de biocontrol potencial
contra R. solani.
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RESUMEN

Alternaria ha sido reportado como un patégeno
oportunista en sujetos inmunodeprimidos, con
trasplantes o sanos, asi como causante de alergias,
enfermedades respiratorias y padecimientos de la piel.
Este hongo no presenta dimorfismo, y sus mecanismos
de infecciéon mediados por enzimas en mamiferos han
sido poco estudiados. El objetivo del presente trabajo
fue determinar la capacidad proteolitica de Alternaria en
un medio sélido como un indicador de patogenicidad.
Se obtuvieron muestras ambientales de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca en la fraccion de PM, ;
de las cuales, se aisl6 y purificé Alternaria bajo el método
de transferencia repetida; para hacer la evaluacion de
la actividad proteolitica se utiliz6 un medio con caseina
como inductor, y se calcul6 el indice Enzimético para
establecer una comparacion entre aislados. Asimismo,
se utiliz6 el andlisis de correlacién de Pearson entre la
cantidad de propédgulos (esporas o fragmentos de hifas
que germinaron y produjeron colonias) con parametros
ambientales, identificando el grado de asociacion entre
ambos. Se obtuvieron diversos géneros cosmopolitas
y se purificaron 33 aislados del género Alternaria, que
mostraron en primavera una correlacion positiva con
direccién del viento y en verano con humedad relativa.
De acuerdo con su capacidad proteolitica, se determiné
que los aislados mostraron diferencias significativas;
siendo los de mayor actividad los aislados 10, el 13 y el
25. Los resultados obtenidos sugieren que los aislados
de Alternaria de la Zona Metropolitana del Valle de
Toluca, cuentan con proteasas que les permitirian
penetrar hospedantes susceptibles.

Palabras Clave: Alternaria, PM
protedlisis.

,5 bioaerosoles,

ABSTRACT

Alternaria has been reported as an opportunistic
pathogen in immunosuppressed, transplanted,
or healthy subjects, as well as a cause of allergies,
respiratory diseases and skin conditions. This fungus
does not present dimorphism, and its mechanisms of
infection mediated by enzymes in mammals have been
little studied. The objective of the present work was to
determine the proteolytic capacity of Alternariain a solid
medium as an indicator of pathogenicity. Environmental
samples were obtained from the Metropolitan Area of
the Valley of Toluca in the fraction of PM, ; of which,
Alternaria was isolated and purified under the repeated
transfer method in order to evaluate the proteolytic
activity, a medium with casein as an inducer was used,
and the Enzyme index was calculated to establish a
comparison between isolates. Likewise, Pearson's
correlation analysis was used between the number of
propagules (spores or hyphal fragments that germinated
and produced colonies) with environmental parameters,
identifying the degree of association between both.
Various cosmopolitan genera were obtained and 33
isolates of the genus Alternaria were purified, which
showed a positive correlation with wind direction in
spring and with relative humidity in summer. According
to their proteolytic capacity, it was determined that
the isolates showed significant differences; the most
active ones being isolates 10, 13 and 25. The results
obtained suggest that the Alternaria isolates from the
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Metropolitan Area of the Toluca Valley have proteases
that would allow them to penetrate susceptible hosts.

Keywords: Alternaria, PM, ,, bioaerosols, proteolysis.

2.5

INTRODUCCION

La contaminacién atmosférica es una alteracion de
la composicion fisica, biolégica y quimica del aire.
Entre los constituyentes que se hallan en la misma, se
encuentra material particulado PM, ,, que son particulas
con didmetro aerodinamico menor o igual a 2.5 pmy
PM,, particulas con didmetro aerodindmico menores o
iguales a 10 pm y mayores a 2.5 pm, el cual comprende
a los Bioaerosoles, particulas de origen biolégico, en
los que se pueden encontrar bacterias, virus, hongos,
polen y en general cualquier resto de microorganismos
(Janssen et al., 2021; Caballero-Segura et al., 2005). Las
particulas que se encuentran en el tamafo de 2.5 pm
tienen la capacidad de causar diversas enfermedades e
incluso la muerte (Imran Burhan y Ali, 2021; Andersen
et al., 2012).

El tamafio de las particulas es muy importante porque
de él depende la facilidad para ingresar al hospedero.
Las particulas mayores a 10 pm se depositan en las fosas
nasales y la garganta, mientras que a las menores a 10
pm se les conoce como fraccién tordcica o inhalable y
pueden llegar a penetrar hasta el tracto respiratorio;
en cuanto a las particulas finas de 2.5 pm, tienen la
posibilidad de llegar hasta los bronquiolos y alvéolos,
con la posibilidad de incorporarse al torrente sanguineo
y ocasionar dafios a la salud (SEDEMA, 2014).

Entre esas particulas que oscilan entre 10 y 2.5 pm se
encuentran las esporas de diversas especies de hongos,
que estan frecuentemente en el ambiente, capaces
de afectar vegetales, animales, habitar en el suelo y
permanecer por largos periodos en el aire, tal es el
caso de Bipolaris, Curvularia, Ulocladium, Cladosporium
y Alternaria (Srinivasan et al., 2020; Silva-Barreto et al.,
2011). Estos dos tltimos géneros con gran importancia
para la salud debido a sus concentraciones en aire y su
potencial alérgeno (Gonzalez-Diaz et al., 2016; Grinn-
Gofron y Rapiejko, 2009). Alternaria es un ascomiceto
perteneciente a la familia Pleosporaceae y su impacto
se debe a sus caracteristicas como fitopatégeno, que
coloniza todos los estadios de las plantas susceptibles;
sin embargo, en los ultimos afios las afecciones en
mamiferos causadas por este hongo se han hecho mas
frecuentes, afectando incluso a humanos, debido a

su capacidad para adaptarse a diversos ambientes y
sustratos.

Las primeras menciones de las afectaciones de Alternaria
en patologia humana de acuerdo con la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica datan de 1929 en las que Montpellier et
al., lograron aislarlo de un nédulo granulomatoso
subcutdneo en el pie de un nifio argelino. Henrici et al.,
(1947) lo recuperaron de una lesién en la piel y sugirieron
que podria ser causa de lesiones supurativas benignas
en humanos. Alternaria ha sido reconocido como agente
causal de feohifomicosis (Chhonkar et al., 2016; Gomes
et al., 2011; Ramos-e-Silva et al., 2010) afectando a sujetos
con VIH, inmunideprimidos, con trasplantes, rinitis y
otras enfermedades respiratorias (Percopo ef al., 2020;
Liu et al., 2016; Konidiaris et al., 2013; Shakurnia et al.,
2013; Fuiano y Fusilli, 2012). También se ha reportado
en casos de rinoconjuntivitis (Ma et al., 2018; Vacher et
al., 2015; Mimura et al., 2014) y en personas sensibles a
la presencia del hongo (Chakraborty et al., 2014), por su
potencial alérgeno (Chul-Park et al., 2019; Grinn-Gofrén
y Rapiejko, 2009).

En los ultimos afios, Alternaria ha sido aislado de
pacientes con onicomicosis, queratomicosis con
traumatismos cornéales o quirargicos y feohifomicosis
subcutdnea por traumatismos causados por espinas,
astillas, ramas o agujas (Iturrieta-Gonzalez, 2019; Hu et
al., 2015; Srinavasan et al., 2004) e incluso de individuos
con COVID-19 (Khatiwada y Subedi, 2020; Hosseini et
al., 2020b; Xiang et al., 2020; Soltani et al., 2021; Vilela de
Oliveira et al., 2021). Ineludiblemente el impacto de los
bioaerosoles en la vida actual ha sido desafortunado,
afectando en gran medida al personal responsable de
las areas medico sanitarias, asi como a las poblaciones
mas vulnerables. Por ello, resulta indispensable estudiar
e investigar las rutas de accién y propagacion de estos
microorganismos.

Si bien, debido a la pandemia se ha visibilizado la
posible vulnerabilidad del sistema sanitario, asi
como la facilidad con la que se puede danar algtn
eslabén del sector salud, nos amplia el panorama
para evitar escenarios con infecciones ocasionadas
por microorganismos oportunistas. En este momento
se conoce que el patrén de la enfermedad durante la
pandemia esta vinculado a la presencia de bacterias y
hongos que en algunos casos desencadenan cuadros
infecciosos severos (Hosseini et al., 2020b). Salehi et
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Figura 1. Sitios de muestreo en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca. Cada punto
corresponde a una estaciéon de muestreo: San Mateo Atenco, Aeropuerto, San Cristébal

Huichochitlany Oxtotitlan.

al., 2020 y Chowdhary et al., 2020, mencionan la
presencia de hongos en las zonas orofaringeas,
pulmonares, intestinales, nasales, oculares y en
torrente sanguineo, en muchos de estos casos clinicos
se encuentra documentada la presencia del género
Alternaria (Khatiwada y Subedi, 2020; Hosseini et al.,
2020%; Xiang et al., 2020; Soltani et al., 2021; Vilela de
Oliveira et al., 2021).

Pocos estudios han considerado a Alternaria como
poseedor de un sistema proteolitico que podria
servir como parte del mecanismo de patogenicidad
en mamiferos. Alternaria es un saprobio, mientras
que los patoégenos verdaderos son dimérficos cuando
infectan animales, ya que forman blastosporas una
vez que penetraron en el hospedante, entre otras
estrategias de infeccién. Mientras que la fase micelial,
se caracteriza porque el hongo presenta abundantes
hifas generalmente con gran cantidad de esporas o
conidios que facilitan la adherencia y penetraciéon
del huésped (Shin et al., 2020; Clinica Universidad de
Navarra, 2013). Aun no se sabe con precisién cudles
son los mecanismos que posee, pero Alternaria puede
parasitar reptiles y mamiferos, incluyendo humanos;
de ahi que sea necesario el estudio de las proteasas,
ya que hasta el momento, no se ha demostrado si
podrian jugar un papel importante dentro del proceso
de infeccién del hongo (Wu et al., 2020; Lopez-Llorca
etal., 2002), teniendo presente que la penetracién de
cada grupo de microorganismos estd determinada

por propiedades intrinsecas como patogenicidad,
virulencia, dosis infectiva, capacidad de propagacion
y barreras bioldgicas (Mejia-Gochez, 2020).

MATERIAL Y METODO
Muestreo

Los aislados de Alternaria utilizados en éste estudio se
obtuvieron de la atmésfera de la Zona Metropolitana
del Valle de Toluca. El material biolégico se colecté en
cuatro estaciones de monitoreo (Figura 1), ubicados
en San Mateo Atenco (19° 16" 49.5” N, 99° 32" 30.0”
W, Av. Hacienda de Tres Marias No. 260, Col. Santa
Elena, (dentro de las instalaciones del tanque elevado
de OPDAPAS) C.P. 52100, San Mateo Atenco, Méx.),
Aeropuerto (19° 20" 4.41” N, 99° 34’ 26.3” W, Calle
Enedino Arevalo Alanis s/n, esq. Boulevard Miguel
Aleman, Parque Industrial Exportec II, San Pedro
Totoltepec, (dentro de las instalaciones del Centro
Nacional de Capacitaciéon y Adiestramiento de la
Cruz Roja Mexicana), C.P.54080, Toluca, Méx.),
San Cristébal Huichochitlan (19° 19" 38.0” N, 99°
38 3.44” W, Calle Paseo de la Luz s/n esq. Manuel
Hinojosa Giles, San Cristébal Huichochitlan, (dentro
de la Escuela Primaria "Manuel Hinojosa Giles"),
C.P. 50100, Toluca, Méx.) y Oxtotitlan (19° 17" 0.40”
N, 99° 41" 0.56” O, Calle Lago Caimanero No. 500
esq. Laguna de la Asuncién, Col. Nueva Oxtotitlan,
(dentro de la Escuela Primaria "Carmen Serdan"),
C.P. 50100, Toluca, Méx.) pertenecientes a la Red
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Automatica de Monitoreo Atmosférico del Valle de
Toluca (RAMAT). Los muestreos se realizaron cada
quince dias, de abril de 2014 a enero de 2015, siendo
parte de la primera fase del proyecto “Estudio de
microcontaminantes atmosféricos como factores de

riesgo a la Salud de la Poblacién”, financiado por SEP-
CONACYT, con namero 256751, mismo que concluira
en el 2022.

Para la obtencién de colonias fingicas, se utilizaron dos
métodos (Figura 2):

1.- Impactacién directa en cajas Petri, con agar rosa
Bengala adicionado con ciprofloxacino (500 mg/L)
colocados en la parte superior de la caseta de la estacion
de monitoreo (aproximadamente 2.5 m del nivel de la
calle.). Las cajas Petri se expusieron durante 30 min y
se incubaron a 28°C, durante 3 a 5 dias para obtener
unidades formadoras de colonias fungicas presentes
en los sitios de estudio.

2.- Toma de filtros, se utilizaron muestreadores de
tipo activo y medio volumen (TCR-TECORA) para
colectar la fraccion de PM, ; con filtros de teflon de 47
mm de didmetro. Los aparatos se programaron para
que muestrearan durante 24 h de manera simultanea,
transcurrido el tiempo los filtros se trasladaron al
laboratorio en condiciones para material biol6gico
(material contenedor estéril y en cadena de frio) y
se sometieron a seis lavados acumulativos con 1 mL
de Tween 80 al 0.05%. La suspensién resultante se
centrifugé a 13,000 rpm durante 25 min, obtenida la
pastilla, el concentrado se resuspendié nuevamente en
1 mL de Tween 80y se depositaron 100uL en cajas Petri
con agar rosa Bengala adicionado con ciprofloxacino
(500 mg/L). Estas se incubaron a 28°C de 3 a 5 dias.

Parametros meteorolégicos

Estos fueron obtenidos de la Red Automatica de
Monitoreo Atmosférico de la Zona Metropolitana del
Valle de Toluca (RAMAT), se consider6 el promedio
diario para temperatura del ambiente, humedad relativa
y direccién del viento de los dias en que se tomaron
las muestras de PM, , en cada una de las estaciones de
este estudio.

Identificacién macro y micromorfolégica

De los aislados obtenidos por impactacién directa y
de los filtros, las colonias presentes se identificaron

a nivel de género, tomando en cuenta su macro y
micromorfologia. La identificacién se llevo a cabo
utilizando las claves taxonémicas de Watanabe, 2002;
Barnett y Hunter, 1998; Barron, 1968. La ubicacion
taxonomica de los géneros encontrados, se realiz6 con
la base de datos MycoBank (International Mycological
Association, 2016), basada en el Cédigo Internacional de
Nomenclatura Botédnica (ICBN). Para la cuantificacion
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se utilizé
un contador de colonias tipo Quebec (Sol-Bat México)
y la informacion se registré en una base de datos por
estacion de monitoreo, época anual y fecha de muestreo.

Aislamiento y purificacion de Alternaria en agar papa
dextrosa

Para la purificaciéon de los aislados de Alternaria se
utilizé agar papa dextrosa (PDA) a una proporciéon en
g/L:agar 15, dextrosa 20, papa natural 300; favoreciendo
asi la esporulaciéon y la producciéon de pigmentos
caracteristicos de algunos dermatofitos (Leslie y
Summerell, 2006; Frank et al., 1993). El aislamiento se
realiz6 por transferencia repetida (Cafiedo y Ames,
2004).

Determinacién de actividad proteolitica

La determinacion se realiz6 en un medio de
amortiguador de fosfatos con leche descremada Svelty®
(Nestlé, México) como sustrato e inductor ya que posee
practicamente todos los aminoacidos (en g/L: leche
descremada 20, agar 16, fosfato monobésico de sodio
27.8 y fosfato dibasico de sodio 71.7) (Bonifaz-Trujillo,
2012). Para este procedimiento, se hizo un pozo de 0.4
cm en el centro de cada caja de Petri con el medio con
inductor y se coloc6 una suspensién de conidios de cada
aislado a probar, ajustada a 1 x 10 Se trabajé con tres
lotes experimentales con 9 réplicas cada uno, los cuales
fueron sembrados en dias diferentes, todos los ensayos
se incubaron a 28 °C. Se midi6 el crecimiento radial de
las colonias y el didmetro de los halos de protedlisis cada
24 h hasta las 72 h, debido a que son consideradas como
las horas criticas en las que el patégeno logra penetrar
en el huésped.

Los halos de degradacién de los aislados fueron medidos
utilizando la metodologia de Pedroza et al., 2001 y
Cruz-Ramirez et al., 2012 modificadas, brevemente, el
didmetro mayor y menor del halo asi como de la colonia,
se midieron. Los halos se consideraron como una sefal
de que el hongo esta expresando enzimas extracelulares
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al utilizar la leche descremada. Posteriormente, se
determind el indice Enzimatico (IE=x del didmetro del
halo/ x del didmetro de la colonia), para establecer una
comparacioén entre aislados. Las proteasas asociadas a
un patégeno solo pueden ser definidas bajo un contexto
dependiente de las condiciones para la viabilidad del
mismo, por lo que el crecimiento de los aislados en medio
de cultivo, fue primordial para el estudio.

Analisis estadisticos

Se realiz6 una prueba de correlacién de Pearson entre
la presencia de Alternaria y los pardmetros ambientales,

Actividad proteolitica de Alfernaria spp.
obtenidos en la Zona Metropolitana del

Valle de Toluca, México.
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Figura 3. Clasificacion taxonémica de géneros fangicos encontrados en el Valle de Toluca
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RESULTADOS

Géneros encontrados en la Zona Metropolitana del
Valle de Toluca

Las muestras obtenidas por ambos métodos (impactaciéon
y filtros) provenientes de la Zona Metropolitana del
Valle de Toluca mostraron diversos géneros fingicos,
obteniendo la mayor cantidad por impactacion, durante
el muestreo que comprendi6 tres de las cuatro estaciones
anuales (primavera, verano y otofio). A pesar del gran
namero de géneros fngicos encontrados durante el
estudio, los muestreos no. 1 (24 de abril), no. 10 (29 de
agosto) y no. 16 (5 de noviembre) no registraron presencia
de colonias fangicas, obteniendo al final 18 muestreos, en
los que se encontraron 102 géneros fungicos (Figura 3).
Los mas abundantes fueron Aspergillus (24%), Penicillium
(18%), Cladosporium (15%), Fusarium (9%) y Alternaria
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de colonias de Alternaria en las diferentes

(4%); equivalentes al 70% de la abundancia total, mientras
que los géneros restantes representaron el 30%. Respecto
a los sitios de monitoreo, Alternaria estuvo presente en
las cuatro estaciones de muestreo durante todo el afio,
se registr6 un total de 176 UFC/ano, de las cuales un
33% se encontré en la estacion de San Cristébal, el 31%
en Aeropuerto, el 28% en San Mateo y el 8% restante, se
concentr6 en Oxtotitlan (Figura 4).

Correlacion entre Alternaria y los parametros
ambientales

Los parametros humedad relativa y velocidad del viento
mostraron tener mayor relaciéon con la presencia de
Alternaria en las estaciones pero en diferente época del
afno. En primavera, Alternaria tuvo una relacion positiva
con el parametro direcciéon del viento, con unar=0.8 y una
r’=0.6, mientras que en los otros pardmetros ambientales
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Tabla 1. indice Enzimatico de los 33 aislados de Alternaria, durante las primeras 24, 48 y 72 horas de cultivo en
medio adicionado con leche descremada.

Cepa 24 horas 48 horas 72 horas Promedio
1 13 13 1 122
2 13 13 1 12*
3 13 13 11 1.23%
4 1.6 0.9 0.9 1.13*
5 15 11 13 1.3*
6 15 1 1 1.16*
7 12 1.2 1 1.13*
8 15 15 11 1.36%
9 13 13 11 1.23%

10 1.6 1 1 1.2 3be
11 1.6 1.2 13 1.36°
12 1.9 la la 1.3*
13 1.6 1.2 12 1.33%
14 1.2 1.1 11 1.13*
15 13 1.2 12 1.23%
16 15 1.2 12 1.3*
17 12 1 1 1.06*
18 1 1 11 1.03*
19 15 1.2 1 1.23*
20 11 1 1 1.03*
21 14 11 11 12*
22 15 0.6 1 1.03*
23 14 1 0.9 117
24 1.6 1 1 12*
25 17 1 1.6 1.43%
26 1 1 1 12
27 1 1 1 12
28 12 1 1 1.06*
29 12 11 11 1.13*
30 12 1 1 1.06*
31 12 1.2 11 1.16*
32 13 11 1 1.13*
33 12 1.2 11 1.16*

Los valores presentados son promedios de tres lotes de 9 unidades experimentales cada uno. Letras diferentes

indican diferencias significativas (p<0.0001).
su relacion fue negativa. En verano, Alternaria mostré Actividad proteolitica
tener una relaciéon positiva con humedad relativa
con una r=0.9 y una 1>=0.9, en relacion con los demés A partir de los 18 muestreos, se obtuvieron 178 aislados
parametros ambientales, estos mostraron una relacion de Alternaria de los cuales solamente se lograron
negativa. Finalmente en otofio, Alternaria no mostrd purificar 33 en PDA (25 obtenidas por impactacion

relacion significativa con los pardmetros de interés directay ocho enlos filtros de teflon) por el método de
(Figura 5). transferencia repetida; una vez obtenido el cultivo puro,

los aislados fueron utilizados para la determinacién de
la protedlisis. En general a las primeras 24 h se apreci6
la formacién de un halo pequefio asi como la aparicion
de diminutas manchas oscuras caracteristicas de las
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colonias de Alternaria; lo que indicé la germinacién de
los conidios; para este dia los halos midieron a entre 0.8
a lecm de didmetro y las colonias entre 0.6 y 0.8 cm de
diametro. A las 48 h se observo un halo mas diferenciado
y el crecimiento de la colonia mostré un aumento, para
este segundo dia los halos midieron entre 1.1 a2 cm de
didmetro y las colonias entre 0.8 y 2.5 cm de didmetro.
Finalmente, a las 72 h el incremento de los halos y de las
colonias fue notorio; para el tercer dia los halos midieron
entre 2.1y 3.1cm de didmetro, mientras que las colonias
entre 0.8 y 2.8 cm de didmetro (Tabla 1).

Los valores presentados son promedios de tres lotes de
9 unidades experimentales cada uno. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.0001).

Con relacioén a los datos obtenidos del Indice Enzimatico
se encontraron diferencias significativas entre la
capacidad enzimatica de los 33 aislados p<0.0001. Se
realiz6 también la comparaciéon multiple de pares Tukey-
Kramer; donde nuevamente aparecieron diferencias
significativas y se delimitaron de tres grupos (A, AB
y ABC).

El aislado no.25 fue el que presenté el promedio mas
alto en capacidad proteolitica (Grupo A; IE: 1.43).
Mientras que los aislados No.10 (Grupo ABC; IE: 1.20)
y No.13 (Grupo AB; IE: 1.33) mostraron una capacidad
enzimética similar. Los de menor actividad fueron la
18, 20,26 y 27 con un IE: 1 (Tabla 1).

DISCUSION

La Zona Metropolitana del Valle de Toluca ha
presentado una modificacién en sus actividades
econdmicas en los altimos afios, ya que pas6 de ser
una economia sustentable rural a una industrial y de
servicios, trayendo como consecuencia el incremento de
particulas dafiinas en el aire, aumentando las emisiones
a la atmosfera y la contaminacién. Los géneros més
abundantes encontrados durante toda la campafa
de los 18 muestreos fueron Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Fusarium y Alternaria; son considerados
cosmopolitas y de gran abundancia en todo el mundo
(Rodriguez-Goémez et al., 2019; Sanchez-Espinosa y
Almaguer-Chéavez, 2014; Almaguer y Rojas-Flores, 2013;
Sharma et al., 2011), lo que se confirmé al obtener el 71%
del total de registros durante el muestreo realizado en
2014-2015 en la primera fase del estudio en la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca.

Asimismo, la presencia de estos géneros puede estar
vinculada con enfermedades respiratorias, alergias,
asma, conjuntivitis y diversos padecimientos de
la piel o respiratorios (Imran-Bukhary y Ali, 2021;
Gonzélez-Diaz, 2016; Castellanos-Moguel et al., 2013).
Frecuentemente los casos de asma alérgica son de
etiologia fangica, dominados principalmente por
géneros como Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium. La Sociedad de Alergologia e Inmunologia
Clinica de Espafia, menciona que los sintomas alérgicos
mas comunes son rinoconjuntivitis con 55.5% y asma
28%, siendo la causa principal el polen, epitelios de
animales y esporas de hongos (Tsitsi-Pfavayi et al., 2021;
Rendueles, 2015).

En este estudio, Alternaria mostro estar relacionado
positivamente con los parametros direcciéon del
viento (r= 0.8) y humedad relativa (r=0.9), durante el
periodo de primavera y verano lo que pudo favorecer
a este género en dichas épocas del afo. Hosseini et al.,
(2020a) encontraron que la lluvia beneficia la liberacion
de esporas, pudiendo explicar la relacion entre las
condiciones ambientales de verano y la humedad
relativa, mientras que las condiciones ambientales
para primavera y la relacién con la direcciéon del
viento, podrian estar ligadas a las corrientes de aire
predominantes en el Valle de Toluca que van del Sureste
al Oeste durante todo el afio, favoreciendo la dispersion
de contaminantes (Gobierno del Estado de México,
2005).

En cuanto a las pruebas de capacidad proteolitica,
Alternaria mostré tener efecto de tratamiento, tanto
estadisticamente como por aspecto del halo. Existe mucha
documentacién acerca de la patogenicidad de Altenaria
y sus alteraciones en plantas, asi como el registro de
innumerables casos clinicos de afecciones ocasionados
a humanos y algunos animales (Iturrieta-Gonzélez
et al., 2019; Liu et al., 2016; Chakaraborty et al., 2014;
Sec¢nikova et al., 2014; Shakurnia et al., 2013; Konidiaris
etal., 2013; Gomes et al., 2011); sobre todo en organismos
inmunodeprimidos o vulnerables (Khatiwada y Subedji,
2020; Hosseini et al., 2020b; Xiang et al., 2020; Soltani et
al., 2021; Vilela de Oliveira et al., 2021). La informacién
disponible solo se remite al registro de los casos, por
lo que hay muy poca documentacién conocida o
estudiada de las enzimas asociadas, mecanismos de
accion y protocolos para su estandarizacion. Saprofitos
comunes como Chrysosporium, Fusarium, Aspergillus,
Scopulariopsis, Curvularia y Alternaria poseen actividades
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enzimaticas complejas que les permiten utilizar la REFERENCIAS

queratina, principal componente del estrato cérneo de
la piel, asi como de ufias y cabello (Daines et al., 2020;
Gugnani, 2000) representando un riesgo inminente en
la situacion actual de alerta mundial (Soltani et al., 2021;
Vilela de Oliveira et al., 2021; Khatiwada y Subedi, 2020;
Hosseini et al., 2020b; Xiang et al., 2020).

En el marco de lo planteado en el estudio, la prevalencia
de Alternaria fue observada durante todo el periodo
de muestreo y las concentraciones de conidios en el
ambiente mostraron ser suficientes para aislarlo y
purificarlo, incluso a partir de los filtros para PM, ., en
los que segtin la literatura, no seria comtn encontrarlos
por su tamafio (Veldzquez, 2020).

CONCLUSIONES

En este estudio se detect6 gran cantidad de géneros
fangicos en la atmosfera dela ZMVT, siendo Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Fusarium'y Alternaria los més
abundantes durante las épocas del afio muestreadas.
Alternaria estuvo presente durante tres de las estaciones
del afio y las cantidades de conidios obtenidos de la
atmosfera, mostraron ser suficientes para aislarlo y
purificarlo, incluso a partir de filtros para PM, .. Respecto
a los parametros meteorolégicos, la humedad relativa 'y
la direccién del viento mostraron tener relacion con el
incremento de Alternaria, favoreciendo su supervivencia
y desarrollo.

El género Alternaria realiza procesos de hidrdlisis de
proteinas en medio sélido, por lo que se considera
que los aislados de la ZMVT cuentan con el sistema
proteolitico que les permitiria penetrar hospedantes
animales susceptibles incluyendo al ser humano. El
presente estudio abre la oportunidad a proyectos
enfocados a los mecanismos de acciéon de algunos
saprobios, tomando en cuenta las implicaciones que
propiciarian la dispersion de estos microorganismos en
un momento tan crucial en la salud mundial.
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RESUMEN

El cultivo de jamaica en México, es de gran importancia
debido al nimero de empleos que se generan en
época de cosecha, sin embargo, los rendimientos en
la Costa Chica, en el estado de Guerrero son bajos,
por ello resulta importante disefiar y aplicar nuevas
estrategias biotecnolégicas basados en Microorganismos
Promotores de Crecimiento Vegetal (MPCV) de bajos
costos y faciles de implementar para aumentar el
rendimiento en Tonelada/Hectarea (Ton/Ha) de los
cultivos. Se probaron dos consorcios microbianos
conformados por A) Klebsiella sp PB0O2 y Klebsiella sp
HPA-43 y B) Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA-43 y
Trichoderma sp en dos parcelas de jamaica criolla. Se
hicieron cuatro inoculaciones en todo el ciclo del cultivo
por asperjado. Como control se utilizaron plantas
tratadas de manera tradicional por el productor. Al
final del ciclo se colectaron y pesaron los calices de
cada tratamiento y se obtuvo el rendimiento en Ton/
Ha en cada parcela. Los resultados obtenidos fueron
para la parcela uno, 0.43 para el tratamiento A, 0.28
para el tratamiento B y para el control 0.19; mientras
que en la parcela dos se obtuvieron 0.46 Ton/Ha, 0.47
Ton/Hay 0.43 Ton/Ha respectivamente. Por lo que se
propone una estrategia eficaz de bajo costo capaz de
incrementar los rendimientos en peso fresco de calices

de jamaica criolla.

Palabras clave: Jamaica, MPCV, consorcio, rendimiento,
Klebsiella sp, Trichoderma sp.

ABSTRACT

The cultivation of jamaica in Mexico, is of great
importance due to the number of jobs generated at
harvest time, however, yields on the Costa Chica, in the
state of Guerrero are low, so it is important to design and
implement new biotechnological strategies based on
plant growth promoter microorganisms (MPCV) of low
costs and easy to implement to increase the yield Ton/
Hectare (Ton/Ha) of crops. Two microbial consortia
consisting of A) Klebsiella sp PB02 and Klebsiella sp HPA-
43 and B) Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA-43 and
Trichoderma sp were tested on two plots of creole jamaica.
Four inoculations were made throughout the spraying
cycle. Traditionally treated plants by the producer were
used as a control. At the end of the cycle, the calyxes
of each treatment were collected and weighed and
the yield was obtained in Ton/Ha on each plot. The
results obtained were for plot one, 0.43 for treatment A,
0.28 for treatment B and for control 0.19; while on plot
two 0.46 Ton/Ha, 0.47 Ton/Ha and 0.43 Ton/Ha were
obtained respectively. So, an effective low-cost strategy
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is proposed capable of increasing fresh yields of creole
jamaica calyxes.

Keywords: jamaica, PGPM, consortia, production,
Klebsiella sp, Trichoderma sp.

INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es considerada una
planta de gran importancia socioeconémica en México,
a partir de ella se elaboran bebidas, mermeladas, salsas,
pigmentos, etc. (SADER, 2016). En el pais, se cosechan
18 mil hectareas con un rendimiento promedio de
0.265 Ton/Ha. Aunque la superficie cosechada y el
rendimiento por unidad de superficie son bajos, los
agricultores obtienen altos ingresos por su buen nivel
de comercializacion y el incremento en la demanda.
Particularmente en la Region Costa Chica, en el estado
de Guerrero, el cultivo es atendido por productores
de escasos recursos, que realizan el cultivo y cosecha
de manera manual generando una fuente importante
de empleos temporales que aumentan los costos de
produccién, como lo demuestra un estudio del Centro de
Validacion y transferencia de Tecnologia de Sinaloa A.C.
(2012) en donde compararon los métodos de cosecha
anual y mecanizado, encontrando una diferencia de hasta
70jornales por hectarea entre un método y otro (Serrano,
2008; ), la mayor produccién proviene de la variedad
criolla, que se siembra tnicamente en el ciclo agricola
de primavera-verano, con poca o nula tecnificaciéon
y/ o fertilizacién, esto provoca un bajo rendimiento en
comparacion a un cultivo industrializado. En 2019 datos
del SIAP (Sistema de Informaciéon Agroalimentaria y
Pesquera) indican que en total se cosecharon 14,125.66
Ha con un rendimiento de 0.38 Ton/Ha y un valor de
produccion de $161,036,028.90 Para incrementar la
produccién y rendimientos en muchos cultivos se han
empleado estrategias amigables con el ambiente, de
bajo costo y de fécil aplicacién por los productores, es
por ello que el uso de Microorganismos Promotores de
Crecimiento Vegetal (MPCV’s) han sido probado con
éxito en jitomate, maiz, lechuga, mango por mencionar
algunos (Toribio et al , 2020; Herrera-Quiterio, et al
2020; Chavez-Gonzalez, et al, 2016; Guevara-Luna, et
al, 2018; Romero-Garcia V, et al, 2016; Orrala-Ramos
E, 2015; Pérez U et al, 2015). Los MPCV mas usados
destacan a Azotobacter sp, Azospirillum sp, Rhizobium sp'y
Trichoderma sp, pero no se encontraron reportes del uso
de bacterias del género Klebsiellas sp solas y combinadas
con Trichoderma sp como estrategia de incrementar la

produccién de jamaica, es por ello que este trabajo
refleja un primer reporte del uso y aplicacién de una
alternativa atractiva de bajo costo capaz de aumentar
el rendimiento de los cultivos de jamaica en la Costa
Chica de Guerrero.

MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas de la parcela.

Se seleccionaron dos parcelas en la comunidad del
Pericén en la Region Costa Chica de Guerrero, en el
periodo del temporal de julio-noviembre de 2019,
dado que la jamaica se siembra junto o separada de
los cultivos de maiz en temporada de lluvias. Las dos
parcelas se usaron exclusivamente para jamaica y ambas
tenian suelos diferentes para observar la acciéon de los
consorcios cada parcela tenia un total de 15 surcos de
aproximadamente 70 m de largo por 50 cm de ancho
con 464 plantas por surco. Se utilizaron semillas de la
variedad criolla donadas por dos productores de la
comunidad, para la parte experimental se utilizaron
tnicamente dos surcos por tratamiento, usando de 4 a
7 semillas por pocillos de 20 cm de profundidad y a un
espacio de 60 cm de separacion entre cada pocillo. El
riego fue de temporal y el testigo absoluto fueron surcos
en los que no se adicioné ningtin microorganismo, solo
se asperjaron las plantas con agua y se cultivaron de
forma tradicional por los productores de la region
(la técnica de siembra consiste en el deshierbe y sin
agroquimicos).

Descripcion de las cepas bacterianas.

Las cepas que se utilizaron fueron reactivadas en
agar nutritivo e incubadas a 37 °C/24h y se fueron
donadas del biobanco del Laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia Ambiental de la Facultad
de Ciencias Quimico - Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Guerrero. Las cepas previamente aisladas
delarizosfera y se confirmaron in vitro como promotoras
de crecimiento vegetal, y etiquetadas como Klebsiella
sp PB02 y Klebsiella sp HPA-43 (Las cepas presentaban
la capacidad producciéon de fitohormonas (auxinas,
giberelinas, citoquininas), fijacién de nitrégeno,
solubilizacién de fosfatos, produccion de enzimas liticas
(lipasas, esterasas, proteasas, celulasas, amilasas) y
siderdforos. (Nava & Gutiérrez, 2017).

Asimismo se usé una cepa de Trichoderma sp donada por
el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto Nacional
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de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP, campo experimental de Zacatepec, Mor). Esta
cepa se administré en una suspension de esporas de 5
mL/L a una concentracion de 1x103 calculada también
por D.O600nm. (Michel-Aceves et al, 2008)

Pruebas de competencia microbiana

Para determinar la sinergia o antagonismo de
los consorcios a utilizar se realizaron pruebas de
competencia microbiana, haciendo una suspension
bacteriana en solucién salina al 0.9% v/v (de cada cepa)
a una concentracion de 1-2x10° UFC/ml; posteriormente
en una caja de Petri con agar nutritivo se coloc6é una
gota de la suspension con ayuda de una aguja de
inoculacion estéril y se dispersé de extremo a extremo,
las cepas se interceptaron en el centro de la caja, se dej6
secar y de incubaron por 24 hrs/ 30°C para evaluar su
crecimiento, y se interpretaron como sinergismo las
cepas que entrecruzaba su crecimiento y antagonismo
las que se inhibian (Olivas E. 2004).

Disefio de los consorcios y preparacién de inéculos.

Solo se formularon dos combinaciones: A) Klebsiella
sp PB02 y Klebsiella sp HPA-43 (solo las bacterias) y B)
Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA-43 y Trichoderma sp
(bacterias més el hongo). Para preparar los in6culos
se uso6 la concentracion de 1-2x108 UFC/ml de cada
cepa bacterianas en caldo nutritivo (BD Bioxon™) y del
hongo 1x10° esporas/ml. El inoculo final de bajo costo
se hizo a un volumen de 8 litros (6 L de agua estéril,
200 gr de melaza, 1.7 L de solucion salina al 0.8% y 100
mL de cada cepa bacteriana y 5mL/L de la suspensién
de esporas), se dejo estabilizar durante 3 dias (para que
las cepas se activaran metabdlicamente) (Modificado de
Pantoja-Guerra et al, 2018). Para la inoculacion se utilizo
un litro del inoculo final por cada 19 litros de agua para
cargar las bombas de aspersion.

Inoculacién de plantas.

A los 15 dias posteriores de la siembra de las semillas
de jamaica se hizo la primera inoculacién para esto
se usaron por tratamiento bombas de aspersion
previamente lavadas y secadas (20L Truper®) para
asperjar se procurd impregnar toda la planta y la base
del tallo con la finalidad de alcanzar la rizosfera, en
total se realizaron cuatro inoculaciones con las mismas
condiciones y concentraciones de MPCV en los dias
15, 47, 75 y 121 respectivamente en el desarrollo del

cultivo, finalizando el ciclo de produccién en el dia 176
con el corte y pesaje fresco de los célices (Norhayati et
al, 2019). Durante todo el ciclo se vigil6 la aparicion de
signos y sintomas de las enfermedades pata negra y
manchado de caliz (Ortega-Acosta, et al, 2015). El control
biolégico se manejo de acuerdo a las practicas culturales
y agricolas del productor.

Colecta de datos.

Se colectaron los célices de ambas parcelas, tanto los
surcos inoculados como los manejados como control,
se pesaron en fresco y el los datos se analizaron en el
programa SAS con un ANOVA y una prueba de Tukey a
un a de 0.05, para reconocer las diferencias significativas
entre los datos del control y las plantas inoculadas.

Analisis econémico.

Los datos fueron extrapolados a rendimiento Ton/Ha a
partir de la longitud del surco, el espacio de separacion
entre los surcos, y comparado con los rendimientos
reportados por Sistema de Informacién Agricola y
Pesquera (SIAP, 2019).

Acompafiamiento técnico.

Durante las visitas para inocular las plantas, se
atendieron todas las dudas de los productores y se
explicé sobre el uso y preparacién de bioinoculantes a
base de consorcios microbianos, también se establecid
un canal de comunicacién para que pudieran estar en
contacto constante con el equipo de trabajo.

Consideraciones de bioseguridad.

Todos los residuos de las preparaciones fueron
inactivados en el lugar (campo) con hipoclorito de sodio
al 6% y transportados al laboratorio para ser dispuestos
como lo indica la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
ECOL-1995

RESULTADOS Y DISCUSION

Se describen los resultados obtenidos del uso y
aplicaciéon de dos consorcios para jamaica a base de
MPCV, primeramente se observé que todas las cepas
probadas hacen sinergia a una concentraciéon de 1-2
x 10% UFC, ya que al conjuntarse en el centro de la
placa no se inhiben (ver figura 1), Pantoja et al (2018)
menciona la importancia de utilizar cepas nativas que
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estén aclimatadas a las condiciones propias de cada tipo
de suelo segtin la regién en la que se vayan a aplicar los
MPCV’s determinard en gran medida el éxito o fracaso
de un biofertilizante, lo que concuerda con lo hecho en
este estudio.

Figura 1.- Pruebas de competencia microbiana.

Se sembraron dos parcelas exclusivas para jamaica en
una superficie de 420 m? aproximadamente cada una;
el ciclo del cultivo durd 176 dias. Al final, se cosecharon
y separaron los calices frescos de cada experimento,
obteniendo una produccion diferencial en cada parcela
basado en los rendimientos Ton/Ha. En la parcela uno
se obtuvo un 0.43 Ton/Ha para el tratamiento A, 0.28
Ton/Ha para el tratamiento By para el control 0.19 Ton/
Ha; mientras que en la parcela dos se obtuvieron 0.46
Ton/Ha, 0.47 Ton/Hay 0.43 Ton/Ha respectivamente.
La diferencia tan drastica en el rendimiento entre
una parcela y otra puede estar determinada por la
naturaleza del suelo como de los nutrientes disponibles
en cada una, siendo esto coherente con lo reportado
por Meléndez-Monroy et al (2016) el cual reporta que

las poblaciones bacterianas presentes en la rizésfera
en los cultivos de jamaica varian de acuerdo con la
etapa fenolégica de la planta y con las caracteristicas
nutricionales del suelo siendo de los componentes
determinantes para la estructura de la rizésfera y de
las comunidades bacterianas que habitan en ella, asi
como las variaciones en la concentraciéon de Py Mg del
suelo (Tabla 1y figura 2).

Ahmed et al. (2017), Norhayati et al. (2019) y Hassan et
al. (2020) concluyeron por separado que la aplicaciéon
de biofertilizantes a base de bacterias del género
Azotobacter y Azospirillum en cultivos de jamaica,
benefician el crecimiento, producciéon de materia
seca e incrementa el rendimiento; las cepas utilizadas
en este estudio no pertenecen a dichos géneros. Sin
embargo, Martinez-Romero ef al. (2018), en un andlisis
molecular, concluyen que K. variicola se encuentra
asociada a plantas y posee genes capaces de promover
el crecimiento vegetal y que K. quasipneumoniae puede
adaptarse tanto a entornos clinicos como ambientales,
esto se debe a los genes encontrados en su genoma. En
este caso, ambos aislamientos son de origen ambiental,
por lo que concuerda con la capacidad de promocién
de crecimiento vegetal descrita. Moreno & Galvis (2013)
y Armenta-Bojérquez (2010), mencionan a Klebsiella
uno de los géneros de vida libre capaz de promover el
crecimiento vegetal destacando su capacidad de fijar
nitrégeno. Por su parte, el género Trichoderma destaca
por su capacidad de biocontrol aunque también se
han descrito mecanismos directos de promocién de
crecimiento, como lo sefialan Gonzalez et al (2017) y

Figura 2.- Parcelas de trabajo. A) Parcela 1 inicio de cultivo, B) Parcela 2 inicio de cultivo, C) Cosecha parcela 1

y D) Cosecha parcela 2.

REMDIS Vol. 2, No. 13. Junio 2021 ISSN: 2594-1445

MICROBIOLOGIA | 99



Tabla 1 Rendimiento total de cada tratamiento en las parcelas expresado en Ton/Ha

RENDIMIENTO Ton/Ha
Parcela 1 Parcela 2
Tratamiento A (Klebsiella sp PB02 y Klebsiella sp 0.43 0.46
HPA-43)
Tratamiento B (Klebsiella sp PB02, Klebsiella sp HPA- 0.28 0.47
43 y Trichoderma sp)
Control 0.19 0.43

Hernandez-Melchor et al (2019).

En este estudio se observaron diferencias significativas
entre el control y los tratamientos; siendo mas efectivo
el tratamiento A en la parcela uno y el tratamiento B
en la parcela dos (ver Tabla 1). Los rendimientos Ton/
Ha de los mejores tratamientos fueron de 0.43 y 0.47
para ambas parcelas respectivamente. Los rendimientos
se encuentran arriba de la media estatal reportada en 2019
por el SIAP, la cual fue de 0.41 Ton/Ha. Esto evidencia la
eficacia en el uso de tratamientos a base de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal, sin embargo, los
rendimientos se encuentran por debajo de lo reportado
en Puebla y Jalisco (SIAP, 2019).

Después de 30 dias del corte y pesaje de los calices,
los productores observaron que en los tallos dejados
en las parcelas comenzaron a emitir inflorescencias
nuevamente. Dado que en esta regioén el corte de
jamaica se realiza al final del ciclo de cultivo. Para los
productores resulté atractivo y mostraron mayor interés
en el uso de los consorcios microbianos, baratos y de
facil aplicacion como alternativa de biofertilizacion.
Este acompafiamiento técnico podria ayudar a generar
mayores ganancias para los productores ya que
entenderian de mejor manera el cultivo y optimizarian
varios puntos en el proceso de cultivo y cosecha.

Christian & Jackson, (2010) reportan que a 35 dias
después de la floracioén es el tiempo adecuado para el
corte de los calices para evitar pérdida de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante, este tiempo podria
ser un buen punto de referencia para los tiempos de
inoculacién. Ramos-Gutiérrez et al (2020) por su parte,
indican que no hay diferencias significativas en las
variables de rendimiento si se comparan los métodos de
cosecha tinica y continua, a pesar de ello, los productores
al basarse en la percepcion visual, si han percibido
diferencias y mostraron interesan enla aplicacién y uso de
los consorcios. Esto es un ejemplo que los investigadores
deben interesarse en bioformular productos basados

en consorcios microbianos autéctonos que favorezcan
el desarrollo y rendimiento de los cultivos, integrando
variables que ayuden a explicar los fendmenos de mayor
producciéon y menos desgaste al ambiente.

CONCLUSIONES

Se hace un primer reporte del uso de MPCV’s basados
en Klebsiella sp'y Trichoderma sp como una estrategia de
bajo costo y facil manipulaciéon que ayuda a incrementar
los rendimientos en peso fresco de calices de jamaica
criolla en la Regién Costa Chica de Guerrero, y que
puede tecnificar la produccién de jamaica beneficiando
directamente la economia de los productores
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e 7 ‘b }' i A=l s
gelatina dura y blanda para uso farmacéutico

Aurora Martinez Romero

losé de Jesis Alba Romero

Sandrz Hernandez Gonzalez
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Problema de bioquimica clinica

1 Sierra Campos Erick y 'Valdez Solana Ménica Andrea
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Fraccionamiento Filadelfia, Gémez Palacio, Dgo. CP 35010. Tel (871) 71588 10 y 7 15 29 64.

Email: ericksier@gmail.com; valdezandyval@gmail.com

Defina que es un hemograma, indique el significado clinico, ¢Cudl es la utilidad clinica?,
éCuales pueden ser las causas de tener valores altos o bajos?
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Crucigrama de Bacteriologia Médica
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HORIZONTALES

2. Fundador de la microbiologia marina

8. Realizé descubrimientos sobre el ciclo de vida de
trypanosoma

10. Descubridor del efecto de la penicilina en cultivos
bacterianos

11. En Gram normalmente aparecen como cadenas largas de
color morado. Su aislamiento requiere de sangre o
medios enriquecidos con suero

12. Primero en observar las bacterias

13. Género de bacterias por cocos y bacilos gram negativos
considerados patégenos oportunistas de animales y
plantas y en medios deficientes de hierro producen
pigmentos difusibles commo la piocianina

14. Fendmeno que se produce entre Haemophilus influenzae
y Staphyloscoccus aureus

15. Descubridor del agente infeccioso de la peste bubdnica

VERTICALES

Agente bacteriano causante de la tuberculosis
Bacteriélogo japonés descubridor del agente infeccioso
de la neurosifilis

pionera en el desarrollo de vacunas contra fiebre tifoidea,
cdlera vy tos ferina

Refutd la teoria de la generacién espontanea

Rama de la biologia que estudia la morfologia, ecologia,
genética y bioquimica de las procariotas

Bacilos pleomoérficos Gram positivos, esporégenos,
anaerobios estrictos. En heridas mal cuidadas agente
causal de la gangrena

Recibié el premio Nobel en 1908 por sus trabajos en la
inmunclogia y por ser pionero en el uso de tintes y
colorantes para detectar e identificar bacterias, asi como
el desarrollo del primer antibiético a base de colorantes
capaces de tefir y matar selectivamente
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Respuesta al Crucigrama de virologia del numero anterior
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Verticales

2. Agente viral que se origina de las membranas
intracelulares

4. Hallazgo encontrado en la momia de Ramsés V en el
siglo Xll a. C.

5. En latin significa veneno

8. Citocina principal que se produce durante la infeccién
viral por la célula presentadora de antigeno

11.  Agente que se origina de la membrana nuclear

12. componente de la capside construido de varias moléculas
proteicas idénticas

15. Familia que presenta una doble cadena de RNA

18. Observo enfermedades en plantas en las que el agente
causal no logrd ser aislado

19. Inmunomodulador durante la respuesta inmune a

infeccion por virus v activa células NK

Horizontales

Now=

©

10.
13.
14.

16.
17.

Descrita en piedra durante la 18 ava. dinastia eqipcia
Familia que presenta un unico filamento de ADN.
Desarrollo la vacuna contra la fiebre amarilla

Fase inicial en la que ocurre la denudacion, liberacion y
replicacion de las particulas virales

Desarrollo la microscopia electronica cristalografica que
permitié ver la interaccién entre el material genético vy las
proteinas

Identifico los virus inductores de tumores

agente que se origina de la membrana celular

Etapa en la que se da la interaccion de receptor -
antireceptor

Se denomina a la particula viral completa o infectante
virus especificos de las bacterias
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Respuesta al problema bioquimico del numero anterior
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Una solucién de proteina (0.3 mL) fue diluida con 0.9 mL de agua. A 0.5 mL de esta solucién diluida, se le adicionaron 4.5
mL de reactivo de Biuret y se incubo hasta el desarrollo de color. La absorbancia de la mezcla a 540 nm fue de 0.18 en un
tubo de ensayo de 1 cm de didmetro. Una solucién estandar (0.5 mL, que contiene 4 mg de proteina/mL) més 4.5 mL del
reactivo de Biuret dan una absorbancia de 0.12 en el tubo de ensayo del mismo tamafo. Calcule la concentracién de
proteina en la solucién desconocida no diluida.

SOLUCION

En base a los datos presentados en el parrafo anterior donde se indica la absorbancia obtenida en base a la
concentracién del estindar, se procede a obtener el valor del coeficiente de extincién molar para las
condiciones de trabajo, utilizando la ecuacién de Lambert-Beer.

A= € *b *C dénde

A= Absorbancia

g= Coeficiente de extincién molar
b= longitud de la cubeta
c= concentracion

Despejando el coeficiente de extincién molar y sustituyendo los valores del estandar se obtiene el valor de 0.03

mL/mg*cm
€ ;A— c= 0.12
b-c

lem & 4 mg/mL

Con este valor se sustituye nuevamente en la ecuacién de Lambert-Beer, utilizando ahora los valores de la
muestra problema y despejando la concentracién.

oo A . 018

b * & Tem + 0.03 mL/mg*cm

El valor obtenido al realizar la operacién es de 6 mg/mlL, sin embargo, aan se debe considerar la primera
dilucién en donde indica que 0.3 mL de la disolucién de proteina se diluyé con 0.9 mL de agua. Para ello se
debe obtener el factor de dilucién (las veces que se diluyd) y multiplicar el resultado obtenido anteriormente
por el factor de dilucién para conocer la concentracién de la muestra problema de proteina. El factor de
dilucién se obtiene dividiendo el volumen total de dilucién (1.2 mL) entre el volumen de la muestra que se
diluye (0.3 mL), dando un factor de dilucién de 4. Por ello los 6 mg/mL se multiplican por cuatro obteniendo
24 mg/mL como concentracién para la solucién de proteina.
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