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Editorial

Bioseguridad, ;Estoy seguro?

En muchas actividades académicas, de investigacion basica, médicas, industriales y alimentarias, se manejan
muestras biologicas procedentes ya sea de pacientes, de animales, o de cultivos de agentes patdgenos. El conocer
las medidas adecuadas de prevencion, contencidén y mitigacion ayuda a establecer los procedimientos que se
realizaran en cada una de estas actividades. Cuando hay de por medio el manejo de un agente bioldgico o
patogeno peligroso, o un organismo genéticamente modificado este tema entra en el contexto de la Bioseguridad

y la gestion de riesgos biologicos.

La bioseguridad se define como las recomendaciones, procedimientos, normas, y buenas practicas para trabajar
con agentes bioldgicos peligrosos. El objetivo principal es salvaguardar la salud de las personas que trabajan
directamente con agentes bioldgicos y de la poblacion en general, asi como minimizar los posibles dafios al medio
ambiente. Si estoy seguro yo, estan seguros mis compafieros. La Bioseguridad involucra realizar adecuadamente
los procedimientos, usar el equipo de proteccion, cuidar las instalaciones, disponer correctamente los residuos
o desechos generados, etc. Ademas, en el area de investigacion es importante el planteamiento adecuado de los
proyectos, que requiere de elaborar un analisis de riesgo previo al inicio del protocolo, en el que se considere el
agente que se va a trabajar, los diferentes pasos del protocolo, los posibles peligros inherentes y las condiciones
de trabajo. Es muy importante elaborar manuales de procedimientos especificos para cada institucion y para
cada laboratorio, que se ajusten a las actividades y circunstancias locales, e incluir las hojas de seguridad
(de agentes bioldgicos y quimicos) para el mejor desempeiio de las actividades, asi como la respuesta ante

incidencias y emergencias.

La aparicion de infecciones por agentes epidémicos, hacen mas evidente la importancia de que pequefios
procedimientos como el lavado de manos o el estornudo de etiqueta, por ejemplo, son de gran ayuda para
mitigar la dispersion, y nos hacen mas conscientes de los procedimientos para nuestra propia proteccion y la de
los demas. La mision de la bioseguridad es apoyar, guiar y fortalecer los protocolos de trabajo e investigacion,
de ayudar a proponer soluciones a los incidentes o procedimientos inadecuados, y sobre todo trabajar por hacer

de la bioseguridad un estilo de vida que llegue a formar parte de la cultura laboral y social.

M. en C. Guillermo Perales Ortiz
Investigador en Ciencias Médicas, Instituto Nacional de Salud Publica

y miembro de la Asociacion Mexicana de Bioseguridad
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BIOQUIMICA

(Bioenergética, proteinas, metabolismo, productos bioactivos)

“La viclencia es ol dltimo necarse del cncompetente”
Paac #simou (1920-1992); escnitor estadounidense




Uso confuso de la ecuacion de primer orden y sus unidades en la determinacion de la
actividad de la catalasa.

'Valdez-Solana M.A., "Martinez-Martinez A.L., 'Ocampo-Lépez A.,
*Téllez-Valencia A., *Avitia-Dominguez C., *Sierra-Campos E.

1Laboratorio A de Investigacion. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Juarez del Estado de Durango
Campus Gomez Palacio. Av. articulo 123 S/N Col. Filadelfia Gémez Palacio, Dgo. C.P 35010. México.

2Facultad de Medicina y Nutricién, Universidad Juarez del Estado de Durango Campus Durango,
Avenida Universidad y Fanny Anitta S/N, 34000 Durango, México.

*Email: ericksier@gmail.com

RESUMEN

La actividad de una enzima se realiza en funcién
de la velocidad de la reaccién. Posteriormente, los
resultados deben ser transformados en actividad en
base a transformar las absorbancias en unidades de
concentraciéon de desaparicion de sustrato o aparicion
de producto con respecto al tiempo, y finalmente los
resultados se pueden reportar en unidades de actividad.
En este contexto, este estudio pretende explicar el
uso correcto de una ecuacién de primer orden para
la determinacion de la actividad de la catalasa. La
metodologia colorimétrica de cobalto-carbonato se
empled para realizar tanto andlisis de curso temporal
como ensayos de punto final. Mediante la funcién W de
Lambert los pardmetros cinéticos fueron Km (constante
de afinidad) = 7.88 mM, una Velocidad maxima (Vmax)
= 2.41 mM/min, y una constante K = 0.3 min™. Sin
embargo, al emplear la ecuacion de primer orden para la
reaccion de la catalasa fue k = 0.244 min™ y la actividad
fue de 32.39 mM/min y su Km calculada = 132.74 mM.

Palabras clave: Catalasa, actividad enzimatica, cinética.

ABSTRACT

The activity of an enzyme is performed depending on
the speed of the reaction. Subsequently, the results must
be transformed into activity based on transforming the
absorbance in concentration units of disappearance of
substrate or appearance of product with respect to
time, and finally the results can be reported in units of
activity. In this context, this study aims to explain the
correct use of a first order equation for the determination
of catalase activity. The cobalt-carbonate colorimetric
methodology was used to perform both time course
analysis and end point tests. Using the Lambert W
function, the kinetic parameters were Km (affinity
constant) = 7.88 mM, a maximum velocity (Vmax) =
2.41 mM/min, and a constant K = 0.3 min. However,
when using the first order equation for the catalase
reaction it was k = 0.244 min! and the activity was 32.39
mM/min and its calculated Km = 132.74 mM.

Keywords: Catalase, Enzymatic activity, Kinetic.
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INTRODUCCION

La cinética enzimatica es el estudio de la velocidad de
las reacciones quimicas y es importante por dos razones
principales. Primero, nos ayuda a explicar cémo las
enzimas trabajan y segundo, ayuda a predecir como
las enzimas se regulan dentro de las células. Ademas,
permite conocer como los inhibidores (potenciales
farmacos) pueden bloquear o disminuir la actividad
enzimatica de proteinas clave del metabolismo en
bacterias, parésitos o células malignas.

Para estudiar la actividad de una enzima se debe medir
los cambios en la concentracién del sustrato o del
producto con respecto al tiempo, los cuales permitiran
calcular la velocidad de la reaccién enzimatica. Para
cumplir este objetivo, los métodos espectrofotométricos
son muy convenientes para determinar la velocidad de
reaccion de manera continua como una curva progreso
(parcial o total) o para realizar ensayos de punto final
después de un periodo de incubacién y su comparacion
con su respectivo blanco. Sin embargo, ambos enfoques
representan unreto para los estudiantes debido al anélisis
matematico posterior de los valores de absorbancia y
el uso del coeficiente de extinciéon molar mediante la
ecuaciéon de Lambert y Beer. Ademas, la ecuacién de
Michaelis-Menten es la expresion matemadtica basica
de la cinética enzimatica para analizar la velocidad de
la reaccion y su eficiencia catalitica.

Vmax * [S]

 Km+[S]
Donde; Km es la contante de Michaelis y representa
la afinidad de la enzima por su sustrato; Vmax es la

velocidad maxima de formacion de producto y [S] es
la concentracién molar de sustrato.

(ecuacion 1)

A bajas concentraciones de [S], la Km >> [S] y el termino
del [S] en el denominador de la ecuacion anterior se
transforma de la siguiente manera;

Vmax
Km

Mientras que a altas concentraciones de [S], la Kim << [S]
y el termino de Km en el denominador de la ecuacién de
Michaelis-Menten se transforma de la siguiente forma;

_ Vmax * [S]
8]

Por tanto, las enzimas suelen medirse en condiciones
saturantes de sustrato en los ensayos de punto final

v = * [S] =k = [S] (ecuacion 2)

= Vmax (ecuacion 3)

bajo una condicién de Vmax. Sin embargo, existen
algunas enzimas que tienen una cinética compleja en las
cuales no se recomienda utilizar directamente la taltima
ecuacién debido a que estas enzimas no son saturables
por sustrato, por ejemplo, la catalasa (Aebi H, 1984).

La catalasa es una enzima compleja que dismuta el
peréxido de hidrégeno (H202) en oxigeno molecular
(O2) y agua con mdltiples aplicaciones bioldgicas,
biomédicas y biotecnolégicas. Por tal razén existen una
gran variedad de métWodos para medir su actividad y
es un buen ejemplo para ensefiar a los estudiantes los
conceptos de la cinética.

2H202 - 2H20 + 02a

El estudio de la catalasa ocurre de diversas formas,
cualitativamente la deteccion de la presencia de la
catalasa por laliberacion de O, se utiliza en microbiologia
para diferenciar los cultivos entre los géneros de
Streptococcus'y Staphylococcus, principalmente. De forma
cuantitativa, el método espectrofotométrico al medir la
desaparicién del peréxido a 240 nm es muy empleado
por su simpleza. Sin embargo, moléculas tales como
las proteinas o el material genético que se encuentran
presentes en la muestra biolégica pueden absorber a esta
longitud de onda. Ademas, se requiere que el analista
trabaje rapida y metédicamente ya que la forma en que
se mezclan los reactivos de la reaccién y el tiempo en el
que se introduce la celda de cuarzo al equipo pueden
generar errores sistematicos muy importantes, debido
ala alta velocidad de la reaccién y a la acumulacién de
burbujas de oxigeno. Otro método menos utilizado es
la deteccién de la formacién de oxigeno con el electrodo
tipo Clarck (Kroll, 1989). Métodos volumétricos como
el permanganométrico (Garzoén de la Mora, 2002), el
iodométrico (Setlow, 1951); y métodos colorimétricos
con 4-amino-3-hidracino-5-mercapto-1,2,4-triazol
(Johansson y Borg, 1988). Recientemente, Hadwan
MHy cols., reportaron diversos ensayos colorimétricos
que se basan en la reacciéon del peréxido de hidroégeno
residual no descompuesto por la muestra (catalasa)
con molibdato de amonio (2015), con metavanadato de
amonio (2018) y con cobalto-bicarbonato (2018a). Por
tanto, este estudio pretende facilitar la comprension
de la cinética enzimética con el uso de la catalasa por el
ensayo con cobalto-bicarbonato y como se debe realizar
el analisis de los datos adecuadamente.

REMDIS Vol. 2, No. 11, mayo 2020 ISSN: 2594-1445
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos y estandares

Todos los reactivos utilizados fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich. Solucién A de cloruro de cobalto
hexahidratado 156 mM; solucion B de sales de Graham
16 mM; solucién C de bicarbonato de sodio 2.14 M;
regulador de fosfatos 50 mM pH 7.0 preparado con
KH, PO, y Na,HPO,; Solucién de peréxido de hidrégeno
10 mM; Solucién de trabajo: mezcla de la solucion A, B
y C en la proporcién de 1:1:18.

Obtencion de la muestra

El higado fue homogenizado en 20 mM de Tris-HCl, 200
mM de manitol, 50 mM de sacarosa, 1 mM de EDTA,
1mM de Fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF), 1
pastilla de cocktail inhibidor de proteasas (AEBSF at
104 mM, Aprotinin at 80 pM, Bestatin at 4 mM, E-64 at
1.4 mM, Leupeptin at 2 mM and Pepstatin A at 1.5 mM),
0.1% de BSA, pH 7.4. Los restos celulares y nucleares
fueron removidos en el pellet al centrifugar a 3,500 rpm
durante 10 min a 4°C.

Cuantificacion de H,O, por el método de cobalto

El procedimiento fue realizado de acuerdo con Hadwan
MH y cols., (2018) con ligeras modificaciones;

Reactivos:

A) La solucién de cobalto (II) se prepar6 al disolver
2.03 g de Co (Cl), -6H,O en 100 mL de agua destilada.

B) Se prepar6 una soluciéon de hexametafosfato de sodio
(sal de Graham) al disolver 1.0 g de (NaPO,), en 100 mL
de agua destilada.

C) La solucién de bicarbonato de sodio se preparé al
disolver 9.0 g en 100 mL de agua doblemente destilada.

Solucion de trabajo: Se mezclé la solucion de cobalto

(A) con la soluciéon de Graham (B) y con la soluciéon
de bicarbonato (C) en ese orden en una proporcion
de 1:1:18, (el orden en que se agregan estas sustancias
es muy importante para obtener resultados precisos).
Se ajustaron los voltimenes de la solucién de trabajo
de acuerdo con los requerimientos del experimento
preparandola en fresco.

Solucién de trabajo 5mlL  10mL 20mL
A (Cobalto) 250 u. 500 ul. 1 mL
B (Sal de Graham) 250 ul. 500 . 1 mL
C (Bicarbonato de sodio) 4.5mL 9mlL 18 mL

D) El buffer de fosfatos (pH 7,0, 50 mM) se preparo
mezclando las siguientes soluciones (a & b) en una
proporciéon de 1:1.5 [(a) Se disolvieron 6,81 g de
KH,PO, en 1 L de agua doblemente destilada y (b)
8,90 g de Na,HPO,*2H,O se disolvieron en 1 L de agua
doblemente destilada].

E) Se prepar6 peréxido de hidrégeno (10 mM) de un
stock previamente preparado a 100 mM disolviendo en
agua desionizada.

Se realizé la curva de calibracion en diferentes
concentraciones de peréxido de hidrégeno en el
rango de 0-10 mM colocando primero los ul de agua
correspondientes a cada tubo, posteriormente se agrega
el H,O,y se mezcla. Después de 2 minutos de incubacion
se midi6 la absorbencia a una longitud de onda de 440
nm en el espectrofotémetro. Se utilizaron dos blancos
de reactivos, uno con 8 mM de peréxido y muestra
(méaxima absorbencia del cobalto) y el otro sin peréxido
(minima absorbencia).

RESULTADOS Y DISCUSION

Recientemente se report6 el uso de sales de cobalto o
de vanadio para medir la actividad de la catalasa de
una gran diversidad de muestras WWWWbiolégicas
mediante métodos espectrofotométricos en la region
del visible (Hadwan MH y cols., 2018; 2018a). Esta es
una ventaja para evitar las posibles interferencias que
presentan diversos componentes bioldgicos o sustancias

Tablal.- Valores de absorbencia para diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno

[H20:] (mM) Absorbancia 440 nm
0.5 0.030
1 0.052
3 0.135
5 0.229
8 0.336
10 0.402

4 | BIOQUIMICA
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Tabla 2.- Tabla de soluciones para preparar la curva estandar por el método de cobalto.

Tubo Volumen | Volumen | Volumen | Volumen | Tiempo de | Absorbancia
de HO de H202 Solucién dela incubacién a 440 nm
(pL) (pL) de trabajo | muestra (min)
(L) (nL)
Blanco 1 30 120 0 2-5 0.238
Blanco 2 148 0 0
1 1 0.185
2 28 120 600 2 1.5 0.142
3 3 0.121
4 4 0.101
5 5 0.061

de los medios de reaccién en la regién del ultravioleta.
Por tanto, se decidi6 utilizar el método con cobalto para
estandarizar el ensayo en microcelda.

Inicialmente se realiz6 una curva estandar con
diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno
(H,O,) y posteriormente se incubaron con la mezcla de
trabajo por 5 minutos antes de realizar la lectura de la
absorbancia a 440 nm (Tabla 1).

Posteriormente se graficaron los datos de la tabla
anterior y se ajustaron a la ecuacion de una linea recta
(Figura 1). La R? fue 0.998 y la ecuacion de la linea de
tendencia fue y = 0.0395 * x + 0.0158, es importante
mencionar que, al utilizar concentraciones mayores
de 10 mM, la linealidad de la curva se pierde debido
a que las lecturas de la absorbancia no mantienen la
proporcionalidad debido a la saturacién de la sefial. Por
lo cual, se decidi6 utilizar una concentracion cerca a la
concentracion maxima (8-9 mM como concentracién
inicial, [SO]) para permitir que todas las lecturas del
sustrato residual [Sr] quedaran dentro de la curva
estandar. Ademas, el coeficiente de extincion molar del
complejo con cobalto fue 0.0395 mM*cm™, el cual puede

ser empleado para determinar la actividad enzimaética.
lineal
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0.30 |
0.20 oo
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0_00(;

LA S — |
® Data

Absorbancia 440 nm

[H20,] (mM)

Figura 1. Curva de calibracién que muestra la oxidacion
de Cobalto (II) a Cobalto (III) por la presencia de peréxido

de hidrégeno en condiciones alcalinas, dando como
producto final un complejo de coordinaciéon colorido.
La intensidad del color verde turquesa carbonato
cobalto (III) se registré a 440 nm. La ecuacién de la linea
recta es y = 0.0391x + 0.0198 con una regresion lineal
R2=0.998

Otro aspecto importante que se considero fue emplear
un pequefio volumen de la muestra (citosol de higado
de rata) de tal manera que nos permita realizar cursos
temporales a diferentes tiempos de ensayo al comenzar
la reacciéon de manera simultanea (Tabla 2).

Claramente se observa una correlacién negativa entre
los valores de absorbancia con respecto al aumento en
el tiempo de incubaciéon de la reacciéon enzimética y
este patron puede ser ajustado por un andlisis de curva
progreso y se ajustaron los datos a una ecuacion de
velocidad no linear al emplear la funciéon W de Lambert
con el programa CurveExpert profesional (Figura 2).
Los parametros cinéticos aparentes son Km (constante
de afinidad) =7.88 mM y una Velocidad méxima (Vmax)
=241 mM/min.

Lambert W
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Figura 2. Grafica de curso temporal donde se muestra
la desaparicion de sustrato (H,0O,) por la catalasa con
respecto al tiempo, dando un ajuste no lineal que fue
analizado por la funciéon W de Lambert.
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Con los valores de Km y Vmax del anélisis anterior, es
posible calcular la constante de velocidad “k” al emplear
la ecuacion 2,

k= Vmax/Km= (2.41 mM/min)/7.88 mM= 0.3 min"!

Sin embargo, para realizar el andlisis de curvas
progreso con la funcion W de Lambert se requieren
ecuaciones polinomiales de segundo y tercer grado
para transformar de manera mas precisa la absorbancia
en actividad enzimatica, lo cual limita su uso por los
estudiantes.

Es importante mencionar que la catalasa no tiene un
mecanismo de unsolo sustrato ya que la enzimareacciona
con una primera molécula de peréxido de hidrégeno,
se oxida y luego se reduce con una segunda molécula
de sustrato. Aunque estd involucrado un solo sustrato,
la existencia de una enzima modificada significa que el
mecanismo de la catalasa es en realidad un mecanismo
ping pong. Aebi H (1984) ha reportado que la cinética
de la catalasa no obedece el patrén tipico (Michaelis-
Menten), ya que no es posible saturar la enzima con
sustrato dentro de un rango de concentraciéon fiable
(aproximadamente 5 M de H,O,) y ademas hay una
inactivacion rapida de la catalasa a concentraciones
mayores de 100 mM, cuando el complejo I (enzima-
H,0O,) se convierte a un complejo II o III inactivo. Por
tanto, las mediciones de la actividad bajo saturaciéon por
sustrato o la determinacion de la Kim o Ks es imposible.
En contraste, la reacciéon de descomposicién de H,O,
que procede a concentraciones no saturantes de sustrato
es una reaccién de primer orden y la velocidad siempre
serd proporcional a la concentracion de H,O, presente
en el ensayo.

Existen varias ecuaciones de primer orden para
determinar la actividad de la catalasa, en este caso
inicialmente se emple6 la ecuacién reportada en el
estudio de Hadwan, (2018);

kU = 2303/, . 1og [50]/[511 (ecuacion 4)

Donde; kU, es la actividad; t es el tiempo del ensayo; [SO]
es la concentracion inicial del sustrato o absorbancia del
blanco 1; y [Sr] es la concentracion inicial del sustrato
o la absorbancia del cualquier tubo (1-5) en la tabla 2.

Al sustituir los valores de la absorbancia en la ecuacion
anterior (4) a los diferentes tiempos se obtienen
los siguientes valores de actividad (Tabla 3); para

ejemplificar los calculos se muestra el despeje a los 5
2.303 0.238

= I
5min 29 0.061

kU

kU = 0.46 min~! x 0.591 = 0.272 min~?!

Tabla 3. Valores de actividad de acuerdo con la ecuacién reportada por Hadwan a diferentes tiempos
de incubacion.

Tiempo (min) Actividad (kU, minl)
0.251
0.258
0.225
0.214

0.272

Ul | QN =

Al revisar las unidades de la actividad enzimética
se puede notar que solo tenemos min™ y lo cual no
corresponde con la definicién general de actividad
enzimatica, la cual se define como cantidad de sustrato
consumido o formacién de producto con respecto
al tiempo. Ademés, los valores son muy parecidos
entre ellos y estos valores son muy parecidos al valor
calculado que se obtuvo al utilizar los parametros
cinéticos de 0.3 min™ y eso indica que hay un potencial
error en la actividad. Por tanto, es necesario realizar
una correccién a la ecuacién anterior antes de poder
realizar los calculos.

La catalasa es una enzima que presenta una cinética
compleja y algunos estudios reportan que la mejor
manera de medir la actividad es mediante la constante
de velocidad de primer orden;

kt = 2.303 log [SO]/[ST] (ecuacion 5)

Entonces es necesario despejar la constante k;
2.303 | [S0]
= —log——
T
Al comparar las ecuaciones 4 y 6, se observa que falta
el término “U”. Aunque el autor no menciona nada
sobre U es posible suponer que se refiere a unidades
internacionales de actividad. Sin embargo, para que el
termino de k tenga las unidades correctas (M seg™) es
necesario que la reacciéon sea de segundo orden. Por
tanto, la ecuacién 6, solo nos permite conocer el valor de
la constante k de primer orden y este debe ser utilizado
en la siguiente ecuacion para medir la actividad;

(ecuacion 6)

v=k*A[S]  (ecuacién 7)
Por tanto,

A[S] = [S0]-[Sr]

Al sustituir los datos en la ecuacion 6 para obtener el

6 | BIOQUIMICA
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valor de la constante K se obtiene 0.272 min™ y el valor
de A[S] fue 0.177 mM.

v =0.272 min™* 0.177 mM = 0.0481 mM min™!

Por dltimo, es importante no olvidar el volumen de
reacciéon y de la muestra empleado. En este caso, el
volumen total (Vt) fue 0.750 mL y el volumen de la
muestra (Vm) fue 0.001 mL. Por lo cual, la velocidad
debe ser multiplicado por 750 para conocer la actividad
total.

mM

mM
* 750 = 36.07 —
min

En base a todo lo anterior la ecuacién general para
determinar la actividad de la catalasa es;

v = 0.0481

Act enz (U) = k = A[S] * Vt/Vm (ecuacion 8)

Donde k es;

2.303 [SO]
= k
e %95

k

Vt corresponde al volumen total; Vm es el volumen de la
muestra. Ademas el valor de k es el promedio de todos
los datos de la tabla 3. Es decir, k =0.244. Aplicando estos
valores se obtienen las siguientes actividades (tabla 4)
y la unidad se define como la cantidad de enzima que
dismuta 1 mmol de H,O, por un minuto.

Tabla 4. Valores de actividad de acuerdo con las correcciones
en la ecuacion 6 a diferentes tiempos de incubacién.

Tiempo (min) Actividad (U)
1 9.70
2 17.56
3 21.41
4 25.07
5 32.39

La tabla 4 demuestra que la actividad aumenta de
manera proporcional con el tiempo de incubacién de
la enzima (citosol de higado de rata) con su sustrato
(H,O,) y el coeficiente de correlacion (R?) fue 0.989. La
ecuacion de la linea de tendencia fue y = 5.288 * x +
5.359 (Figura 3).

Linear

actividad (U)

25 3.0 35
Tiempo (min)

Figura 3. Gréfica que representa la proporcionalidad
directa de actividad enzimatica de la catalasa con
respecto al tiempo de incubacion.

Para realizar la medicién de manera eficiente en un
gran numero de muestras se debe emplear el ensayo de
punto final de cada muestra por duplicado o triplicado
al considerar un tiempo tnico de 5 min de ensayo.

Por dltimo, es importante mencionar que una gran
confusién al utilizar la ecuaciéon de Hadwan, (2018)
fue el término kU, ya que en primera instancia no hay
una definicién por parte del autor en ninguna de sus
publicaciones. Sin embargo, existen otros trabajos que
definen la actividad en una manera semejante, pero
utilizan una ecuacion ligeramente diferente y solo
algunos definen una unidad de actividad como la
cantidad de catalasa que descompone 1 pmol o un mol
de peréxido de hidrégeno/ 1 min bajo sus condiciones
experimentales (Goth L, 1990; De Magalhdes CS y
cols., 2016; Moretti y cols., 2017). Ademas, existen otras
definiciones de la unidad, por ejemplo,

La unidad Keilin (KU) es la cantidad de enzima de
higado necesario para descomponer 1 g de 100% de
peroxido de hidrégeno en 10 min a 25 °Cy pH 7 en una
atmosfera inerte de CO, o N, (Keilin y Hartree, 1945;
Scott y Hammer, 1960).

La unidad Baker (BU) es la cantidad de catalasa de
hongo que debe descomponer 264 mg de peréxido de
hidrogeno bajo las condiciones de reaccién definido por
Scott y Hammer (1960).
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La unidad de catalasa (CaU) es la cantidad de catalasa

que descompone 1 mmol de peréxido de hidrogeno en
1 min a 30 °C (Stellmach, 1988).

Por tanto, la Subcomisién Internacional de Unidades
Enzimaticas Clinicas recomienda que todas las
actividades deben ser calculadas en términos de
micromoles de sustrato transformado por minuto y las
concentraciones expresadas en litros o mililitros (King
EJ y Campbell DM, 1961). Por lo cual, las unidades
de este estudio fueron mM/min o (mmol/min L). Sin
embargo, De Magalhaes C y cols., 2016 mencionan que
no existen unidades internacionales para la actividad de
la catalasa y que solo es necesario utilizar la constante
de velocidad (k). Consecuentemente para evitar el uso
confuso de las ecuaciones en la determinacioén de la
actividad enzimatica es importante fomentar el estudio
de las bases de la cinética enzimatica.

En conclusion, el método colorimétrico en microensayo
con cobalto-bicarbonato es adecuado para determinar
la actividad de la catalasa de higado de rata tanto
por el analisis de curvas progreso y por punto final.
Ademas, se aclaré la confusion de como se debe ser
cuantificada la actividad de la enzima con las ecuaciones
de primer orden y de velocidad inicial para cumplir con
la definicién de unidad de acuerdo con la Subcomisiéon
Internacional.
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RESUMEN

Centipeta periodontii es un patégeno oral que ha
sido asociado a periodontitis. Se sabe poco sobre su
fisiologia y las proteinas que le ayudan a sobreponerse
a las condiciones adversas en la cavidad oral como el
estrés térmico y oxidativo. Las proteinas de choque
térmico (HSP) de bajo peso son chaperonas que
evitan la degradacion de otras proteinas y permiten la
sobrevivencia de diversos organismos a condiciones
adversas. La secuencia de la proteina HSP20 de C.
periodontii (CpHSP20) ha sido depositada en la base
de datos GenBank, pero no se han reportado sus
caracteristicas y propiedades in silico, in vitro o in vivo.
Por ello en el presente trabajo se utilizaron herramientas
de bioinformaética para analizar las caracteristicas
estructurales de esta proteina y presentar un modelo
tridimensional de la misma. La secuencia reportada
y el modelo 3D muestran que CpHSP20 cuenta con
los dominios N-terminal, a-cristalino y C-terminal, asi
como con las laminas 3, caracteristicas de esta familia.
También se identificaron diversos aminoacidos que
podrian participar en la formacién de oligémeros de la
molécula y enla unién a las proteinas blanco. CpHSP20
tiene una secuencia similar a la proteina homoéloga de
Selenomonas sputigena y Selenomonas massiliensis, ésta
tltima de reciente descripciéon como patégeno oral.

Palabras clave: Proteinas de choque térmico, Centipeta
periodontii, filogenia

ABSTRACT

Centipeta periodontii is an oral pathogen that has been
associated with periodontitis. Little is known about his
physiology and the proteins that help him to overcome
adverse conditions in the oral cavity such as thermal
and oxidative stress. Small Heat Shock Proteins are
chaperones that prevent the degradation of other
proteins and allow the survival of several organisms
under adverse conditions. The sequence of the C.
periodontii HSP20 protein (CpHSP20) has been load
in the GenBank database, but its characteristics and
properties have not been reported in silico, in vitro or
in vivo. Therefore, in this work, bioinformatics tools
were used to analyze the structural characteristics of
this protein and present a 3D model of it. The reported
sequence and the 3D model show that CpHSP20 has the
N-terminal, alpha-crystalline and C-terminal regions, as
well as the characteristic  sheets of this family. Several
amino acids that could participate in the oligomerization
of the molecule and binding to the target proteins were
also identified. CpHSP20 has a similar sequence of the
homologous protein from Selenomonas sputigena and
Selenomonas massiliensis, the latter of recent description
as an oral pathogen.

Keywords: Heat Shock Protein, Centipeta periodontii,
Phylogeny
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INTRODUCCION

La periodontitis es un padecimiento crénico asociado
a la inflamacion de los tejidos de soporte dental, que
conduce al debilitamiento de los mismos y puede
concluir con la pérdida de los dientes (Gao et al., 2020).
Es la enfermedad oral mas prevalente en el mundo y
es causada por biopeliculas formadas en las bolsas
periodontales, asi como la respuesta inmune inducida
por estas (Bouziane et al., 2020). Hasta el momento no
se ha demostrado que una sola especie bacteriana sea
la inica causante de la periodontitis, por lo que se ha
propuesto que diversos microorganismos odontopéticos
presentes en la cavidad oral estan asociados con el
progreso de la enfermedad. Los cambios en dichas
poblaciones (disbiosis) podrian desencadenar el
padecimiento, por ello muchos de los esfuerzos actuales
estan encaminados a establecer con certeza las especies
bacterianas presentes en la cavidad oral y el papel que
cada una desempefia en el establecimiento y progresion
de la periodontitis (Hiranmayi et al., 2017; Nozawa et
al., 2020).

Algunas de las especies bacterianas que colonizan la
cavidad oral como Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola y Prevotella intermedia han sido objeto de
amplios estudios, por lo que la literatura sobre ellas
es abundante. Sin embargo, ain hay muchas especies
que tienen importancia como patégenos orales y de las
cuales se sabe poco. Centipeda periodontii es un bacilo
anaerobico gram-negativo flagelado, que forma parte
de la flora microbiana de la cavidad oral humana,
particularmente de la lengua, tejido periodontal y surco
gingival (Tamura et al., 2013b; Tyrrell et al., 2003). Esta
bacteria se ha encontrado, junto con otras especies, en
lesiones periodontales (Chan and Chien, 1994; Rams et
al., 2015; Shenker et al., 1987; Siqueira and Rocas, 2004).
Se ha demostrado que este microorganismo tiene la
capacidad de afectar la viabilidad de linfocitos humanos
(tanto T como B) y monocitos, lo cual podria iniciar
un fenémeno de inmunosupresién, que facilitaria la
accion patégena de este y otros componentes de la
microflora bucal (Shenker et al., 1987). Sin embargo,
hacen falta estudios mas detallados sobre su papel en
el establecimiento y progresién de la periodontitis.

Se han publicado trabajos que describen la estructura
flagelar de C. periodontii mediante microscopia
electrénica y algunas caracteristicas del lipopolisacarido
de su pared bacteriana (Berthold et al., 1988; Kokeguchi
et al., 1990). Sin embargo, no hay literatura sobre su

fisiologia o sobre los componentes que le permiten
soportar el ambiente adverso de la cavidad oral y
establecerse exitosamente en la misma, como podrian
ser las proteinas de choque térmico (HSP, del inglés
Heat Shock Proteins).

Las HSP son una gran familia, cuyos miembros tienen
diferentes actividades como chaperonas y ayudan a
mantener la integridad de sus proteinas blanco frente
a diversas condiciones de estrés (térmico, oxidante,
osmotico, nutricional, etc). Tres de los miembros méas
conocidos son las HSP60, HSP70 y HSP90 (cuyos pesos
moleculares son de 60, 70 y 90 KDa, respectivamente).
Sin embargo, hay una subfamilia conocida como HSPs
de bajo peso molecular, cuyos miembros se encuentran
entre los 14 y los 40 KDa. Estas proteinas tienen
funciones similares a las HSPs antes mencionadas e
incluso pueden tener funciones adicionales como
metaloproteasas o enzimas degradantes (Fakruddin et
al., 2000; Tundo et al., 2013). Por ello, recientemente han
recibido especial atencién y en algunos casos incluso se
les considera factores de virulencia (Mayer et al., 2012;
Stewart et al., 2005).

Se sabe que estas HSP de bajo peso se encuentran
distribuidas a todo lo largo de la escala evolutiva, desde
procariontes (arqueas y bacterias) hasta eucariontes
multicelulares como el humano (Haslbeck et al., 2019).
Hasta el momento no han sido descritas las caracteristicas
de ninguna de las HSP de bajo peso molecular de C.
periodontii, por lo que en el presente trabajo se hace
un analisis estructural in silico de una proteina de
choque térmico de 20 KDa (CpHSP20), se establecen
sus caracteristicas y se discute su relacion filogenética
con otras bacterias orales, asi como su posible papel en
la patogenicidad de este microrganismo.

MATERIALES Y METODOS

Secuencias de HSP20

Las secuencias de HSP20 de Centipeda periodontii
(WP006307775.1, EGK56698.1) fueron obtenidas de
GenBank donde se encuentran publicadas desde 2013
y 2017, respectivamente. Para los analisis realizados
también se incluyeron secuencias de otros patégenos
orales como Porphyromonas uenonis (WP039865826.1),
Prevotella intermedia (PDP82714.1), Treponema denticola
(AAS11518.1), Selenomonas massiliensis (WP106627973.1)
y Selenomonas sputigena (WP013741073.1). También
se incluyeron secuencias de proteinas homologas de
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bacterias no relacionadas, protozoarios y eucariontes:
Acetobacter pasteurianus (BAU37705.1), Gluconobacter
frateurii (GAP24968.1), Escherichia coli (KAA1346709.1),
Moycobacterium tuberculosis (KDA15745.1,), Trypanosoma
cruzi strain Qro (AAY78951.2), Trypanosoma cruzi CL
Brener (XP810967.1), Trypanosoma rangeli (ESL07623.1),
Bodo saltans (AXL08066.1), Leishmania braziliensis
(5YZ67774.1), Mus musculus (AAA37861.1) y Homo
sapiens (NP653218.1).

Analisis estructural de CpHSP20

Para establecer las caracteristicas estructurales de
la proteina se utiliz6 el software BLASTp el cual se
encuentra disponible en linea (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Se realizaron
alineamientos individuales de la HSP20 con otras
HSPs de bajo peso molecular bien caracterizadas, para
establecer las similitudes y diferencias en la posicién de
los aminoacidos e identificar la longitud de las regiones
N-terminal, dominio a-cristalino y C-terminal, asi como
los aminoacidos relevantes para la unién al sustrato. La
secuencia de las laminas 2-10 fue corroborada con el
analisis de I-TASSER que se menciona mas adelante.
Adicionalmente se us6 el software PrankWeb (http://
prankweb.cz) para predecir nuevos sitios de unién a
ligando, a partir de la comparacion con la secuencia
de la proteina HSP16 (GenBank NP_596091.1) de
Schizosaccharomyces pombe (Jendele et al., 2019). Para
ello se identificaron los aminoacidos de unién a ligando
en la secuencia de S. pombe mediante PrankWeb y luego
esta fue alineada con la secuencia de CpHSP20 mediante
el software MUSCLE. De esta forma por homologia se
dedujeron los aminoacidos de unién a ligando comunes
entre ambas secuencias.

Inmunogenicidad de CpHSP20

Para establecer las propiedades inmunogénicas de
la proteina se determind qué secuencias de péptidos
presentes en la misma podian unirse al MHC-II
(HLA-DR) alelo DRB1 y cuéles podrian ser inductores
de anticuerpos por células B. Para ello se utilizé
la herramienta de andlisis y predicciéon Immune
Epitope Database (IEDB) (https://www.iedb.org).
Se seleccionaron los péptidos con mayor score y estos
fueron confirmados con el método de prediccion
Consensus 2.22 contenido en el mismo software (Wang
et al., 2008).

Modelaje molecular por I-TASSER

La estructura terciaria de la proteina, asi como la
confirmacién de las secuencias de laminas p2-10 y el
modelaje tridimensional, fueron establecidos desde
la plataforma en linea I-TASER (https://zhanglab.
ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Para el analisis
se empled la secuencia de aminoacidos completa de
la proteina CpHSP20 (GenBank, EGK56698.1). La
estructura tridimensional predicha fue visualizada
mediante el software libre de manipulaciéon de
imagenes GNU GIMP 2.8 (https://www.gimp.org/).
Para el modelado tridimensional mediante I-TASSER
se compararon plantillas de la biblioteca PDB (Protein
Data Base, https:/ /www.rcsb.org/structure/3rhw),
seleccionando aquellas de mayor probabilidad. La
estructura tridimensional predicha fue comparada con
otras ya descritas mediante TM-align y se estableci6
la identidad de aquellas con las que comparte mas
similitud (Yang et al., 2015).

Filogenia de CpHSP20

Las secuencias de HSP de bajo peso fueron compiladas
mediante el Software BioEdit y el alineamiento de
las mismas se realizé mediante el software MUSCLE
(MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation)
(Edgar, 2004). Se estableci¢ la filogenia de CpHSP20
mediante los analisis de Neighbor joining y UPGMA,
por el método estadistico de Bootstrap (2000 réplicas),
empleando el Software Mega6 (Tamura et al., 2013a).
En ambos casos se analiz6 solo el dominio a-cristalino
que es el més conservado, entre las laminas (33-7. Para
el anélisis 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) .

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas de HSP20

El analisis estructural de la proteina HSP20 mostré
que el extremo N-terminal tiene una longitud de 43
aminoacidos, de los cuales mas del 60% son hidrofébicos.
La region correspondiente al dominio a-cristalino tiene
una longitud de 90 aminoacidos y posee las ldminas [32-8
caracteristicas de esta familia (Figura 1). Finalmente la
secuencia de la region C-terminal tiene una extensién de
19 aminodcidos y se caracteriza por el dominio IxI (IEI)
que ha sido implicado en la formacién de oligémeros
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de estas proteinas (Delbecq et al., 2012).

Previamente se ha planteado que la secuencia N-terminal
de las HSPs de bajo peso se caracteriza por estar
enriquecida en aminodcidos hidrofébicos, de los cuales
los mas abundantes son Fenilalanina (F) y triptéfano (W).

CpHSP20 cumple la primera caracteristica, pues el 63%
del dominio N-terminal estd compuesto de aminoacidos
hidrofébicos. Pero solo F es el mas abundante, ya que
W esta escasamente representado. Tales variaciones en
la estructura de este dominio no son del todo raras, ya
que trabajos previos han planteado que esta secuencia
ha evolucionado de forma independiente a la evolucién
estructural del dominio a-cristalino. Esto ha resultado
en una mayor variabilidad en partes especificas de la
proteina y en una diversificacion de probables blancos
de unién (Kriehuber et al., 2010).

En otras HSP de bajo peso se ha descrito que la secuencia
IxI puede estar presente también en el extremo
N-terminal, permitiendo cierta interaccion entre éste y
los dominios a-cristalino de otras HSPs. Sin embargo,
en el caso de CpHSP20 no se encuentra (Stamler ef al.,
2005). La region N-terminal de esta proteina también
cuenta con varias fenilalaninas, que en otras HPS de
bajo peso se han propuesto como importantes para la
unién a las proteinas blanco y también para la formacién
de oligémeros. La presencia de una o varias de estas
fenilalaninas confiere a la proteina la capacidad de
formar oligémeros de diferente tamafio y estabilidad,
que sin perder sus propiedades de chaperona pueden
interactuar de forma distinta con diversos sustratos.
Asimismo, se ha propuesto que estas fenilalaninas
pueden estar involucradas en el reconocimiento de
proteinas desnaturalizadas. Por ello, la presencia de
varias F en el dominio N-terminal podria darle a la
CpHSP20 mayor flexibilidad para interactuar con
diversas proteinas, que ademas pueden tener diferentes
estados de desnaturalizacién o agregacion (Figura 1)
(Jaya et al., 2009).

* %

_ B2,
DFPSANWGAA§FKVDVKDSGDHYELTADLPGMT
R B5 4 & —B6_,
KEDIALHYENGYLTIAA§R§E_SN_DEKQ[LAQN_YIRRE
_B7

RHTGEVSRSFYI DGIDDANIHAEFKDGVLOQ\/NLPKA
10

AGEPERKQIEIH

Figura 1. Analisis estructural de CpHSP20 (EGK56698.1).
Se identificaron los dominios N-terminal (azul), alfa
cristalina (sombreado gris) y C-terminal (verde). Las
laminas {3 caracteristicas de esta familia se sefialan
con flechas. El motivo IxI (subrayado) en la region
C-terminal es importante para la oligomerizacién de
la molécula. Las fenilalaninas relevantes para la union
al sustrato se enmarcan en rojo. Los asteriscos indican
los aminodacidos relevantes para unién al sustrato
determinados por PrankWeb. Las lineas punteadas
sefialan los péptidos identificados como inmunogénicos
que pueden ser presentados por MHCII y la caja
morada sefiala un péptido con capacidad de inducir la
produccién de anticuerpos por células B.

Por otro lado, el domino a-cristalino se ha reportado
previamente con una extension de 90-100 aminoécidos.
En CpHSP20 la longitud es de 90 aminoacidos y cuenta
con todas las laminas {3 necesarias para interaccionar
con otras unidades de la misma proteina durante la
oligomerizacién, como ha sido propuesto previamente
para otras HSP (Hochberg and Benesch, 2014). El
proceso de oligomerizacién es un paso crucial, previo
a la actividad de chaperona de estas proteinas, pues ha
sido descrito que la incorporacién y desincorporacién
de monémeros a las estructuras de mayor tamafio
(oligomeros) es un sistema dindmico, que se ajusta a los
requerimientos fisiologicos de la célula y que permite
a las HSPs de bajo peso el rapido reconocimiento de
sus proteinas blanco frente a un evento adverso (Basha
et al., 2012). Adicionalmente, CpHSP20 cuenta con
una secuencia (RSES), junto a la lamina 5 del motivo
a-cristalino, cuya tltima serina es susceptible de ser
fosforilada por cinasas dependientes de calmodulina,
lo cual también podria cambiar su estado de
oligomerizacién y tener un papel en la regulaciéon de
su actividad (Ecroyd et al., 2007).

Existen antecedentes al respecto, pues se ha demostrado
que cuando la HSP27 humana se fosforila en respuesta
a diversos estimulos extracelulares, forma dimeros
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para unirse a diversas proteinas, confiere resistencia
a farmacos en células cancerigenas y participa en el
crecimiento celular en respuesta a mitégenos, ademas
de su papel como chaperona. Incluso se ha planteado
su probable participacion en la transduccion de sefales
(Lambert et al., 1999)

Ademas de lo anterior, la deduccion de nuevos sitios
de unién a partir del andlisis con PrankWeb sugiri6
varios aminoacidos, principalmente en el dominio
a-cristalino (Figura 1), lo cual apoya la propuesta
que han hecho diversos autores sobre el papel de
esta region en la interaccién con las proteinas blanco.
Se ha observado que en otras HSPs de bajo peso, los
cambios de temperatura modifican la estructura del
dominio a-cristalino, presumiblemente haciendo que se
expongan los residuos de unién al sustrato (Hochberg
and Benesch, 2014; Horwitz, 1992).

Por otra parte, la porciéon C-terminal ha sido descrita
con una longitud no mayor a 20 aminoécidos. CpHSP20
tiene 20 residuos, cuyo motivo IEI presente en la
secuencia, le permite cierta flexibilidad para interactuar
con las ldaminas 3 del dominio a-cristalino propio y
con las secuencias IxI de otros monémeros de HSP.
Se ha reportado previamente que la secuencia IxI en
el extremo C-terminal de la proteina es altamente
conservada en esta subfamilia y que las isoleucinas
son particularmente importantes para la formacién
de hetero-oligémeros (estructuras formadas por
monoémeros de diferentes HSPs), asi como para el
reconocimiento de ciertas proteinas blanco. También
se ha observado que algunas proteinas tienen valinas
en vez de isoleucinas en la secuencia Ix], sin perder sus
propiedades (Kriehuber et al., 2010; Pasta et al., 2004).

Inmunogenicidad de CpHSP20

La prediccion de secuencias inmunogénicas mostré que
dos péptidos de 15 y uno de 12 aminoécidos, tendrian
las caracteristicas para ser presentados por el MHC
clase II humano (Figura 1). Dos de ellos se encuentra
en la regiéon N- terminal y el otro se encuentra en el
dominio a-cristalino, entre las laminas b5 y b6, region
que de acuerdo con el modelaje molecular estaria
expuesta (Figura 2). Este andlisis también determiné
que la secuencia de 12 aminoacidos presente en el
extremo N-terminal tendria altas probabilidades de
inducir la produccién de anticuerpos por las células
B. Actualmente se sabe que de manera natural pueden
generarse anticuerpos IgG e IgM contra algunas HSP

de bajo peso molecular humanas durante la evolucién
de algunos procesos patologicos como Alzheimer,
Parkinson y cancer de ovario (Papuc et al., 2016; Papuc
etal., 2015; Zhu et al., 2015). Asimismo se han reportado
anticuerpos contra HSP de bajo peso de diversos virus,
helmintos y protozoarios (Coceres et al., 2010; Montalvo-
Alvarez et al., 2008; Ramezani et al., 2019; Vacirca et al.,
2011). Sin embargo, atin se desconoce cabalmente la
relevancia biolégica de este fenémeno. Por otro lado,
la propiedad de generar anticuerpos del péptido de 12
aminoacidos de CpHSP20, podria aprovecharse para
establecer un sistema de diagndstico de forma similar
a lo que se ha hecho con la HSP16 de Mycobacterium
tuberculosis y la HSP20 del Virus de Papiloma Humano
(Ramezani et al., 2019; Trilling et al., 2011).

N-terminal

C-terminal

Figura 2. Modelo 3D de CpHSP20 (EGK56698.1). El
modelado se realiz6 en la plataforma I-TASER como se
indica en materiales y método. El nticleo de laminas 3
antiparalelas se muestra al centro (verde, cian, naranja
y amarillo).
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Modelo tridimensional de CpHSP20

La estructura tridimensional de CpHSP20 modelada
por I-TASSER mediante TM-align (Figura 2) muestra
las laminas  que adoptan la forma de un “sandwich”
compacto compuesto de dos grupos de hojas
antiparalelas de 3 y 4 laminas respectivamente, como
se ha descrito para otras HSPs de bajo peso molecular
(Haslbeck et al., 2019). La CpHSP20 fue comparada
con todas las estructuras en la biblioteca PDB y se
encontré que la identidad mas alta fue con la proteina
de 16 KDa de Schyzosaccaromyces pombe. De acuerdo
con esta similitud estructural se puede predecir que
el estado mas probable de oligomerizacién de esta
proteina sea de 16 moléculas homoméricas (monémeros
idénticos), lo cual atn debe ser corroborado. Asimismo,
se observa en el modelo tridimensional que la secuencia
susceptible a fosforilacion se encuentra expuesta fuera
del “sandwich” de ldminas p. Como informacién
adicional, el modelaje tridimensional también sefial6
que la secuencia y disposicion de algunas de las lJdminas
 podrian favorecer la unién a otras HSPs de bajo peso,
es decir permitirian la formacion de hetero-oligémeros.

Esto serfa muy relevante para la funcién de la CpHSP20
como chaperona, pues se ha demostrado en otros
modelos que los hetero-oligémeros formados por
HSPs de bajo peso tienen mayor estabilidad térmica
e intercambian subunidades con mayor dinamismo,
facilitando asi su acciéon de chaperona sobre algunas
proteinas (Aquilina et al., 2013).

Enla base de datos PDB solo se encuentran proteinas que
han sido cristalizadas, cuya estructura tridimensional
ha sido confirmada, y hasta el momento no hay HSPs
de bajo peso de bacterias similares a C. periodontii. Por
ello, el modelo tridimensional propuesto debera ser
confirmado més adelante mediante la cristalizaciéon de
la proteina.

CpHSP20 se relaciona filogenéticamente con especies
del género Selenomonas

En 2013 y 2017 se anotaron en GenBank las secuencias
de HSP20 de C. periodontii, empleadas en este trabajo,
que resultaron ser idénticas entre si. Hasta la fecha no
se ha analizado la filogenia de C. periodontii mediante
CpHSP20 para saber con qué otras bacterias comparte
caracteristicas. Mediante el analisis de Neighbor joining
y UPGMA se encontré que CpHSP20 se relaciona
filogenéticamente con la HSP20 de Selenomonas sputigena

(Figura 3). Este resultado es consistente con estudios
filogenéticos previos que emplearon el marcador
ribososmal 16S y demostraron que C. periodontii y S.
sputigena tienen una relacion filogenética (Sawada et al.,
1999; Sawada et al., 2000). Adicionalmente, los géneros
Centipeta y Selenomonas podrian constituir un clado
filogenético, claramente separado de otras bacterias
orales como Treponema y Porphyromonas, lo cual no ha
sido planteado formalmente hasta ahora.

Tanto C. periodontii como S. sputigena han sido
considerados patdgenos orales asociados a la evolucion
de la periodontitis, por lo que la relaciéon filogenética
observada por los marcadores ya sefialados puede dar
pie a una caracterizacion de otros factores involucrados
en su virulencia. Por ejemplo, se ha demostrado que S.
sputigena cuenta con una flagelina glicosilada expresada
en su superficie, que esté relacionada con su capacidad
para formar bio-films. Seria importante establecer si C.
periodontii cuenta con la misma molécula (Rath et al.,
2018).

Por otro lado, dado que los anélisis con NJ y UPGMA
consideran solo las propiedades fenotipicas de las
secuencias de aminodacidos y no la historia evolutiva,
se requieren andlisis de inferencia bayesiana a partir
de secuencias de aminoécidos y de nucleétidos, que
fortalezcan la idea de un clado comun a partir de una
historia evolutiva compartida para los géneros Centipeta
y Selenomonas.

Adicionalmente, se han reportado trabajos en los cuales
emplean HSPs para vacunar modelos animales y se
obtiene una respuesta protectora (Bolhassani and Rafati,
2013; Milani et al., 2019). Partiendo de ello, el resultado
descrito lineas arriba predice que, si se usa la CpHSP20
como modelo vacunal, podria generarse una respuesta
humoral compartida contra las proteinas de choque
térmico de bajo peso de C. periodontii y las especies del
género Selenomonas, pero probablemente no contra
otras bacterias orales como Porphyromonas o Prevotella,
por su menor similitud a nivel de aminoacidos.

Interesantemente, también se evalud la filogenia de la
proteina HSP20 de Selenomonas massiliensis, un patégeno
oral humano descrito recientemente y del cual atn se
cuenta con poca informacién (Belkacemi ef al., 2018).
Se encontré que si bien S. massiliensis puede formar
parte del clado Selenomonas, aparentemente tiene menos
similitud con S. sputigena (Figura 3).
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Papel biologico de CpHSP20

Tomando en conjunto las caracteristicas sefialadas en
el presente trabajo, puede deducirse que la proteina
CpHSP20 tiene las caracteristicas necesarias para la
actividad de chaperona (unién a sustrato, formaciéon
de oligémeros, sitio de fosforilaciéon, secuencia IxI)
con capacidad de unirse a proteinas desdobladas o
mal plegadas, evitando su agregaciéon y degradacion
durante eventos de estrés celular, como ha sido descrito
para otros miembros de esta familia (Horwitz, 1992;
Jakob et al., 1993).
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Asi CpHSP20 podria ayudar a resistir las condiciones
adversas que el patogeno enfrenta en la cavidad
oral, como el estrés oxidante, que puede afectar su
establecimiento exitoso y puede ser causado por
diversos factores como xenobiéticos (etanol, humo de
cigarro, farmacos), alimentos (dietas altas en grasa,
proteinas o irritantes), materiales y tratamientos
dentales (0zono, luz ultravioleta, fluoruro, cementos y
aplicaciones ortoddncicas) (Santos et al., 2007; Zukowski
et al., 2018). También podria ser chaperona de algunos
factores de virulencia del patégeno, como ha sido
demostrado para otras HSPs de bajo peso en bacterias
patégenas (Mycobacterium tuberculosis y Agrobacterium
tumefaciens) y para algunos patégenos fingicos como
Candida albicans (Mayer et al., 2012; Stewart et al., 2005;
Tsai et al., 2010).
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Figura 3. Filogenia de la proteina CpHSP20 (EGK56698.1). El anélisis de Neighbor joining (izquierda) y UPGMA
(derecha) se realiz6 como se describe en materiales y método. Se analiz6 la relacion de esta proteina con otras
HSP de bajo peso molecular y se encontré que CpHSP20 se agrupa con sus proteinas homoélogas de S. sputigena

y S. massiliensis. Los valores de bootstrap en los nodos

se obtuvieron a partir de 2,000 réplicas. Las distancias

genéticas para el analisis evolutivo fueron determinadas por el método p-distance. La escala mostrada representa

el nimero de diferencias en aa por sitio en la secuencia

. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura

fueron eliminadas. Un total de 82 posiciones fueron empleadas en la construccion del cladograma.
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CONCLUSION

El andlisis in silico de la proteina CpHSP20 mostr6 que
ésta cuenta con las caracteristicas para ser chaperonay
unirse probablemente a mas de una proteina blanco. Su
papel como chaperona de algunos factores de virulencia
debe ser evaluado. Asimismo, la secuencia de CpHSP20
comparte caracteristicas con la proteina homologa de
especies del género Selenomonas, por lo que podrian
compartir una historia evolutiva atin por ser descrita.

PERSPECTIVAS

Para profundizar en el conocimiento de esta proteina
y su papel en la fisiologia de C. periodontii, podrian
realizarse andlisis computacionales de docking, para
establecer los posibles blancos de unién de CpHSP20
y de esta forma saber cuéles de ellos son importantes
para la patogenia de la periodontitis. Algo similar se ha
realizado con otras proteinas de choque térmico como
las HSP70 (Singh et al., 2019). Experimentalmente,
podria obtenerse la proteina recombinante mediante
técnicas de biologia molecular, para realizar estudios de
proteccién in vitro y comprobar el papel de chaperona,
como se ha hecho para otras HSPs de bajo peso (Perez-
Morales et al., 2009). La proteina recombinante podria
emplearse también para ser cristalizada y de esta forma
corroborar el modelo tridimensional presentado en este
trabajo, o bien generar un nuevo modelo.
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RESUMEN

Una de las tendencias actuales en el tratamiento
de diversas enfermedades se centra en el uso de
compuestos naturales para evitar efectos adversos en la
salud humana y buscar un equilibrio entre los diversos
factores que interactian en la misma. La eficacia
decreciente de los medicamentos actuales, la resistencia
aantibidticos y la basqueda de opciones menos invasivas
en los tratamientos de enfermedades ha tenido como
respuesta el interés en compuestos bioactivos como
los oligosacaridos. Los oligosacaridos son compuestos
de origen natural con potencial terapéutico para
diversos padecimientos, y en diferentes estudios se
ha evidenciado su eficacia como anticancerigenos,
antidiabéticos y antimicrobianos, entre otros usos.
Actualmente se investigan métodos de producciéon
maés eficientes para obtener mezclas activas de estos
compuestos que sean efectivas contra las enfermedades
antes mencionadas. De manera general, su uso se ha
limitado como suplemento alimenticio o coadyuvante
de tratamientos tradicionales, sin embargo, su eficacia
para la prevencion de procesos tumorales y su funcién
como prebidticos estd mas que demostrada. En el
presente trabajo se revisa el uso de los oligosacaridos
en los dltimos afios como elementos terapéuticos para
diferentes padecimientos, y se analiza su estructura y
métodos de obtencién.

PALABRAS CLAVES

Oligosacéridos, quito-oligosacéridos, oligosacaridos
de la leche materna, fructo-oligosacaridos, xilo-
oligosacaridos

ABSTRACT

A current trend in the treatment of various diseases
has focused on the use of natural compounds to avoid
adverse effects on human health and looking for a
balance between the factors that support health. The
decreasing efficacy of current drugs, antibiotic resistance,
and the search for less invasive options in the treatment
of diseases opened the interest in bioactive compounds
such as oligosaccharides. Oligosaccharides are natural
compounds with therapeutic potential for several
diseases, and their value as anticancer, antidiabetic,
and antimicrobial drugs, have been demonstrated. More
efficient methods for the production of oligosaccharides
areinvestigated in order to obtain active mixtures against
the diseases mentioned before. In general, their use has
been limited as a dietary supplement or in combination
with traditional treatments, however, their efficacy for
the prevention of tumor development and their role as
prebiotics is more than proven. In the present work, we
review the current state of the potentially therapeutic
oligosaccharides, their structure and methods used to
obtain the oligosaccharides, and finally, some of their
applications as potential therapeutic compounds.

KEYWORDS
Oligosaccharides, chito-oligosaccharides,
oligosaccharides from breast milk, fructo-

oligosaccharides, xylo-oligosaccharides
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INTRODUCCION
Caracteristicas generales de los oligosacaridos

Los oligosacaridos (OS) se definen como cadenas cortas,
formadas por entre 3 y 10 unidades monoméricas
conocidas como monosacaridos y unidas mediante
enlaces covalentes glucosidicos (Olicon-Hernandez et
al. 2017b; Wen et al. 2018). Los oligosacaridos tienen
las caracteristicas fisicoquimicas de los carbohidratos
simples, ya que presentan la misma composiciéon en
cuanto a la abundancia de los grupos alcohol y sus
enlaces caracteristicos. Asimismo, pueden unirse
a moléculas como aminoacidos, lipidos, grupos
sulfatados o aminados, entre otros. La enorme variedad
de oligosacédridos que se encuentra en la naturaleza
se debe a que son muchos los monosacaridos que
pueden formar parte de su estructura, a la topologia
de las uniones glucosidicas que se llevan a cabo entre
los monosacaridos y a las modificaciones covalentes
que ocurren en las moléculas del carbohidrato. De esta
manera, se pueden encontrar oligosacdridos formados
por un solo tipo de monémero o por diferentes tipos,
en configuracién lineal o ramificada (Figura. 1).

A

Monosacarido

o

Glucosa

B

Los oligosacaridos tienen funciones bioldgicas
importantes, como moléculas sefializadoras y
estructurales. Asimismo, la gran mayoria de ellos
son altamente hidrosolubles y representan la primera
linea de interaccion de las células con el medio externo
(Gunasekara and Zhao 2017). En las células, para que
los oligosacéridos lleven a cabo su funcién, a menudo
se presentan como glucoconjugados unidos a otras
macromoléculas, como los lipidos o las proteinas. Mas
alla de su conocida funcién como fuente de energia,
se conoce que los oligosacaridos juegan papeles
importantes en una variedad de procesos fisiol6gicos
y patolégicos; esto incluye, entre otros, el crecimiento y
la proliferacion celular, las respuestas inmunitarias, la
angiogénesis y la metéstasis de las células tumorales, la
interaccién con toxinas, el plegamiento y la degradacion
de proteinas, las comunicaciones célula-célula y las
interacciones célula-patégeno (Wen et al. 2018).

Actualmente los oligosacaridos tienen funciones
terapéuticas diversas y se han asociado con diversos
efectos benéficos en la salud humana. Por ejemplo,
se han utilizado como moléculas antimicrobianas,
anticancerigenas, antidiabéticas, prebioticos,

Trisacarido

Glucotriosa

W Homo-oligosacarido lineal

; i, _

Hetero-oligosacarido ramificado

Hetero-oligosacarido lineal

Figura 1.- Representacién esquematica de la estructura de un oligosacarido. A) Trisacarido lineal
compuesto por D-glucosa. B) Representacion de homo y hetero oligosacaridos lineales y
ramificados.
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inmunoreguladores, y componentes estructurales de
biopeliculas, entre otros (Bode 2015; Olicon-Hernéndez
et al. 2019; Zou et al. 2016).

Produccion de oligosacaridos

Se han estudiado diversas estrategias para la produccion
de oligosacaridos, tanto de forma natural como a nivel
preparativo/industrial: 1a biosintesis y la hidrélisis
polimérica. En las vias biosintéticas, los oligosacaridos
se construyen paso a paso mediante reacciones
catalizadas por enzimas. Sin embargo, a diferencia de
los oligonucleétidos y las proteinas, la biosintesis de
oligosacdridos no es un proceso guiado por un molde y
su diversidad es muy amplia, por ejemplo, una hexosa
tiene 4 centros quirales que dan como resultado 16
isomeros posibles, mientras que una pentosa puede
tener hasta 8 isémeros.

Un enfoque general para el ensamblaje de oligosacaridos
consiste en un donante glucosidico, un aceptor
glucosidico y un activador. Es un proceso complejo
que implica el acomodo estérico de los diversos
componentes, pudiendo tener numerosas interferencias.

Activador

B
i
)
5
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n
t
e
5
i
5

Las reacciones enzimaticas que conducen a la sintesis de
los oligosacaridos se producen en soluciones acuosas y
solo requieren un control limitado sobre las condiciones
de reaccion, como la temperatura, el pH del sistema y
la presencia o ausencia de iones metélicos, siendo, las
glicosiltransferasas (GTF, E.C. 2.4) las encargadas de
realizar los enlaces glucosidicos a partir de los donadores
activados (nucleétido-monosacéarido) (Wen et al. 2018).
Debido a que los monosacaridos pueden formar enlaces
glucosidicos a o B con cualquier grupo hidroxilo de otro
monosacarido, se incrementa el niimero de posibles
estructuras y conformaciones de los oligosacéridos.
Esta complejidad hace que la caracterizacion de
estos compuestos sea extremadamente complicada
(Gagneux and Varki 1999; Wen et al. 2018). En el caso
de la hidrdlisis polimérica, el sustrato primario para
la obtencion de oligosacédridos son polisacaridos que
tengan su misma composicion quimica pero mayor peso
molecular. En este caso, el polisacdrido se incuba con
enzimas hidroliticas que cortan en diferentes regiones
de la cadena, dando como resultado una mezcla de
oligosacaridos de diversos tamafios que después
pueden ser sometidos a procesos de purificacion.

Donador Aceptor
§

£

=

i

Oligosacarido

-
-—

- T—

-

3
2
=
=

Mezcla compleja de oligosacaridos

Figura 2.- Principales vias de obtencion de oligosacaridos. La ruta biosintética parte del
monosacaridos y polimeriza la cadena inicial hasta la tormacion del oligosacarido. La hidrdlisis es el
proceso contrario al romper la cadena polimérica en una mezcla compleja de oligosacaridos
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La variedad y complejidad de los oligosacaridos faecalis, Streptococcus epidermis, Streptococcus aureus,

resultantes depende directamente de las caracteristicas
intrinsecas del polisacarido, el tipo de enzimas
hidroliticas utilizadas, el tiempo de reaccién, y el
método de purificacion, entre otros (Olicon-Hernandez
et al. 2017a; Olicon-Hernandez et al. 2017b) (Figura 2).

Quito-oligosacaridos

El quitosano, polimero formado principalmente por
glucosamina, se obtiene a partir de la desacetilacién de
la quitina. Debido a que la glucosamina tiene un grupo
amino en el carbono 2 de la glucosa, el quitosano, al
encontrarse en soluciones acidas diluidas, se convierte en
un policatiéon con interesantes aplicaciones industriales
y biomédicas. Esta molécula posee elevada viscosidad
y es altamente cristalino, por lo que es insoluble a pH
neutro (Olicon-Herndndez et al. 2017b; Zou et al. 2016).

Los oligosacaridos que se derivan del quitosano son
moléculas hidrosolubles de bajo peso molecular que
tienen un interés creciente por sus multiples aplicaciones
en beneficio de la salud humana, entre las que destacan
su accién como anticancerigenos y antimicrobianos
(Azuma et al. 2015; Olicon-Herndndez et al. 2019).

La produccion de quito-oligosacaridos se basa en el uso
de enzimas hidroliticas que acttian sobre el quitosano
y la posterior purificacion de los componentes de
las mezclas complejas. La variedad de enzimas
que pueden hidrolizar al quitosano engloban a las
quitosanasas, quitinasas, celulasas, y proteasas, entre
otras. Otras estrategias proponen hidrolizar a la quitina
(formada principalmente por N-acetil-glucosamina)
para obtener una mezcla de quiti-oligosacaridos
(oligosacaridos de quitina) y posteriormente tratar la
mezcla con desacetilasas para la produccién de quito-
oligosacaridos. Modificaciones quimicas que aumenten
la carga de estos oligosacédridos son algunas vertientes
que se han estudiado para potenciar sus efectos (Andrés
et al. 2014; Naveed et al. 2019; Olicon-Hernandez et al.
2017a; Pan et al. 2016; Xia et al. 2008).

Como agentes antimicrobianos, los quito-oligosacédridos
se han probado como una alternativa para el tratamiento
de agentes infecciosos como bacterias y hongos. En este
contexto, se ha demostrado que una gran cantidad de
bacterias Gram-negativas clinicamente importantes
(Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa) y Gram-positivas
(Micrococcus luteus, Streptococcus mutans, Streptococcus

Bacillus subtilis y Bacillus cereus) son susceptibles al
tratamiento con esas moléculas, en concentraciones que
pueden variar desde los 1 mg/mL hasta los 50 mg/mL
(Naveed et al. 2019; Zou et al. 2016).

Con respecto a su actividad antiftingica, se ha observado
que los quito-oligosacaridos son mas efectivos a medida
que su peso molecular es mas bajo y su grado de
desacetilacion es mas alto. Se ha comprobado que estos
compuestos son efectivos contra cepas de Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus niger y Candida albicans con una
concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de 1.3 mg/
ml a 1.5 mg/ml de quito-oligosacaridos. Sin embargo,
la respuesta de cada hongo a estas moléculas es tan
variado que no se puede establecer un mecanismo
preciso sobre su accionar (Naveed ef al. 2019; Olicon-
Hernéndez et al. 2015; Wang et al. 2007).

El modo de accién de la mezcla de quito-oligosacaridos
contra los patégenos no esta claro, sin embargo,
la actividad depende de varios factores, como el
grado de polimerizacién y desacetilacion, el tipo de
microorganismo y las propiedades fisicoquimicas de
la pared celular. El mecanismo mas aceptado de la
actividad antimicrobiana esta relacionado con el grupo
amino libre y la carga positiva de los oligosacaridos,
que puede alterar la permeabilidad de la membrana
plasmatica, causando la fuga de constituyentes celulares
que finalmente conduce a la muerte de las células.
Uno de los principales factores para que se produzca
la muerte celular en organismos como las levaduras
y otros hongos es la distribucién de carga de la pared
celular (Olicon-Herndndez et al. 2019).

En lo que respecta a su actividad anticancerigena,
se ha evidenciado el efecto citotéxico de los quito-
oligosacaridos frente a células de cancer de vejiga,
prostata, pulmon, higado, ttero, colorrectal y varios
tipos de leucemias. En general, se ha observado
que concentraciones entre los 25 y 50 pg/mL son
efectivas para inhibir el 50% de la proliferacion
celular, dependiendo del tipo de tumor (Naveed et
al. 2019; Park et al. 2011). Se desconoce el mecanismo
exacto de la inhibicién de la proliferacién de células
cancerosas, pero puede estar asociado con las cargas
electrostaticas de los quito-oligosacaridos, los cambios
en la permeabilidad de la membrana plasmatica de las
células tumorales y la regulaciéon de la expresion de
factores tumorales como la metaloproteinasa-9 y / o
el factor de crecimiento endotelial vascular. Ademas,
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se ha propuesto que los quito-oligosacaridos, como
elementos de nanomateriales, son capaces de aumentar
la biodisponibilidad de medicamentos anticancerigenos
como paclitaxel y doxorrubicina (Olicon-Hernandez
et al. 2019; Liaqat and Eltem 2018; Naveed et al. 2019).

Oligosacaridos de la leche materna humana

Los oligosacaridos de la leche materna humana (Human
Milk Oligosaccharides, HMOs) son carbohidratos
complejos no conjugados abundantes en la leche
materna. Un litro de leche humana puede contener
entre 10 y 15 g de HMOs. Estos oligosacaridos
contienen principalmente galactosa (Gal), glucosa
(Glc), N-acetilglucosamina (GlcNAc), fucosa (Fuc)
y el dcido N-acetil-neuraminico, derivado del acido
sidlico (Sia). Un elemento importante en su estructura
es que los HMOs poseen el disacarido lactosa en su
extremo reductor, el cual puede ser alargado mediante
la adicién de otros disacaridos. Esto confiere una
complejidad estructural a los HMOs, ya que pueden
tener elongaciones lineales o ramificadas que pueden
modificarse atin mas por la adicién de fucosa o acido
sidlico (Bode 2015).

Una vez ingeridos, los HMOs pasan al intestino delgado
proximal, tras resistir la digestion gastrica y pancreatica,
donde su principal funcién es como un prebiético de las
bacterias benéficas, pero ademas mejoran la respuesta
inmunitaria a las vacunas, favorecen una funcion
mejorada de la barrera intestinal y una proteccién contra
la infeccién por enteropatdgenos. Aproximadamente el
1% de las HMOs ingeridas se absorben, alcanzan la
circulacion sistémica y se excretan por la orina. Dado
que los HMOs se absorben y aparecen en la circulacion
sistémica, es probable que lleguen a muchos 6rganos
ademas del intestino, incluidos el higado y el cerebro, asi
como las vias respiratorias y urinarias, lo que indicaria
que pueden tener muchas mas funciones que las que
desempenan a nivel intestinal (Bode 2015; Charbonneau
et al. 2016).

Como elementos importantes para la microbiota
intestinal, los HMOs tienen un papel preponderante
en el desarrollo de los microorganismos benéficos
para la salud humana. Estudios comparativos de
infantes alimentados con leche materna o con férmulas
comerciales deficientes en HMOs muestran que la
presencia de estos oligosacaridos aumenta la proporcion
de Bacteroides (bacterias Gram negativas en forma de
bacilo), especialmente Bifidobacterium, y disminuyen

significativamente las poblaciones de bacterias como
Clostridium, Lachnospiracea incertae, Streptococcus,
Enterococcus y Veillonella (Wang et al. 2015).

Por otro lado, se ha estudiado la relaciéon que existe
entre el desarrollo de la diabetes tipo I y la deficiencia
del desarrollo de una microbiota sana en las primeras
etapas de la vida, que tiene una relacion directa con
el consumo de HMOs. Se ha demostrado que la
alimentacién con una mezcla al 1% de HMOs de cadenas
largas y cortas por un periodo de seis semanas retrasé
y / o suprimi6 el desarrollo de la diabetes mellitus tipo
I en ratones diabéticos no obesos y redujo la apariciéon
de insulitis pancredtica severa en la edad adulta. Estos
efectos protectores se asociaron con alteraciones en la
composicion de la microbiota intestinal, disminucién de
la inflamacién e induccién de citoquinas antidiabéticas
(Xiao et al. 2018).

Como elementos terapéuticos, los HMOs se han
estudiado para reducir las respuestas alérgicas a
diferentes compuestos alimenticios. En este contexto,
se ha demostrado que el uso de la 2’-fucosillactosa
y la 6’-sialilactosa reducen los sintomas de alergia
alimentaria a ovoalbumina a través de la inducciéon
de células reguladoras de IL-10 y la estabilizacion
indirecta de los mastocitos en modelos murinos, siendo
una alternativa interesante para el tratamiento de estos
padecimientos (Castillo-Courtade ef al. 2015).

A pesar de que se conoce la efectividad de estas
moléculas, su uso terapéutico es limitado debido
a dos factores principales: 1) La complejidad de la
mezcla de HMOs, en donde se han descrito més de
100 tipo diferentes, pudiendo tener un gran ntimero
de combinaciones distintas, asi como su uso individual
y 2) La accesibilidad limitada a grandes cantidades
de HMOs. Actualmente, los procesos enzimaticos y
quimioenzimaticos para la sintesis de HMOs ha reducido
esta brecha, sin embargo, los procesos biotecnol6gicos
con sistemas de células enteras o enzimas bacterianas
aun deben perfeccionarse para cubrir las necesidades
actuales (Chen 2015; Petschacher and Nidetzky 2016).

Fructo-oligosacaridos

Los fructo-oligosacaridos (FOS) son carbohidratos
no digeribles que representan una de las principales
clases de oligosacaridos bifidogénicos. En general, son
oligdbmeros compuestos principalmente por unidades
de fructosa con una molécula de glucosa en el extremo
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terminal unida por enlaces glucosidicos (- (2-1).
También se conocen como fructanos, oligofructanos y
glucofructanos. La inulina es uno de los miembros mas
conocidos de este grupo, aunque los autores difieren si
se considera un oligosacédrido o un polisacarido. Para
fines de este trabajo consideramos a la inulina como
parte de los FOS. Estos compuestos son fitoquimicos
de reserva presentes en plantas, pudiéndose distinguir
4 grupos principales: inulinas, levanos, mezclas de
levanos y los llamados neo-FOS (Flores-Maltos et al.
2016).

Los FOS se encuentran en alimentos como la cebolla,
el ajo, el platano, la alcachofa y algunos cereales. Estos
pueden fabricarse por tres métodos: 1) extraccion de
materiales vegetales ricos en inulina, 2) por sintesis
enzimatica a partir de sacarosa por la acciéon de
fructosiltransferasas, y 3) por degradacion enzimatica de
la inulina. Las 2 altimas son los principales métodos de
obtencion de mezclas comerciales de FOS alimenticios.
Los FOS producidos a partir de inulina tienen un alto
grado de polimerizaciéon (DP <9) en comparacién con
los producidos a partir de sacarosa (DP <4). El grado
de polimerizacioén juega un papel importante en la
fermentacion intestinal de los FOS (Singh et al. 2016).

La funcién principal de los FOS es como prebiético
para la microbiota del intestino. En este contexto, un
prebidtico es un ingrediente alimenticio no digerible
que afecta beneficiosamente la salud del organismo
al estimular selectivamente el crecimiento y / o la
actividad de un nimero limitado de bacterias en el
colon (Singh et al. 2016). A diferencia de los HOMs,
los FOS se consumen en todas las etapas de la vida
para mantener una comunidad microbiana saludable.
Los FOS pueden escapar de la digestion enzimaética
en el tracto gastrointestinal superior, llegando al
colon intacto, antes de someterse a la fermentacion
microbiana. La ingesta de FOS provoca un efecto
bifidogénico al estimular selectivamente la proliferacién
de bifidobacterias, un grupo de bacterias beneficiosas
que se encuentran naturalmente en el colon humano.
Los 4cidos grasos de cadena corta (SCFA), los productos
finales de la fermentacién de FOS por la microbiota
intestinal, también pueden favorecer el crecimiento de
bacterias promotoras de la salud como Bifidobacterium
spp. y Lactobacillus spp., al tiempo que reduce o mantiene
las poblaciones patégenas (por ejemplo, Clostridium spp.
y Escherichia coli) en niveles bajos (Caetano et al. 2016).

Un efecto terapéutico importante que se ha descrito
para los FOS y que tiene relacién directa con su efecto
prebidtico es la prevencion del cancer colorrectal (CCR).
La interaccion entre la microbiota intestinal, el epitelio
intestinal y el sistema inmune innato del hospedero
estd asociada con varias enfermedades humanas,
incluidas la colitis y el CCR secundaria a disbiosis
(desequilibrio entre microbiota sana y patégenos).
Los FOS promueven el crecimiento de bifidobacterias,
un género de bacterias pleomorficas Gram-positivas
que juegan un papel regulador en el colon al inhibir el
crecimiento de bacterias que favorecen la carcinogénesis.
Se ha sugerido que las bifidobacterias disminuyen la
expresion de enzimas metabolizadoras de xenobidticos
y estimulan el sistema inmune en la mucosa del colon
(Caetano et al. 2016; Raman et al. 2013).

El consumo de FOS también conduce a una mayor
produccion de SCFA, principalmente acetato,
propionato y butirato. Hallazgos recientes sugieren que
los SCFA pueden suprimir la inflamacién y el cancer al
aumentar la respuesta inmune local, disminuir el pH del
colon y promover la excrecion de amoniaco. Durante
la carcinogénesis, la producciéon de SCFA en el colon
por bacterias beneficiosas disminuye la proliferacion
celular e induce la apoptosis, especialmente en las
células tumorales de colon. De hecho, también se
ha demostrado que el aumento de la produccién de
butirato disminuye el desarrollo de focos de criptas
aberrantes preneopldsicas y retrasa la progresion del
tumor en ratas (Caetano et al. 2016; Tang et al. 2011)

Por otra parte, se estudiaron los efectos de los FOS en
el desarrollo de la obesidad en modelos murinos. Se
determiné que la presencia de FOS podia reducir la
concentracion plasmatica de triacilgliceroles en ratas
alimentadas con una dieta oral de emulsién lipidica de
2.5 g/kg de peso corporal. En el segundo experimento,
ratones macho C57BL/ 6] se alimentaron con una dieta
“occidental” alta en grasas con o sin suplementacién de
FOS al 2.5% durante 12 semanas. El peso corporal y el
porcentaje de grasa corporal fueron menores en ratones
alimentados con FOS que en los controles. Ademas, el
peso del tejido adiposo visceral, incluyendo el higado,
asi como el contenido de triacilgliceroles del mismo
higado fueron significativamente menores en el grupo
con suplemento de FOS (Nakamura et al. 2017).

Un aspecto innovador del uso de FOS es el tratamiento
de trastornos emocionales como la depresién, usando
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oligosacéridos derivados de la inulina. Empleando
modelos murinos conductuales de depresién se
observé que extractos ricos en FOS, obtenidos del
yacon (Smallanthus sonchifolius), en concentraciones
de 25, 50 o 100 mg/kg, redujo significativamente la
respuesta estrés-depresion del ratéon ocasionada por
pruebas TST (prueba de suspension) y FST (pruebas de
nado forzado), de forma dependiente de la dosis, sin
evidencias de efectos estimulantes sobre la actividad
locomotora, lo que sugiere que los FOS pueden ser
una alternativa para el tratamiento de padecimientos
psicoemocionales (An et al. 2016).

Xilo-oligosacaridos

Los xilo-oligosacaridos (XOS) son oligémeros
compuestos de unidades de xilosa a través de enlaces
B- (1 — 4) -xilosidicos. Estos son los productos de
hidrélisis del xilano, un polisacarido con una cadena
lineal y diferentes ramificaciones y grupos laterales,
presente en diversas proporciones en la mayoria de
los materiales lignoceluldsicos (Samanta et al. 2015).
Los XOS pueden producirse mediante métodos
quimicos, enziméaticos o combinaciones de ellos a partir
de compuestos agricolas diversos. Ademas de estos
métodos, la biomasa de plantas agricolas ricas en xilano
también podria someterse a autohidrélisis directa a alta
temperatura y presion para producir XOS (Jayapal et
al. 2013).

Siendo parte importante de la fibra no digerible, los XOS
se utilizan ampliamente como prebiéticos en diversos
alimentos. El potencial de estos compuestos radica no
solo en sus propiedades nutracéuticas, sino también
en sus beneficios econémicos, ya que constituyen una
oportunidad para que las industrias agroalimentarias
otorguen un valor agregado a los desechos e
indirectamente mejoren el medio ambiente (Wan Azelee
et al. 2016). La hidrolisis enzimética directa del xilano
en dichos materiales es dificil debido a que la lignina es
una barrera al ataque enzimaético, por lo que se necesita
un tratamiento previo para romper la compleja red de
polimerizacién y facilitar la exposicion de la celulosa
y hemicelulosas para la hidrdlisis enzimatica (Antov
and Dordevi¢ 2017).

Como se menciond anteriormente, el principal uso de
los XOS es como fibra en la dieta y se ha demostrado
su efecto benéfico en el desarrollo de una microbiota
saludable. Por ejemplo, se investigaron los efectos del
consumo de granos de arroz enriquecidas con XOS en

el tracto intestinal de humanos sanos, por un periodo
de 6 semanas. Se analizaron muestras fecales de los
individuos en diferentes periodos de tiempo durante
la alimentacion con XOS y se realiz6 un andlisis de las
poblaciones microbianas. Los resultados mostraron
que la ingestion diaria durante 6 semanas de la papilla
de arroz enriquecida con XOS indujo aumentos
significativos en los recuentos bacterianos fecales
de Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., asi como
disminuciones en Clostridium perfringens, sin cambiar los
recuentos bacterianos anaerébicos totales, concluyendo
que la ingesta de XOS ayud¢ a equilibrar la microbiota
intestinal funcionando como un prebiético potencial en
diferentes alimentos (Lin ef al. 2016).

Por otro lado, los XOS también se han evaluado
para contrarrestar la propagacion del cancer de
colon. En modelos animales se indujo la formacion
de tumores cancerosos por inyecciones sucesivas de
1,2-dimetilhidrazina (DMH) a una concentracién de
20 mg/kg de peso corporal a intervalos semanales en
ratas Wistar machos. La dieta de los modelos murinos se
enriqueci6é con XOS al 5% y 10% (p/p) durante 45 dias
después de la inyeccién del DMH. Se observaron efectos
beneficiosos de los XOS en la dieta sobre la microbiota
y los focos de criptas aberrantes (ACF) en el colon de
animales. La dieta con XOS aument6 significativamente
la poblacién de bifidobacterias y redujo la incidencia y
la multiplicidad de la formacién de ACF en el colon.
La suplementaciéon también disminuy6 el nivel de
peroxidacion lipidica y aument6 las actividades de la
glutation-S-transferasa y de la catalasa en la mucosa
del colon y el higado, lo que pudo haber contribuido
a inhibir la carcinogénesis en el colon, mostrando
efectos benéficos en el tratamiento de este tipo de cancer
(Aachary et al. 2015).

Otras actividades asociadas a los XOS es su capacidad
antioxidante y antibacteriana in vitro. En este sentido,
se ha observado que mezclas de XOS mostraron una
importante actividad antioxidante medida con la prueba
de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), con una IC50 de
0.45 mg/mL y un alto blanqueamiento de [-caroteno
(IC50 = 2.2 mg/mL). Ademés, se evidencié una alta
actividad antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Bacillus thuringiensis y Pseudomonas
aeruginosa (Kallel et al. 2015).
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Otros oligosacaridos

Existen oligosacaridos menos frecuentes que se han

usos de estos oligosacédridos. Esto sugiere que hay un
gran potencial en el estudio de estas moléculas y que

la bisqueda de nuevas propiedades puede contribuir

estudiado como potenciales agentes terapéuticos g la utilizaciéon de materiales con beneficios a la salud
empleando diversos métodos de preparacion. En la de humana.
tabla 1 se aprecian las principales caracteristicas y

Tabla 1. Aplicaciones terapéuticas de diferentes tipos de oligosacaridos

Nombre Origen Estructura Meétodo de obtencién | Aplicacién Reterencia
terapéutica
Oligosacaridos | Pared celular de | Cadenas lineales sultatadas de 3 | Degradacion del x- Proteccion contra Sun et al. 2015
de carragenano | algas rojas p-D-galactosa (Unidad G) unida | carragenano por especies reactivas de
(Rhodoplnyta) a 4 a-D-galactosa (unidad D). despolimerizaciones | oxigenoy
quimicas v tratamiento de
enzimaticas enfermedades
neurodegenerativas
Oligosacaridos | Tejidos Homogalacturonana (acido D- Hidrélisis Prebiético, Gomez et al. 2016
de pectina vegetales de galacturénico); xilogalacturonano | enzimatica, la antiinflamatorio,
citricos y frutos | (D-galacturonato unido a p-D- hidrélisis éacida, anticancerigeno
xilopiranosa) y procesamiento
rhamnogalacturonan (formado hidrotérmico o
por secuencias repetitivas del degradacion tisica.
disacérido a (1-4) -D- acido
galacturénico-a (1-2) -L-ramnosa
con una variedad de diferentes
cadenas de glucano.
Oligosacaridos | Tejidos Es un glicosaminoglicano lineal Hidrolisis quimica o | Proangiogénicos Gao et al. 2006;
de hialuronano | animales no sulfurado que consiste en enzimética para el tratamiento | Wang et al. 2016
(acido unidades repetitivas de (3, 1-4) - de heridas y pie
hialurénico) D-écide glucurénico- (3, 1-3) -N- diabético
acetil-D- glucosamina.
Isomalto Almidon. Unidades de a-D-glucosa unidas | Hidrolisis quimica o | Prebidtico, control Bharti et al. 2015
oligosacaridos Alimentos mediante enlaces (1,4) y (1,6). enzimatica. Se de diabetes e
(IMO) fermentados, encuentran también | inmuno-
cereales, miel de forma natural en moduladores
los alimentos
CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS

Los oligosacaridos son compuestos de origen natural
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RESUMEN

Artocarpus heterophyllus es un arbol frutal de hoja perenne
cultivado en muchas regiones tropicales, de origen
asiatico, perteneciente a la familia de las Moraceas.
Estudios previos han demostrado que algunas de
sus composiciones exhiben actividades potenciales
de inhibicién de la tirosinasa, y otros estudios han
demostrado que sus xantonas y flavonoides confieren
una actividad antiproliferativa, lo que sugiere un
probable potencial anticancerigeno. Objetivo: Evaluar
el efecto de la harina obtenida de la semilla de yaca
(Artocarpus heterophyllus) sobre el conteo y la viabilidad
celular en cancer cervicouterino. Material y métodos:
Los posibles efectos anticancerigenos de los compuestos
aislados de Artocarpus heterophyllus se examinaron
en este trabajo. Se prepararon cuatro concentraciones
diferentes (50, 100, 500 pg/ml y 1 mg/ml) en medio de
cultivo RPMI suplementado con suero més antibiéticos;
y se evaluaron sus efectos en una linea celular neoplasica
(HeLa) y otra no neoplasica (HaCaT.) Se utiliz6 el
cisplatino como control anticancerigeno. Los métodos
de evaluacién fueron el recuento de células en caAmara
de Neubauer a las 24, 48 y 72 horas y una prueba
de MTT a las mismas horas. Resultados: Se observo
un incremento significativo dosis-dependiente en el
namero y viabilidad de células neoplasicas (p < 0.0090
y p < 0.018 respectivamente), principalmente en el
tratamiento de 50 mg/ml. No se observé ningtin cambio
para las células HaCaT, comparadas con el control. El
cisplatino a las tres concentraciones (20, 40 y 60 mg/
ml), disminuy6 la viabilidad celular en ambas lineas
(p <.001). Conclusién: En este trabajo se sugiere que

la harina de semillas de yaca (todos sus componentes)
no tienen la capacidad de inhibir la proliferacién de
células cancerosas (HeLa), al contrario es mitogénica;
sin embargo promueven la viabilidad de células
epiteliales por lo que probablemente también ejerzan
este efecto en células sanas de cualquier epitelio de
revestimiento., tal como lo hacen en las HaCaT; por lo
tanto, su probable actividad antineoplasica depende de
la especie de planta, del tipo de obtencién de la harina
y de otras condicionantes, por lo que la investigacion
del uso de la harina de yaca, en este caso requiere de
mayores estudios.

Palabras clave: cancer, Arthocarpus heterophyllus, conteo
y viabilidad celular.

ABSTRACT

Artocarpus heterophyllus is an evergreen fruit tree
cultivated in many tropical regions, of Asian origin,
belonging to the family of the Moraceas. Previous
studies have shown that some of its compositions
exhibit potential tyrosinase inhibition activities, and
other studies have shown that its xanthones and
flavonoids confer antiproliferative activity, suggesting
an anticancer potential. Objective: To evaluate the
effect of flour obtained from jackfruit seed (Artocarpus
heterophyllus) on the count and cell viability in cervical
cancer. Material and methods: The possible anticancer
effects of the isolated compounds of Artocarpus
heterophyllus were examined in this work. Four different
concentrations (50, 100, 500 ng/ml and 1 mg/ml) were
prepared and their effects on a neoplastic cell line
(HeLa) and a non-neoplastic cell line (HaCaT.) Were
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evaluated and cisplatin was used as an anticancer
control. The evaluation methods were the cell count
of the Neubauer chamber at 24, 48 and 72 hours and
an MTT test at the same hours. Results: A significant
dose-dependent increase was observed in the number
and viability of neoplastic cells (p <0.0090 and p <0.018
respectively), mainly in the treatment of 50 ug/ml. And
no change was observed for HaCaT cells, compared
to control. Cisplatin at the three concentrations (20,
40, and 60 ng / ml), decreased cell viability in both
lines (p <.001). Conclusion: In this work it is suggested
that jackfruit flour (all its components) do not have
the capacity to inhibit the proliferation of cancer cells
(HeLa), on the contrary it is mitogenic; however, they
promote the viability of epithelial cells, so they probably
also exert this effect in healthy cells of any epithelium
lining, as they do in HaCaT; therefore, it’s probable
antineoplastic activity depends on the plant species,
the type of production of the flour and other conditions,
so the investigation of the use of jackfruit flour, in this
case, requires further studies.

Keywords: Arthocarpus heterophyllus, cancer, cell count
and viability.

INTRODUCCION

El fruto de la yaca (Artocarpus heterophyllus), proviene
de una planta que pertenece a la familia Moracea. De
manera abundante crecen en diversas partes del sudeste
asiatico (Rahaman et al, 1999), en México, sobre todo en
zonas tropicales, se ha incrementado la produccién y

consumo de esta como suplemento alimenticio (Ulloa
et al; 2007).

La semilla de la yaca es lisa, ovalada, de color blanco
y marrén claro, puede medir entre 2-4 cm de longitud
y entre 1.25-2 cm de espesor (Jagadeesh et al., 2007).
Dentro de una fruta es posible encontrar entre 100 y
500 semillas (Crane y Balerdi, 2000). El peso promedio
de la yaca oscila entre 4 y 10 kg y algunas veces puede
alcanzar hasta 25 kg. Se ha reportado que las semillas de
yaca son una buena fuente de almidon y fibra dietética,
también se ha reportado el contenido de proteinas (7-
12%), carbohidratos (38%) y lipidos (1%; Baliga et al.,
2011).

Diversos autores han mencionado que las semillas
de yaca tienen un gran valor comercial, nutricional y
medicinal (Kumar et al., 1988; Ocloo et al; 2010). Asi
que se ha documentado que Artocarpus heterophyllus
contiene flavonoides, estilbenoides, y arilbenzofuranos,
y a estos se les atribuye sus propiedades antioxidantes
(Panthong, K et al, 2013), anti-inflammatorias (Wei et
al., 2003), antibacteriales (Khan et al., 2003), antifangicas
(Shanmugapriya et al., 2011), antineoplasicas (Arung
et al, 2010), e hipoglucemiantes (Fernando et al, 1990),
concluyendo asi que el consumo habitual de las semillas
puede proveer beneficios en la prevencion y control de
diversas enfermedades.

Sin embargo, son nulos los reportes del uso de la
harina de la semilla de la yaca, en cuanto al cancer
cervicouterino. Por lo anterior, se decidié evaluar el

Figura 1. A) Fruto de yaca (Artocarpus heterophyllus); B) Parte interna del fruto de la
yaca, bulbo y semilla, son la parte comestible; C) Semillas de yaca; D) Harina
obtenida a partir de la deshidratacion de semillas de yaca.
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efecto de la harina obtenida a partir de las semillas de
yaca sobre la viabilidad de células HelLa, utilizando
como control otras células epiteliales (HaCaT).

MATERIALES Y METODOS
Lineas celulares

Las células HeLa (neoplasicas) y HaCaT (células no
neoplasicas) se sembraron en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) +
1% de penicilina (10,000 unidades/ml) / estreptomicina
(10,000 pg/ml) y se colocaron en una incubadora a 37°C
en una atmosfera de 5% de CO2 y 5% de humedad
controlada.
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Obtencion de la harina de semillas de yaca

Las semillas previamente descongeladas, se cortaron
en trozos pequefios incluyendo la cascarilla o arilo.
Se llevaron a una estufa de aire forzado a 60°C hasta
alcanzar el peso constante. Una vez deshidratadas, las
semillas fueron molidas para la obtencion de la harina
utilizando procesador de alimentos NutriBullet Rx.
La harina obtenida fue conservada en frascos ambar
y herméticos en un ambiente libre de humedad a
temperatura ambiente (Figura 1). La harina se esteriliz6
con un ciclo de exposicion a luz ultravioleta.

Ensayo de citotoxicidad

Se utilizaron las siguientes concentraciones de la harina
de las semillas de yaca 50 ug/ml, 100 pg/ml, 500 pg/ml
y 1 mg/ml para evaluar su efecto sobre las células HeLa
y HaCaT, utilizando DMSO (0.01%) como vehiculo,

Control
50ug/ml
100 ug/mil
500 ug/ml
1mg/ml

tor w e

Il Control
B 50ug/mi
I 100 ug/ml
B 500 ug/ml

I 1mg/ml

72.0

Figura 2. A) Se observa el efecto de las diferentes concentraciones de la harina de yaca sobre el
numero de células Hela a las 24, 48 y 72 horas. Se puede observar que, para 50 mg, existe diferencia
significativa al compararse con el control (*p £ 0.0090. 2B) En el caso de la viabilidad existe a 50 mg,
un aumento en la viabilidad (2 veces mas), al compararse con el control (*p < 0.018).
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Figura 3. A) Para las células HaCaT, no hubo diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones de la harina de yaca sobre el ntimero de células a las 24, 48 y 72 horas. 3B) En el caso
de la viabilidad tampoco hubo diferencias de las concentraciones de la harina de la yaca.

y como disolvente RPMI suplementado con 10% de
suero fetal bovino mas 1% de antibiéticos. Las células
fueron sembradas en una placa de 96 pozos incluyendo
el control negativo (células solas). Todos los ensayos
se realizaron por triplicado. Para los conteos celulares
se utilizo6 el ensayo de exclusion con azul de tripano y
recuento en cdmara de Neubauer a las 24,48y 72 h. La
viabilidad se evalué con un ensayo MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide a 5 mg/ml) a las 24, 48 y 72 horas,
midiendo la absorbancia con un espectrofotémetro,
a una longitud de onda de 570-590 nm. Se utiliz6 el
cisplatino como control positivo y anticancerigeno a
tres diferentes concentraciones: 20, 40 y 60 pg/mL. A
los datos obtenidos se les analiz6 con una prueba de
Kruskal-Wallis mediante el software GraphPad Prism
version 8.4.

RESULTADOS Y DISCUSION

A través de estos tratamientos con harina de yaca se
pudo observar que en el conteo celular de HelLa, el
nuimero de células se ve aumentado significativamente
con la concentracién de 50 mg/ml (p < 0.0090; Figura
2A). Lo anterior concuerda con lo encontrado en la
viabilidad celular (p <0.018, Fig 2B), en donde de manera
dosis dependiente aumenta la viabilidad en 50 mg/ml.
Por lo tanto dicha concentraciéon favorece el nimero
y viabilidad celular, de células HeLa. Estos resultados
difieren de lo reportado en el trabajo de Zong-Ping
et al, 2014; en el que demuestran que después de 48
horas, las células tratadas con Artocarpus heterophyllus
a las concentraciones de 10, 25 y 50 pM, disminuyen su
viabilidad, de forma dosis dependiente.
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Asi mismo, Najihah Mohd Hashim y colaboradores
en el 2012 reportaron que tres xantonas extraidas de
Artocarpus obtusus, a las siguientes concentraciones de
0.5,2.0y5.0mg/mL, tuvieron actividad antiproliferativa
para las células neoplasicas, de leucemia promielocitica
(HL60), leucemia mieloide crénica (K562) y céncer
de mama (MCF7). También se ha reportado que los
extractos y productos quimicos preparados a partir de
Artocarpus heterophyllus mostraron efectos citotéxicos
(Kumar et al., 2010; Arung et al., 2010) en las lineas
celulares de hepatoma, coriocarcinoma y melanoma in
vitro (Wang, et al 2000).

No obstante, los anteriores autores no reportan el uso
de la harina completa como tratamientos, asi como
tampoco muestran el efecto de estas concentraciones

en células no cancerosas. Existe un reporte el de Linjie
Zeng y colaboradores en el 2018, que concuerda con
nuestros datos obtenidos para HeLa, ellos mencionan
que extractos de Artocarpus lingnanensis, exclusivamente
las lectinas (proteinas unidas a carbohidratos) tienen
actividad proliferativa o mitogénica. En el caso de las
células epiteliales HaCaT (control), se observé que todas
las concentraciones estimulan el nimero de células
(BA) y aumentan ligeramente la viabilidad (Figura
3B), aunque no hubo diferencias significativas. Sin
embargo, este efecto sugiere podria ser el mismo en
otras lineas celulares epiteliales. Y estos tltimos datos
concuerdan con Kai-Wei y colaboradores en el 2015,
en donde prueban dos fenoles prenilados aislados de
las raices de Artocarpus communis, estos compuestos
(5,10, 25, 50, 100, y 150 mM) acttian como atenuantes
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Figura 4. Se observa disminucion significativa (p=<0.0001) del porcentaje de sobrevivencia de células
neoplasicas (A) v no neoplasicas (B) posterior al tratamiento con cisplatine, a diferentes

concentraciones, con respecto al control.
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de la radiaciéon UVA para los queratinocitos HaCaT y
los fibroblastos Hs68, protegiéndolos a través de un
mecanismo antioxidante, pero también activando su
viabilidad celular.

Se utilizo al cisplatino como control positivo, ya que
estd bien documentado su uso para tratar el cancer
cervicouterino (HeLa, Figura 4A), y al no ser especifico
para algtn tipo celular también disminuye la viabilidad
de las células no neoplésicas (HaCaT, Figura 4B), con
una p< 0.01.

En conclusién, los resultados de este estudio,
sugieren que la harina de semillas de yaca (todos sus
componentes) no tienen la capacidad de inhibir la
proliferacion de células cancerosas (HeLa), al contrario
es mitogénica; sin embargo promueven la viabilidad de
células epiteliales por lo que probablemente también
ejerzan este efecto en células sanas de cualquier epitelio
de revestimiento., tal como lo hacen en las HaCaT; por
lo tanto, su probable actividad antineoplasica depende
de la especie de planta, del tipo de extraccién y de otras
condicionantes, por lo que la investigacién del uso de
la harina de yaca, en este caso requiere de mayores
estudios.
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1. Trabajar en las areas de los laboratorios bajo la supervisiéon de un
catedratico o instructor.

2. Permanecer en las areas de Laboratorios con bata blanca, limpia,
abotonada, de mangalargay de largo tres cuartos.

3. Guardar la disciplina correspondiente dentro de las areas de los
laboratorios (No correr, jugar y/o gritar dentro de las areas o
pasillos). De igual manera no colocar mochilas ni objetos
personales en las mesas de trabajo, por el contrario deberan
hacer uso de los estantes destinados paraello.

4. Nointroducir niconsumir alimentos dentro de las areas.

5. No masticar chicle, escupir, fumar, evitar el uso del celular dentro
del laboratorio

6. No aplicarse cosméticos en el laboratorio, ni peinarse.

7. No entrar con cachucha, pantalones cortos, uias largas y lo
respectivo contemplado en el Reglamento Interno de la Facultad,
No debe ingresarse con sandalias ni calzado descubierto.

8. Traerel pelorecogido para evitar accidentes.
9. Usode gafas de seguridad para maestros y alumnos

10. Asegurarse de solicitar acertada y detalladamente el material y
} reactivos requeridos para la practica. Dicho material debe ‘
y

revisarse al ser recibido por el alumno y de igual manera
; entregarlo en las condiciones que se recibe.
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RESUMEN

En los dltimos afios se han realizado investigaciones
para el desarrollo de técnicas moleculares que permitan
el uso de la secuencia del genoma humano a favor del
entendimiento de las distintas enfermedades, entre
ellas el cancer. Los polimorfismos son mutaciones
que se presentan en la poblacién, forman parte de
la predisposiciéon genética y explican las diferentes
respuestas bioldgicas en individuos que presentan los
mismos factores de riesgo para algunas patologias como
el cancer cervicouterino (CaCu). Estos polimorfismos
pueden ser utilizados como biomarcadores (caracteristica
que se mide y evaltia como un indicador de procesos
biol6gicos normales, procesos patologicos o respuestas
farmacoldgicas) predictivos, de pronostico o diagnéstico.
Los biomarcadores enlos que se han enfocado la mayoria
de las investigaciones se relacionan con la desregulacion
de vias moleculares especificas y con la fisiopatologia
del céncer, aunque se han utilizado en la aplicaciéon
de estrategias terapéuticas e intervenciones. Algunos
de los posibles biomarcadores en el diagnostico del
CaCu, podrian ser los asociados a los polimorfismos de
los genes Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR),
MTHEFR-677T, Interleucina (IL), IL-10-1082 A /G, Toll-
like (TLR), TLR9-1486T/C, Metaloproteasas de Matriz
Extracelular (MMP’s) MMP-1-1607 (1G>2G), MMP-
1-1607 (1G>2G), MMP-2-1306C>T y MMP-7 (-181A>
G). La importancia de la necesidad de biomarcadores
en la deteccion de CaCu como los polimorfismos es la
identificacion de mujeres en riesgo en un punto de la
historia natural de la enfermedad que todavia permita
una intervencion preventiva exitosa.

Palabras clave: Metaloproteasas, SNP’s, Cancer

ABSTRACT

In recent years, research has been carried out to
develop molecular techniques that allow the use of the
human genome sequence in favor of understanding
different diseases, including cancer. Polymorphisms
are mutations that occur in population, are part of the
genetic predisposition, and explain different biological
responses in individuals who present the same risk
factors for some pathologies as Cervical Cancer (CC).
They can be used as biomarkers (a characteristic
that is measured and evaluated as an indicator of
normal biological processes, pathological processes
or pharmacological responses) predictive, prognostic
or diagnostic. The biomarkers on which most of the
research has focused are related to the dysregulation of
specific molecular pathways and the pathophysiology of
cancer, although they have been used in the application
of therapeutic strategies and interventions. Some of the
possible biomarkers in CC diagnosis, could be those
associated with polymorphisms of different genes such
as: Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR),
MTHEFR-677T, Interleukin (IL), IL-10-1082A /G, Toll-
like (TLR), TLR9-1486T/C, Matrix Metalloproteinase
(MMP’s), MMP-1-1607 (1G>2G), MMP-1-1607 (1G>2G),
MMP-2-1306C>T and MMP-7 (-181A> G). The
importance of the need for biomarkers in the detection
of CC as polymorphisms, is the identification of women
at risk at a point in the natural history of the disease,
that still allows a successful preventive intervention.

Keywords: Metalloproteinase, SNP’s, Cancer
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INTRODUCCION

Desde el afio de 1953 cuando los cientificos James
Watson y Francis Crick descubrieron la estructura
tridimensional del Acido Desoxirribonucleico (ADN) se
han realizado un gran nimero de investigaciones para
la estandarizacion de técnicas y tecnologias que faciliten
el estudio y la comprensioén del genoma humano (Figura
1) (Saez, 2017). El genoma estd conformado por més
de 3 mil millones de pares de bases que se localizan
en el interior del ndcleo de las células, es importante
mencionar que comparte un 99.5% de identidad el
genoma entre humanos, sin embargo, es el 0.5% restante
lo que hace a cada humano tnico (Mayor, 2007).

El ADN puede sufrir cambios en la secuencia de
los nucleétidos que se originan por errores en los
mecanismos de replicacion y reparacion (Por escision de
bases, por escisién de nucleétidos, por desapareamiento
de bases y de los cortes de doble cadena), pero también
por diversos factores ambientales que producen
mutaciones (Chatterjee y Walker, 2017). Estas pueden
tener efectos deletéreos y causar polimorfismos, que es
cuando la frecuencia en uno de sus alelos se presenta en
mas del 1% de la poblacién (Caratachea, 2007).

Polimorfismos

Los polimorfismos se han vinculado con la prediccién de
susceptibilidad para algunas patologias y la respuesta a
medicamentos, porque la mayoria de las enfermedades

00y i::o U

tienen una firma genética muy compleja (Lander, 2011).
Es por ello que las investigaciones del area biomédica se
han enfocado en tratar de comprender la importancia
funcional de estas variaciones en un gen y su impacto
en algunas enfermedades, lo cual ha sido més sencillo
utilizando herramientas de secuenciacion del ADN

(Metzker, 2010).

Los genes son una parte muy activa de los cromosomas,
su estructura estd compuesta por tres partes: 1) una
regiéon promotora, que se localiza al inicio y no
codifica para ningtin aminoacido, pero sirve como
un modulador de la transcripciéon génica y regula
diferentes factores transcripcionales (proteinas que
pueden unirse a secuencias especificas de ADN para
regular la expresion génica); 2) una regioén codificante
o también conocida como marco de lectura abierto,
el cual estd compuesto por intrones (secuencias no
codificantes) y exones (contienen la secuencia para la
sintesis de Acido Ribonucleico Mensajero [ARNm] que
se traducird en una proteina) y 3) la regién terminadora,
la cual marca el final de un gen (Figura 2) (Corella, et al.,
2017; De Guglielmo, et al., 2016; Hernandez-Romano,
et al., 2009).

Los polimorfismos mds frecuentes son los SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms, por sus siglas en inglés)
(Caratachea, 2007). Los SNP’s pueden modificar la

expresion génica entre un sujeto y otro hasta alterar
el fenotipo de enfermedades complejas, estos pueden

Azlcar
desoxirribosa)

——Nucledtido

P
/

Pareja de bases
Complementarias

(tim

ina- adenina)

Figura 1. Estructura de doble cadena del ADN propuesta por Watson y Crick. Bases nitrogenadas:
A (Adenina), T (Timina), C (Citosina) y G (Guanina). P: Fosfato. Modificado de Berg, et al., 2007.

REMDIS Vol. 2, No. 11, mayo 2020 ISSN: 2594-1445

CIENCIAS BIOMEDICAS | 45



Regidn Regién Re:glon
promotora codificante terminadora
Exones

Factor - o
transcripcional Sitio de inicio de

la transcripcion

Intrones

Sitio terminador
de la transcripcion

Figura 2. Estructura de un gen.

originar cambios en la region promotora de los genes
para modificar, destruir o crear sitios de unién y
reconocimiento para algunos factores de transcripcion,
de esta manera hay variaciones en los niveles de
expresion génica y puede ocasionar una sobrexpresion
de los mismos (Ramirez-Bello, et al., 2013).

Los SNP’s juegan un rol importante para el desarrollo
de algunas patologias porque constituyen SNP’s
funcionales, estos producen afectaciones en los genes, al
ARNmMm de los genes que sintetizan proteinas e incluso en
las mismas proteinas. Estos se pueden clasificar segin
su importancia funcional o a su localizacién (parte del
gen que afectan o en el ARNm) (Ramirez-Bello, et al.,
2013).

Los SNP’s funcionales se pueden dividir principalmente
entres grupos: a) los SNP’s codificantes (cSNP) sindnimos
(en este el nucleétido no cambia el aminoacido) y no
sinénimos (el nucle6tido cambia el aminoécido) que se
encuentra en los exones; b) en SNP’s reguladores (rfSNP)
afectan el nivel de expresién génica (la cantidad de
transcritos), y c) los SNP’s ARN estructurales (stfSNP)
estos afectan a la estructura y funciéon del ARNm de
genes que se encargan de la sintesis de proteinas
(Figura 3) (Ramirez-Bello, et al., 2013).

Polimorfismos como biomarcadores

Enfermedades como el cancer estdn condicionadas
de manera directa e indirectamente por factores de
origen genéticos los cuales se encargan de determinar
su magnitud y relevancia en cada individuo (Del

Valle, et al., 2018). Los polimorfismos son parte de
la “susceptibilidad individual” o mejor conocida
como predisposiciéon genética y que podrian explicar
las diferentes respuestas biolégicas observadas en
individuos que presentan los mismos factores de riesgo
para determinadas enfermedades como el cancer (Atieh,
et al., 2013; Rosero, et al., 2016).

En los tltimos afios ha crecido la necesidad de realizar
estudios poblacionales que permitan identificar
polimorfismos como posibles biomarcadores para la
prevencion de enfermedades como la diabetes mellitus,
enfermedades neurodegenerativas, aunque la mayoria
de las investigaciones se han enfocado mas en los
distintos tipos de canceres (Marti, et al., 2005).

Un biomarcador se define de acuerdo a los Institutos
Nacionales de Salud como “una caracteristica que se
mide y evaltia objetivamente como un indicador de
procesos biol6gicos normales, procesos patolégicos
o respuestas farmacoldgicas a una intervencién
terapéutica” (Diamandis, 2010). Para la Organizacién
Mundial de la Salud “un biomarcador es cualquier
sustancia, estructura o proceso que se puede medir
en el cuerpo o sus productos e influyen o predicen la
incidencia de resultados o enfermedades” (Lassere,
2008).

Los biomarcadores en cancer se relacionan con la
desregulacion de vias moleculares especificas y con
la fisiopatologia del cancer, también se han utilizado
en la aplicaciéon de ciertas estrategias terapéuticas e
intervenciones (Omenn, et al., 2012). Estos se pueden
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Polimorfismo de Un Nucleétido (SNP) Funcionales
Cromosoma 11 GAGGTTCAAAATTGGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 11 GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC

ER

Traduccidn, corte y
empalme, estabilidad

* del ARNm, etc.

Sobreexpresién S HV\ g
~

Corte y empalme

Proteinamal
plegada

Figura 3. Polimorfismos de un nucleétido funcional.

Polimorfismo /\.

COX2-765G Predictivo
asociadoa la Altos niveles de

presencia de S~ proteina HER2

cancer colorrectal se relacionan

con cancer
gastrico

Pronostico

Antigeno de
cancer de \_/
prostata 3 (PCAz)
Figura 4. Tipos de biomarcadores de acuerdo con su uso. COX2: Ciclooxigenasa 2. HER2: Receptor 2
del factor de crecimiento epidérmico humano. PCAs3: Antigeno de cancer de prostata 3.
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clasificar segtin su uso en: biomarcadores predictivos
(predicen la respuesta a intervenciones terapéuticas
especificas), biomarcadores de pronostico (informan
sobre el riesgo, resultados clinicos o progresion
de enfermedad) y biomarcadores de diagndstico
(identifican si un paciente tiene una enfermedad
especifica) (Figura 4) (Goossens, et al., 2015). Los
biomarcadores de diagnéstico pueden coadyuvar en
la identificacién de distintos tipos de canceres como el
de esofago, estomago, pulmon, higado, ovario y cancer
cervicouterino (CaCu) (Malik, et al., 2011; Moreno-Ortiz,
et al., 2014; Qiu, et al., 2008; Singh, et al., 2008; Zhang,
et al., 2006).

POLIMORFISMOS ASOCIADOS AL DESARROLLO
DE CANCER CERVICOUTERINO

El CaCu es uno de los principales tipos de cancer que
se diagnostica en mujeres a nivel mundial. En el afio
2018, de acuerdo con las estimaciones de GLOBOCAN
(por sus siglas en inglés Global Cancer Observatory) se
diagnosticaron 569,847 nuevos casos de CaCu (es el
cuarto cdncer mas comdn en mujeres), en este mismo
afio se estimaron 311,365 muertes por esta enfermedad
(Bray, et al., 2018).

El mecanismo de la carcinogénesis del CaCu no esta
del todo descrito, aunque hay algunos co-factores
como los de origen genético que en interacciéon con
el Virus del Papiloma Humano (VPH) se encargan de
modular una infeccién por VPH hacia una Neoplasia

Co-factores genéticos

Intraepitelial Cervical (NIC) y su progreso a CaCu
(Figura 5) (Gong, et al., 2018). Cuando el diagndstico
médico de CaCu se realiza en una etapa tardia, la
supervivencia media es inferior a un afo, por lo tanto,
es importante desarrollar pruebas moleculares a través
del uso de biomarcadores como los polimorfismos que
sean capaces de proporcionar deteccién y prevenciéon
temprana.

Algunas investigaciones muestran que para la
identificacion del riesgo al desarrollo de CaCu se han
enfocado en defectos del gen Metilentetrahidrofolato
Reductasa (MTHFR) que participa en el catabolismo
de la homocisteina y ocasionan una serie de procesos
bioquimicos de los trastornos del cuerpo, incluida la
regulacion del ciclo celular, la replicaciéon del ADN,
la modificaciéon de la metilaciéon del ADN, lo que
puede conducir a defectos del tubo neural, cancer,
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares
(Li, et al., 2017).

En el 2014 un estudio de casos y controles realizado
por Badiga encontraron la asociaciéon del polimorfismo
MTHEFR C677Ty el CaCu, en el participaron 64 pacientes
con la enfermedad y 31 controles, la evidencia mostré
que las mujeres con el alelo T tuvieron 9 veces mas
el riesgo para el desarrollo de NIC respecto a las que
tenian el alelo C, este biomarcador es de diagnoéstico
(Badiga, et al., 2014).

En la investigacion de Hajiesmaeli se observé que el

Anormalidades Citologicas

>

Displasia
Leve (NIC )

Infeccion
por VPH

Epitelio
normal

Displasia
Moderada

Displasia

Cancer
Grave

(NIC 11} (NICIII)

Figura 5. Figura 5. Historia Natural del CaCu. Fl riesgo de progresién del CaCu aumenta con el grado
de lesion (1-6). Lesiones que pueden tener regresion de acuerdo con las condiciones de las pacientes
(2-4). Lesiones que tienden a progresar por las caracteristicas de las pacientes (4-6). NIC: Neoplasia
Intraepitelial Cervical.
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metabolismo del acido félico se asocié atin mas con
los genes MTHFR y MTRR (codifica para la enzima
metionina sintasa reductasa) de pacientes con CaCu
(Hajiesmaeil, et al., 2016). En el 2011 en una investigacién
con alimentos y suplementos de acido félico el cual
mostro que el riesgo de CaCu estaba asociado con una
ingesta inadecuada de acido folico (Agodi, et al., 2011).

Otra investigacion realizada por Delgado-Enciso
report6 un polimorfismo en el gen MTHEFR que cataliza
la sintesis del folato circulante (Delgado-Enciso et al.,
2006). La falta de folato en el organismo puede ocasionar
modificaciones en procesos de sintesis o reparaciéon de
ADN, reprimir la expresiéon de genes que inhiben el
crecimiento del tumor y facilitar la integracion del ADN
viral en el genoma celular (Eichholzer, et al., 2001). El
genotipo 677TT produce una actividad reducida de esta
enzima ademas de que se piensa que la falta de folato
en el cuerpo puede beneficiar que el VPH se integre al
genoma celular (Delgado-Enciso, et al., 2006).

Numerosos estudios han sugerido que algunas
citosinas desempefian papeles criticos en los procesos
de infiltracién celular inflamatoria y la transformacién
celular maligna (Lee, et al., 2015). Se ha demostrado
que una variedad de factores de riesgo entre ellos la
inflamacion crénica y condiciones poco saludables
aumentan el riesgo de tumorigénesis cervical (Guo, et
al., 2018).

La interleucina-10 (IL-10) es una citosina multifuncional
que es secretada por las células T helper tipo 2, monocitos,
macréfagos, queratinocitos y células tumorales (Guo, et
al., 2018). El polimorfismo en el gen que se encarga de la
sintesis de esta interleucina puede influir en la respuesta
inmune al VPH, se ha estudiado que el polimorfismo
en G>A en la posiciéon -1082 en la regiéon promotora del
gen produce una sobreexpresiéon de la misma, por lo
tanto, altera la regulacion de la respuesta inflamatoria
e inmune (Turner et al., 1997).

El nivel aumentado de la IL-10 se localiza en la zona
de transformacion, de acuerdo a la investigacion de
Stanczuk en donde participaron 77 pacientes con CaCu
y 69 pacientes sanas de Zimbabwe, mostraron que el
genotipo de la producciéon media de IL-10-1082 A/G
predomino en el 40.2% (31) de los casos respecto al 16%
(11) de los controles. Esta interleucina puede regular la
supervivencia o muerte de las células inmunes a través
de las vias apoptoéticas dependientes de CD95/CD95L
(Fas/FasL) (Stanczuk, et al., 2001), aunque ninguna

citosina se puede considerar de manera independiente
(Giannini, et al., 1998).

Dentro de la fisiopatologia del cancer se ha identificado
que uno de los componentes que juegan un papel
crucial son los receptores Toll-like (TLR), los cuales
son receptores de reconocimiento de patégenos del
sistema inmune innato (Misch y Hawn 2008). Hasta la
fecha se han descrito 10 TLR funcionales en el humano
por células inmunes y no inmunes, sin embargo, estos
también se han implicado en la iniciacion, progresiéon
y metastasis de los tumores (Akira yTakeda, 2004; , et
al., 2009).

LosTLR1,2,4,5,6y 10 se encuentran en las superficies
celulares, mientras que TLR 3, 7, 8 y 9 se encuentran
en los endosomas o reticulo endoplasmico (Akira y
Takeda, 2004). Hay informes sobre los polimorfismos
enlos TLR 4 y 9 en la susceptibilidad de CaCu (Pandey,
et al., 2018; Yang, et al., 2018). En el caso del TLR4 los
polimorfismos Asp299Gly y Thr3991le estan asociados
con la progresién tumoral al igual que el polimorfismo
TLR9-1486T/C fueron factores de riesgo para el CaCu
(Pandey, et al., 2009; Roszak, et al., 2012).

En el 2019 se encontré que el polimorfismo TLR9-
1486T/C confiri6 un mayor riesgo por VPH 16 y 18 y
CaCu. Con respecto al polimorfismo en el promotor
TLR 4 no se observé asociaciéon ni con la infeccién por
VPH y el CaCu, estos polimorfismos han aumentado
en el campo de estudio como posibles biomarcadores
(Pandey, et al., 2019).

Se han descrito diversos polimorfismos en las
Metaloproteasas de Matriz Extracelular (MMP’s)
asociados al desarrollo de CaCu (Singh, et al., 2008).
Las MMP’s son enzimas que regulan la degradacion de
la matriz extracelular, estas se encuentran de manera
fisiolégica en el humano, sin embargo, en procesos
patolégicos como el CaCu regulan distintas etapas
de su progresiéon como: la regulaciéon del crecimiento
de células cancerigenas, diferenciacién, apoptosis,
invasién, migracién, metastasis (diseminaciéon de
células malignas del tumor asi otros tejidos del cuerpo)
y angiogénesis (Naranjo, et al., 2009; Peng, et al., 2010;
Alvaro, etal., 2010).

La investigacion realizada en 2008 por Singh sobre un
polimorfismo en la MMP-7 revelo que las mujeres que
tenian CaCu, ademés de tener este co-factor genético
para el desarrollo de la patologia también presentaron
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el co-factor del hébito tabaquico (Singh, et al., 2008).
En el 2005 se estudié un polimorfismo en la MMP-1,
esta proteasa puede degradar el coladgeno intersticial
tipo I, II y III, despejando asi el camino para que las
células cancerosas invadan la matriz extracelular y de
esta manera pueda migrar a través del estroma tisular.
En el estudio se investig6 el polimorfismo MMP-1-1607
(1G>2G) este se asocia a una mayor transcripcion, el
alelo 2G se asoci6 con etapas avanzadas del CaCu (Lai,
et al., 2005).

Otra metaloproteasa que se ha estudiado es la MMP-
2 que juega un papel importante en la proliferacion
de células cancerigenas, la angiogénesis, la invasion
tumoral y la metastasis. El polimorfismo MMP-2-
1306C>T puede afectar el nivel de expresion de la
proteina, al cambiar la actividad transcripcional de
los genes y esto se asocia con la aparicién de tumores
(Zhang, et al., 2017). En el estudio de Baltazar-Rodriguez
en el 2008 el polimorfismo MMP-2-1306C>T se asocid
con la aparicién de CaCu en mujeres mexicanas, lo
anterior es especialmente en mujeres que iniciaron su
vida sexual a edad temprana (Baltazar-Rodriguez, et
al., 2008).

DISCUSION

La falta de biomarcadores tumorales que estén validados
para el CaCu en etapas tempranas no implica la falta de
necesidad de estos, sino que es muy probable la falta
del desarrollo y mejora en los estandares de préctica de
este tipo de céncer en las dltimas décadas. Sin embargo,
hay que recordar que en México la citologia cervical
sirve como la principal herramienta de diagnostico
para CaCu, aunque es una prueba subjetiva ya que
requiere de la capacitacion del personal y experiencia
de citotecnologos y patélogos (Granados-Garcia, et al.,
2014).

La mejora en los métodos sobre detecciéon actuales de
CaCu tienen principalmente dos objetivos: el primero es
para ofrecer pruebas de deteccion factibles y accesibles
para los paises que tienen la mayor carga de morbilidad;
el segundo es mejorar la eficiencia de los programas de
deteccién oportuna actuales para hacerlos méas rentables
mejorando y reduciendo la demanda de pruebas
costosas y con resultados pocos claros con el fin de
aumentar el porcentaje de cobertura en la detecciéon de
la poblacion (Wentzensen yvon Knebel, 2007).

En el estudio de Granados-Garcia se estimaron los

costos del Programa Nacional de Deteccién Oportuna
de Cancer Cervical del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), en el cual el costo de la citologia vaginal
fue 14.94 United States Dollar (USD), colposcopia sin
biopsia 39.80 USD, colposcopia con biopsia 69.01 USD
y el estudio de patologia 26.27 USD (Granados-Garcia,
et al., 2014). Ademas, en el mismo estudio se calcula el
costo para el tratamiento de los 21,103 falsos negativos
de citologia vaginal, lo cual fue de casi 62 millones
de USD lo que representa el 42.6% del costo total del
programa (Granados-Garcia, et al., 2014). En el estudio
de Bui determino los costos de la reaccién en cadena
de polimerasa que se utiliza al realizar la identificacion
de polimorfismos como biomarcadores, el costo de la
reaccién tnicamente oscilo entre los 9.58-38.04 USD
dependiendo del nimero de polimorfismos a identificar
(Bui, et al., 2017).

Uno delos campos de aplicacién de los biomarcadores de
cancer incluye la deteccién temprana, reproducibilidad
de los diagnésticos, vigilancia epidemiolégica de
personas en riesgo y el seguimiento después del
tratamiento (Kamel y Al-Amodi, 2016). Es importante
mencionar que en la actualidad en México se utilizan
algunos polimorfismos como diagnéstico, por ejemplo,
en el IMSS la guia de diagnostico fibrosis quistica en la
edad pediatrica marca como evidencia por parte del
Colegio Americano de Genética Médica un tamizaje con
estudio molecular que debe incluir la realizacién de un
panel con al menos 25 mutaciones y 6 polimorfismos
para el diagndstico de la enfermedad (IMSS, 2013).

Es importante reconocer que mujeres que tengan algin
polimorfismo que se encuentre asociado a CaCu no
significa que vayan a desarrollar la enfermedad ya
que se considera al VPH como el agente necesario mas
no suficiente para el desarrollo de CaCu, ya que este
tiene que actuar en conjunto con distintos co-factores
que se encargan de modular la infeccién por VPH y su
evolucién a CaCu.

CONCLUSION

La identificacién de polimorfismos como biomarcadores
ayudara a la identificaciéon temprana de mujeres que
pudieran desarrollar CaCu, aunque se tienen que
realizar programas de salud publica que permitan
la deteccién oportuna en la poblaciéon con diversos
factores de riesgo para que modifiquen sus habitos,
estilo de vida y puedan de esta manera contribuir a la
prevencion de la enfermedad.
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RESUMEN

En México, las enfermedades gastrointestinales son la
causa principal de consulta médica y de muerte, por
esto son consideradas un problema de salud publica.
La cepa bacteriana mas comun asociada con la diarrea
incluye a E. coli. Actualmente padecemos la resistencia
bacteriana extendida por todo el mundo. Debido al
aumento de fracasos terapéuticos en las infecciones
por microorganismos como las enterobacterias, los
estudios se han dirigido a investigar los mecanismos
de resistencia de dichos gérmenes y se ha comprobado
la presencia de bacterias productoras de enzimas
inactivadoras de los antibidticos betalactamicos
llamadas betalactamasas (BLEE). El objetivo de este
estudio es identificar la presencia de cepas de Escherichia
coli productoras de BLEE en muestras diarreicas
provenientes de un hospital de la Comarca Lagunera.
Se consider6é un nimero de 52 muestras diarréicas. Su
identificaciéon fue mediante tincién de Gram y BBL
Crystal. Se determiné la resistencia de cada una de las
cepas a los antibiéticos y la produccién de enzimas BLEE
mediante el método de Jarlier. Fueron identificadas 27
cepas como E. coli, una cepa de Rahnella aqualitis, y una
cepa de Klebsiella oxytoca; 23 cepas mostraron inhibicion
de crecimiento microbiano ante los antibiéticos de uso
comun. En el estudio realizado no hubo presencia de {3-
lactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia
coli, sin embargo, se observé una alta resistencia a los
antibiéticos probados.

Palabras clave: Resistencia bacteriana, antibiético,
cefalosporinas, enterobacterias

ABSTRACT

In Mexico, gastrointestinal diseases are the main cause of
medical consultation and death, so they are considered
a public health problem. The most common bacterial
strain associated with diarrhea includes E. coli. We are
currently suffering from bacterial resistance extended
all over the world. Due to the increase of therapeutic
failures in the infections by microorganisms such as
the enterobacteries, the studies have been directed to
investigate the mechanisms of resistance of these germs
and ithas been verified the presence of bacteria producing
enzymes inactivators of betalactams antibiotics (BLEE).
The objective of this study was identified the presence
of strains of Escherichia coli producing BLEE in diarrheal
samples from a hospital in the Comarca Lagunera. Were
considerated 52 diarrheal samples. Its identification by
Gram stain and BBL Crystal. The resistance of each of
the strains to antibiotics and the production of BLEE
enzymes was determined by the Jarlier method. 27
strains were identified as E. coli, one strain of Rahnella
aqualitis, and one strain of Klebsiella oxytoca and 23
strains showed inhibition of microbial growth front
to antibiotics of common use. In the study, it could be
observed that there was no prevalence of B-lactamases
of extended spectrum in strains of Escherichia coli, it
demonstrates high resistance to antibiotics analized.
Keywords: Bacterial resistance, antibiotic,
cephalosporins, enterobacteria.
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INTRODUCCION

En los tltimos 20 afios, se han desarrollado nuevos
antibioticos betalactdmicos, disefiados especificamente
para ser resistentes a la accién hidrolitica de las
B-lactamasas. Sin embargo, con cada nueva clase
de antibidtico que se usa para tratar a pacientes,
emergen nuevas P-lactamasas que causan resistencia.
La primera de esas enzimas capaz de hidrolizar los
nuevos antibiéticos se encontré en una cepa de Klebsiella
ozaenae'y, debido a su amplio espectro de actividad, sele
denomino P-lactamasa de espectro extendido (Sdnchez,
2008).

Debido al aumento de fracasos terapéuticos en
las infecciones por microorganismos como las
enterobacterias, los estudios se han dirigido a investigar
los mecanismos de resistencia de dichos gérmenes y se
ha comprobado la presencia de bacterias productoras de
enzimas inactivadoras de los antibidticos betalactdmicos
(B-lactamasas). Dentro del grupo de bacterias
productoras de P-lactamasas se encuentran las de
espectro extendido (Escalante, 2013). El incremento en
el aislamiento de enterobacterias productoras de BLEE,
posiblemente esté relacionado con el uso generalizado
de cefalosporinas de amplio espectro. Ya que, a partir
de 1983, cuando aparece la primera cepa productora de
BLEE, estos microorganismos se han ido describiendo
en diferentes partes del mundo. La presencia de
una BLEE en enterobacterias puede determinar falla
en el tratamiento de infecciones nosocomiales con
cefalosporinas de tercera generacion, cuarta generacion
y mono-bactamicos, a pesar de parecer sensibles en
los resultados del antibiograma. La correcta deteccion
de este mecanismo de resistencia en los aislamientos
clinicos es, por lo tanto, una gran responsabilidad del
laboratorio de microbiologia (Enriquez, 2010).

La campafia del Dia Mundial de la Salud Digestiva
sefial6 que el 20% de las muertes se debe a diarrea y
s6lo el 39% de los casos con diarrea recibe el tratamiento
recomendado. En la actualidad las BLEE son un serio
problema en el tratamiento de infecciones nosocomiales.
Es por eso que se propone identificar la presencia de las
BLEE en cepas de Escherichia coli aisladas de muestras
diarréicas de un hospital de la Comarca Lagunera.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento, caracterizacion e identificacion de
Escherichia coli

Para el aislamiento de la bacteria se utiliz6 agar selectivo
y diferencial agar Mac Conkey. Se identifico la bacteria
por medio de la tinciéon de Gram y por el sistema de
identificacion BBL Crystal.

El sistema de identificacion BBL Crystal consiste en
tomar un tubo de fluido de inéculo y anotar el namero
de la muestra en la etiqueta. Usando una técnica
aséptica, se tomaron con un asa varias colonias de la
misma morfologia de uno de los medios de cultivo
con los aislados bacterianos, poniendo las colonias en
suspension en un tubo BBL Crystal ID de fluido de
in6culo. La turbidez fue equivalente a un patrén Mc
Farland N° 0.5. Rotulando una base del BBL Crystal ID
con el namero de la muestra empleada, se verti6 todo
el contenido del tubo de fluido de inéculo en el area
indicada de la base. Tomando la base con ambas manos,
balancedndola suavemente hasta que los pocillos se
llenen con el inéculo. Se balanceo nuevamente para
escurrir el exceso de liquido de vuelta al &rea inicial.
Alineando la tapa de modo que el extremo donde se
encuentra la inscripcion esté sobre el area inicial de
la base. Presionando hacia abajo hasta que la tapa se
asiente en su lugar para después ser incubada por24ha
un intervalo de 35-37 °C. Los paneles fueron incubados
boca abajo. Después del periodo de incubacién, se
continudé con su lectura, los paneles fueron leidos
boca abajo usando el visor para paneles BBL Crystal
Reacciones de color, para realizar la interpretacion de
las reacciones se us6 el bloc de informes BBL Crystal
GN para registrar las reacciones. La lectura se realiza
de la columna A-J calculando del namero de perfil BBL
Crystal, cada reaccién positiva recibe un valor de 4, 2
0 1 segtin la posicion de la celdilla en la fila donde se
encuentre la reaccién correspondiente, cada resultado
negativo recibe un valor de 0. Los valores resultantes
de cada reaccion positiva en cada columna se sumaron.
Obteniendo de esta manera un namero de 10 digitos.
El ntmero de perfil resultante y morfologia celular
se introdujo en el software BBL Crystal MIND, para
obtener la identificacién bacteriana.

REMDIS Vol. 2, No. 11, mayo 2020 ISSN: 2594-1445

MICROBIOLOGIA | 57



Determinacion de la resistencia de cepas de Escherichia
coli a los antibioticos

Se realiz6 utilizando el método de difusién en disco.
Las cepas reconstituidas se desarrollaron toda la noche
en agar nutritivo. Se seleccionaron 2-3 colonias para
preparar un inéculo en caldo soya tripticasa hasta
igualar la turbidez con el estandar 0.5 de Mc Farland,
y se sembraron en cajas con agar Miieller-Hinton, para
luego colocar los siguientes sensidiscos: cefotaxima (30
pg), ampicilina, (10 pg), amoxicilina/&c. Clavulanico
(30/10 pg), sulfametoxazol/trimetoprim (25 pg),
amikacina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), nitrofurantoina
(300 pg), carbenicilina (100 pg), cefalotina (30 pg),
cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), netilmicina
(30 pg), norfloxacino (10 pg), ofloxacin (5 pg).
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Las cajas se incubaron por 24 horas y la resistencia
o sensibilidad de los gérmenes se interpretaron
comparando la medida de los didmetros de los halos
de inhibicién con tablas preestablecidas por el Comité
Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS).

Cepas sospechosas productoras de BLEE

Con base a las recomendaciones de la NCCLS, las cepas
que presentaron los siguientes halos de inhibicién para
uno o varios de los antibi6ticos que se mencionan,
fueron consideradas sospechosas de producir BLEE:
[27 mm para cefotaxima], [22 mm para ceftazidima] y
[25 mm para ceftriaxona], y fueron seleccionadas para
realizarles pruebas fenotipicas confirmatorias para la
produccién de BLEE.

Bl Sensible

Intermedio

Bl Fesistente

F

N 0 P W

Cepas de E.coliexpuestas a distintos antibidticos
Halo de inhibicién (mm)

Figura 1. Cepas de E. coli expuestas a distintos antibioticos. En el eje de Y se localizan
los antibioticos: AK (amikacina); Am (ampicilina); CB (carbenicilina); GE

(gentamicina); CF (cefalotina); CFX (cefotaxima); NET (netilmicina); CPF
(ciprofloxacino); NOF (nortloxacino); CL (cloranfenicol); SXT
(sulfametoxazol/trimetropin; NF (nitrofurantoina); OFX (ofloxacin); AMC

(amoxicilina/acido clavulanico). En eje X se encuentran los halos de inhibicion
(mm).
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Cuadro 1. Criterios de interpretacién del Comité Nacional de Normas de Laboratorios Clinicos.

Los siguientes criterios de interpretacion fueron derivados para el agente antimicrobiano “X":

Método Susceptible Intermedio Resistente
Difusién de Discos 221 17-20 <16
(mm)

CIM (ug/mL) <2 4 =8

Determinacion de la produccion de enzimas BLEE por
parte de cepas de Escherichia coli mediante el método
de Jarlier

La identificacion de especies bacterianas que presentan
mayor porcentaje de producciéon de BLEE, se realiza
mediante el método de Jarlier, este consiste en tomar
una muestra de cultivo de E. coli para ser inoculado en
caldo soya tripticasa, se introduce un hisopo al caldo
para poder inocular una caja con agar Mueller-Hinton,
con una turbidez similar a la suspension de 0.5 de Mc
Farland, se efectud¢ una prueba de susceptibilidad a
CF3G (Ej; cefatoxamina y/o ceftazidima) colocando
en el centro de la caja un disco con acido clavulanico
(en su defecto, un disco con amoxicilina/acido
clavulédnico) conteniendo 10 pl de inhibidor, y a una
distancia razonable (20 mm) los discos conteniendo
estos antimicrobianos, cefotaxima ( 30mcg), ceftriaxona
(B0mcg) y ceftazidima (30mcg). Si la cepa ensayada
resulta ser productora de BLEE, se produce incremento
del halo de inhibicién en la zona de interconexién entre
la cefalosporina y el AC por el efecto sinérgico del
inhibidor. Esta sinergia, es llamada “efecto huevo” o
cola de pez.

Analisis de datos

Se elaboraron tablas con los perfiles de susceptibilidad
a los antibidticos en las cepas de E. coli aisladas, se
identific6 la presencia de cepas de E. coli productoras
de BLEE y se establecieron los limites de resistencia y
susceptibilidad a los antibiéticos mediante el software
GraphPad Prism 7.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas de Escherichia coli (productoras de BLEE)
aisladas de muestras diarréicas provenientes de un
hospital de la Comarca Lagunera son en su mayoria
resistentes a los antibiéticos de eleccion clinica (Figura
1).

Se identificaron 27 cepas de E. coli, una cepa de Rahnella
aqualitis, y una cepa de Klebsiella oxytoca (el resto de las
muestras mostré inhibicién del desarrollo microbiano),
fueron expuestas a los siguientes antibiéticos: AK
(amikacina); Am (ampicilina); CB (carbenicilina); GE
(gentamicina); CF (cefalotina); CFX (cefotaxima); NET
(netilmicina); CPF (ciprofloxacino); NOF (norfloxacino);
CL (cloranfenicol); SXT (sulfametoxazol/trimetropin);
NF (nitrofurantoina); OFX (ofloxacin); ~AMC
(amoxicilina/4acido clavulanico).

Ademas, se utilizaron los criterios del Comité Nacional
de Normas de Laboratorios Clinicos para las lecturas
de interpretacion (NCCLS) (Cuadro 1).

Para determinacion de la concentraciéon minima
inhibitoria se utiliz6 el escalograma recomendado por
el NCCLS y la FDA (Cuadro 2).

A finales de los afios noventa la mayoria de las
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) detectadas
provenian de brotes epidemiolégicos nosocomiales
(Canton, 2007). En el presente estudio las 27 cepas
de E. coli estudiadas son resistentes a los antibiéticos:
AK, Am, CB, GE, CF, CFX, NET, CPF, NOF, CL, SXT,
NF, OFX y AMC. Las p-lactamasas de amplio espectro
extendido son resistentes a penicilinas, cefalosporinas
y monobactdmicos (Bush, 1995). La aparicion de
enterobacterias resistentes a cefalosporinas de amplio
espectro se ha convertido en un gran problema de salud
publica mundial. En los altimos afios se ha producido un
aumento de la incidencia de enterobacterias productoras
de BLEE principalmente en E. coli (Garcia, 2013).

Se cuenta el nimero de puntos fuera del campo (puntos
rojos) para calcular el porcentaje de aislamientos que
presentan discrepancias entre la interpretacion de
difusion por disco y la concentracién minima inhibitoria
(CIM, por sus siglas en inglés). Para que los criterios de
interpretacion sean aceptables, el porcentaje de errores
no puede exceder los limites preestablecidos por la FDA
y por el NCCLS.
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Cuadro 2. Escalograma que muestra la interpretacion de los limites preestablecidos por la

Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) y el NCCLS.

>16-f © 000000
16 — 090000 Intermedio
8 — oo0oo 0o
,'E' L Resistente Bl R eooo
=
" = o e o c 1,0 0 0 00
E g/ml; Zona= 23 mm
o 14 ©O © 000000
Susceptible S——
< 0.5 — o o coo0oo0ood
[0 1 L I s e e e el
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Diametro de zona

La multiresistencia a antibiéticos que expresan estas LITERATURA CITADA

cepas de E. coli productoras de BLEE, ocasionan un
problema terapéutico importante tanto en el ambito
hospitalario como en el comunitario como ya se ha
citado anteriormente se debe determinar un tratamiento
adecuado en base a los resultados de susceptibilidad y
resistencia. A pesar de que en la definicién de BLEE se
menciona que estas enzimas inactivan las penicilinas,
cefalosporinas y monobactamicos, mualtiples estudios
solo recomiendan con seguridad, al menos en la sepsis
moderada o severa, a los carbapenémicos, sin embargo,
presenta efecto indculo, aumento de concentracion
inhibitoria minima en presencia de inéculos bacterianos
elevados (Canton, 2007).

CONCLUSIONES

En el estudio realizado se pudo observar que no hubo
presencia de - lactamasas de espectro extendido en
cepas de Escherichia coli aisladas de muestras diarreicas
provenientes de un hospital de la Comarca Lagunera.

Se puede considerar a Escherichia coli un agente muy
importante en el padecimiento de diarreas en la
Comarca Lagunera ya que en el presente estudio de 52
muestras de heces fecales analizadas se pudo recuperar
Escherichia coli en 27 de ellas (52%) con un alto nivel de
resistencia a los antibiéticos probados.
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Cuerpo académico UJE-CA-125 Bacteriologia Médica Diagnostica y Salud Pablica
LGAC: Factores de virulencia y drogosensibilidad de las enfermedades infecciosas y Salud Publica

i

Perfil microbiologice de dlceras de pis dizbetico y actividad
antimicrobizna

ldentificacion de fuentes de contaminacion, una estrategia de
saneamiento basico en la prevencion de brucelosis humana

Ewsluacion del efecto inhibidor v potenciador del plasma rico en
plzguetas ante firmacos en microorganismos nosocomizles v su
correlacion con resistenda a farmacos

Aplicacion del arbol de neem en agricultura, industria, medicinag y
ambiente: una revision.

Diagnastico de brucelosizs caprina por s=rologia v PCR multiple

Aizlamiento de Mycobacterium abscessus en un paciente con
afecdén cutanes

Asociacion entre el fenotipo del sistema sanguineo ABD v
leucemias

Analisis de los factores de crecimienta y su efecto inhibidor en
microorganismos de importancia cinica

Aislamiento & identificacion de Asromanas productorss de
bicpelicula en peces del rio Mazas

Aislamiento e identificacion de microorganismos nosocomiales
mas frecuentss y anzlisis de sus factores de virulenciz

Anzlizis de exprasion de los genes que codifican para bombas de
expulsian y su correlacion con resistencia = firmacos de primiera y
segundz linea por el meétode de zzul de alamar en cepas de
micobacterias

Analisis de los gznes lasl/lzsR y rhlifrhiR como reguladores de
transcripcién de los factores de virulenciz dependientes del
Cuorum sensing v su correladion 2 farmacos en cepas de
Pzeudomans asruginosa sislads de pacientes hospitalizadaos

Evaluacion de los metodos para el diagnostico de salmonelasis por
ELIZA y aglutinacion en pacientss cronicaments expuestos

e 7 ‘b }' i A=l s
gelatina dura y blanda para uso farmacéutico

Aurora Martinez Romero

losé de Jesis Alba Romero
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Problema de analisis instrumental

Explica cémo esta constituido y cémo funciona un electrodo para la medicién de pH.
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Crucigrama de bioquimica
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2. Conjunto organizado e interrelacionado de atomos de
diversa naturaleza, ya sea de un mismo elemento quimico 1. Delimitacion, adminisiracion, preservacion y comunicacion
o de elementos diferentes que dan un conjunto estable. son funciones de:
a. Macromolécula que almacena energia en las células de los 3. Se especializa en la arquitectura molecular de las
mamiferos sustancias organicas y macromoléculas biclogicas
9. Obtenido por la transesterificacion de los lipidos en ésteres 4. Unidad mas pequefia gque conforma a las macromoléculas
12, Estudia la actividad catalitica de las enzimas 5. Macromoléculas que tienen funcion estructural
13. Unidad mas peqguefia e indivisible que constituye la materia 6. Se obtiene por la fermentacion de monosacaridos no
14.  fibra sintética derivada del pefrolen cristalizables o por la hidrolisis de polimeros de
15. Mecanismo de autodestruccion celular que permite al carbohidratos por las levaduras. Requiere de tres etapas:
cuerpo controlar el desarrollo v crecimiento de las células fermentacion, destilacion vy deshidratacion
16. Organelo citoplasmico capaz de producir ATP y almacenar 7. Término acufiado por Hermann Staudinged em 1920
iones, moléculas de agua v proteinas Sinanimo de polimeno
18, Estudicso de la guimica de la vida, lleva a cabo 10. Mezcla de gases que se descomponen de la materia
experimentacion en materia medica, farmacologica, organica por accion bacteriana
toxicologica, tecnologia alimentaria, higiene y seguridad 11. Publicd un arficulo sobre la sintesis de |3 urea,
19. Realize la primera clasificacion de los elementos demostrande que los compuestos organicos pueden
periodicos en 1869 producirse artificialmente
20. Macromolécula que almacena la informacion genética de 17. Proteina que tiene un mecanismo de accion sobre otros

una célula

tejidos para el control de |a glucesa en sangre
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Respuesta al Crucigrama del numero anterior
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WERTICALES HORIZOMTALES
3. E=tudiz la formacidn, desarrolle y maduracion de los elementos 1. Realizd la caracterizacion de los tipos sanguineos ABQ
componentes de la sangre 2. Fragmentos citoplésmicos provenientes de los magacariocitos
4. Medicion del porcentsje sélido de la sangre A Permite el intercambio de gases y nufrientes con los tejidos
g Enfermedad provocada por una madre Rh- que concibe un hijo T Formacion de los monocitos
Rh+ a8 La causa principal de la anemia es la deficiencia de .
a. Trabaja rutinariamente en el cuidado y atencien de pacientes 8 Da informacion scbre indices corpusculares, recuento de
con enfermedades hematologicas elementos formes, valores de hemoglobina y valores nomales
11. Anemia por infaccicn 10. Su conteo normal esta dentro del rango de 4,500 a 11500
12. Presencia de anticuerpos A v B en el plasma sanguineo celulas por microlitro
13 Funcign de |z sangre 14. Dada por la cantidad disminuida de hemoglobina o hematocrito
16, Presentan una vida media de 120 dias 15. Precursor celular mulipotents
17. alumen corpuscular medio de los gldbulos rojos 17. transportan sangre a baja presidn por medio de valvulas
18. Al transferir sangre incompatible se ocasiona... 18. Desorden de la sangre
18. Mide |a cantidad promadio de hemoglobina da cada gldbule rojo
20. Contiene sustancias inurgE'l nicas comao gases, sales, minerales,
vitarninas y desechos metabdlicos
21 Mo contiene factores de coagulacidn como el fibrindgena
22 Mecanismo por el cual la sangre es repuesta cuando se pierde

an grandes cantidades
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Respuesta al problema del nimero anterior

Método % Ca
A 73,2 73,0 73,4 73,3
B 69,8 71,4 71,3 70,2
C 70,7 71,1 71,7 71,5

Porcentaje real de Ca en Ca0 es 71,3. {Qué método es mas exacto? ¢ Cual tiene mas precision?

EXACTITUD
| Porcentaje real de Ca en CaO [ n3 |
A B C

73,2 69,8 70,7

73,0 714 71,1

73,4 71,3 71,7

73,3 70,2 71,5
2 2929 282,7 285,0
Media 73,225 70,675 71,250
Ea 1,925 -0,625 -0,050
Er 2,700 -0,877 -0,070

Ea es el error absoluto = (media laboratorio — valor real)

Er es el error relativo = (error absoluto/media) x 100

El método mas exacto es el C puesto que tiene un menor error absoluto

PRECISION

Hacemos una tabla con los datos y calculamos “s” con la formula: 5 =

A B c
Ixi - medI2 | Ixi - medi2 | Ixi - med2
0,001 0,766 0,302
0,051 0,526 0,023
0,031 0,391 0,203
0,006 0,226 0,063
3 0,088 1,908 0,590
“s” 017 0,80 0,44

El valor mas pequefio de “s” indica una mayor precision, en este caso el método A
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