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Editorial

Los retos del cambio climdtico para la comunidad universitaria

Algunas ciudades o comunidades de la Comarca Lagunera estan alcanzando los limites de habitabilidad por las
altas temperaturas (<40 °C), a tal grado que la gente no puede llevar a cabo actividades al aire libre a ciertas horas
del dia. De hecho, muchos lugares estan modificando los horarios para ciertas actividades laborales, escolares
y recreativas, sobre todo para trabajos pesados a la intemperie, incluyendo cambios de horario para escuelas.
El calentamiento del planeta esta agravando muchos fendmenos meteorologicos como son; El Nifio y la Nifia,
huracanes, tornados, sequias y tormentas tropicales (por ejemplo, Alberto), ademas de crear las condiciones para
que se presenten con mayor frecuencia e intensidad los incendios forestales. Los retos del cambio climatico se
perciben cada vez mas, vivimos en una region que se esta quedando sin agua, afectando la produccion de alimentos
y hasta la produccion de electricidad, mientras que otros lugares estan sufriendo inundaciones sin precedentes,

también con impactos destructivos.

Un conjunto cada vez mayor de investigaciones documentan que las caracteristicas del entorno natural pueden
desempenar un papel sustancial en la configuracion del rendimiento y los resultados de los estudiantes. Trabajos
recientes muestran que los resultados educativos de los estudiantes se ven afectados por la exposicion al humo de
los incendios forestales, la contaminacion industrial y las emisiones de los vehiculos. Quizas lo mas importante en
esta linea de investigacion, sin embargo, sea la evidencia de que las condiciones climaticas locales, particularmente
la temperatura, afectan los resultados educativos. A medida que el cambio climatico aumenta la frecuencia con
la que los estudiantes estan expuestos a temperaturas extremas, se vuelve cada vez mas importante comprender
como dicha exposicion afecta el aprendizaje de los estudiantes. Y si bien se han logrado algunos avances iniciales
en este tema, las limitaciones de los datos y las diferencias contextuales no medidas han planteado obstaculos
para obtener una comprension matizada de los impactos de las condiciones climaticas locales en el rendimiento

estudiantil.

Uno de los grandes retos actuales es la reduccion de gases de efecto invernadero. Mas alla del debate sobre el grado
de influencia de las actividades humanas en el clima, lo cierto es que la comunidad universitaria debe asumir la
responsabilidad de minimizar su impacto en el entorno. Por tanto, las universidades tienen un rol esencial ante
la crisis climatica como instituciones generadoras de conocimiento, formadoras de personas y actores sociales
anclados en comunidades. Sin embargo, es necesario que estas instituciones de educacion superior cuenten con
las instalaciones adecuadas para permitir a la comunidad universitaria encontrar soluciones a este gran reto a
través de la fisica, quimica y biologia ya que en mayor medida estas materias basicas contribuyen a garantizar la
mejora continua en nuestra calidad de vida, también se ha convertido en la herramienta esencial para mejorar la

proteccion del medio ambiente.

Dr. Erick Sierra Campos
Profesor Investigador de Tiempo Completo

Facultad de Ciencias Quimicas Gomez Palacio, UUED
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Prediccion de multiples sitios de union de los metabolitos inorganicos del arsénico
sobre las peroxidasas de glutation creada por el servidor LigBind
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RESUMEN

El arsénico es un elemento altamente téxico capaz de
unirse a los grupos sulfhidrilos y de esa forma cambiar
la estructura de enzimas antioxidantes como es el caso de
la glutatiéon peroxidasa (GPx). El empleo de servidores
capaces de predecir interacciones, mecanismo de
accion yen Comportamiento entre proteinas, sustratos,
inhibidores u otras moléculas como xenobioticos, LigBind
es un prometedor y tnico servidor de interaccién entre
formas inorganicas de arsénico (arsenato y arsenito) y
enzimas antioxidantes, por ello el presente estudio tuvo
como objetivo, generar predicciones sobre los sitios de
union de la enzima GPx y los metabolitos inorgénicos de
arsénico, para conocer los mecanismos de acciéon entre
esta proteina y el metaloide en cuestion. Se realizé una
consulta en el sitio web Protein Data Bank, obteniendo
10 estructuras tridimensionales de GPx las cuales 8
contenian selenocisteina y 2 cisteina sola; los formatos
PDB de cada estructura fueron utilizados junto con
las sub unidades de interés y los ligandos. El servidor
LigBind permiti6 generar la prediccién de la interaccién
de uno hasta 3 sitios de unién entre las isoformas de
GPx y los iones arsenito y arsenato, estableciendo una
nueva herramienta bioinformatica sobre el estudio de las
interacciones de xenobiotico y las enzimas antioxidantes.

Palabras clave: arsénico, glutation peroxidasa y
servidor bioinformatico

ABSTRACT

Arsenic is a highly toxic element capable of binding to
sulfhydryl groups and thus changing the structure of
antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase
(GPx). Using servers capable of predicting interactions,
mechanism of action and behavior between proteins,
substrates, inhibitors or other molecules such as
xenobiotics, LigBind is a promising and unique
interaction server between inorganic forms of arsenic
(arsenate and arsenite) and antioxidant enzymes,
Therefore, the objective of this study was to generate
predictions about the binding sites of the GPx enzyme
and the inorganic metabolites of arsenic, to understand
the mechanisms of action between this protein and
the metalloid in question. A query was performed
on the Protein Data Bank website, obtaining 10 three-
dimensional structures of GPx, 8 of which contained
selenocysteine and 2 of cysteine alone; The PDB formats
of each structure were used along with the subunits of
interest and the ligands. The LigBind server allowed
generating the prediction of the interaction of one to 3
binding sites between GPx isoforms and arsenite and
arsenate ions, establishing a new bioinformatics tool
for the study of xenobiotic interactions and antioxidant
enzymes.

Keywords: arsenic, glutathione peroxidase and
bioinformatics server.
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INTRODUCCION

El arsénico (As) es un metaloide altamente genotéxico
por su capacidad de impedir la reparaciéon del ADN
dafiado, ocupa el ntiimero 33 de la tabla periddica, esta
distribuido a lo largo de toda la superficie terrestre,
puede ser obtenido de forma natural o por intervenciéon
humana, existe tanto en formas orgénicas como
inorgénicas (ASTDR, 2007) y ocupa el primer lugar en
sustancias peligrosas (ASTDR, 2022). Las principales
formas inorgédnicas de arsénico (iAs) incluyen el meta-
arsenito trivalente (As®") y el arseniato pentavalente
(As>). Mientras que el As en aguas superficiales existe
principalmente como As™, el As’* es mas frecuente en
pozos andxicos profundos.

La exposicion al arsénico se debe al aire, suelo y
alimentos, pero la principal via es a través del agua
potable (Mahajan et al., 2018), esto puede generar el
padecimiento conocido como hidroarsenicismo que
consiste en la ingesta crénica a niveles mayores a 10 ug/L
(Villaamil, 2015). La contaminacion por este metaloide
cusa un especial interés en paises como Argentina (200
ppb), México (400 ppb), la region de Indo-Bangladesh
(800 ppb) y Taiwan (50-1980 ppb) (Hasegawa et al.,
2019), en donde las concentraciones sobre pasan al
nivel permitido por la organizacién mundial de salud
(10 ng/L) (WHO, 2024). La arsenicosis cronica debida
al consumo de agua con arsénico afecta a més de 200
millones de personas en todo el mundo, de las cuales
aproximadamente 38 millones residen en la regién de
Indo-Bangladesh (Roy et al., 2021). Los datos de estudios
epidemiolégicos han identificado que el consumo de
agua subterrdnea contaminada con arsénico es un
problema importante y de riesgo clave para la salud enla
mayoria de los paises en desarrollo (Alka et al., 2021; Pal
etal.,2002),lo que provoca trastornos de la piel, diabetes
mellitus, enfermedades cardiovasculares, neuropatia
periférica, deterioro cognitivo, hepatico y renal, al igual
que disfunciones y complicaciones reproductivas (Chen
& Costa, 2021; Rehman et al., 2022).

El arsénico produce una variedad de especies reactivas
de oxigeno (ROS), incluyendo superéxido (O,), oxigeno
singulete ('O,), radical peroxilo (ROO"), 6xido nitrico
(NO®), peréxido de hidrégeno (H,O,) y radicales
peroxilo dimetilarsinico [(CH3)2AsOO°] (Fu & Xi,
2020). El arsénico inorganico tiene la capacidad de
unirse a los grupos tioles provocando de esa manera
la inhibicién de enzimas antioxidantes, (Bjorklund et

al., 2020; Garcia et al., 2016; Valko, 2007), especialmente
las enzimas dependientes de glutatiéon (GSH), como la
glutation-S-transferasa (GST), la glutation peroxidasa
(GPX) y la GSH reductasa, (Valko, 2007). Diversos
estudios indicaron que la exposiciéon de animales al
arsénico provoc6 un aumento en la concentracion de
malondialdehido (MDA), un marcador de peroxidaciéon
lipidica, carbonilacién de proteinas, estrés oxidativo,
asi como la concentraciéon de disulfuro de glutation y
una marcada reduccién en la concentracién de glutation
reducido y las actividades de las enzimas antioxidantes
(Garla et al., 2020; Frost & Li 2017).

Las glutatiéon peroxidasas (GPx) son un grupo de
enzimas que regulan los niveles de especies reactivas
de oxigeno en células y tejidos y los protegen contra
el dafio oxidativo. La GPx, que contiene selenio (Se)
en su centro activo, estd presente en el citosol y en las
mitocondrias (Ahmed & Hadwan, 2021), tiene un alto
grado de afinidad por el H,O, en comparacion con la
catalasa. La GPx reduce y descompone no solo el H,O,
sino también el perdxido lipidico (LOOH) catalizando
una reaccién redox con glutatiéon reducido (GSH), que
sirve como donador de electrones (reacciones 1y 2).

2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 ... (reaccién 1)

2GSH + LOOH - 2GSSG + LOH + H,0 .. (reaccién?2)
La generaciéon de perdxido a través de la
superdxido dismutasa (SOD) en el medio provoca
la reaccién catalizada por GPx, esta logra reducir
el H,0O, a dioxigeno (O,) e hidrégeno (H,O) en la
célula. También la GPx puede descomponer al
hidroperéxido lipidico utilizando al GSH como
sutrato de sus correspondientes alcoholes. En este
proceso, el GSH se convierte en su forma de disulfuro
oxidado (GSSG). Una vez oxidado, el GSH puede
reducirse nuevamente mediante la enzima glutation
reductasa (GR), utilizando nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) como donante de
electrones. El NADPH se suministra mediante la
activacion de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) en la via de las pentosas fosfato (PPP) y
se oxida a NADP*y el NADPH se regenera a través
de la via de las pentosas fosfato (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo redox del glutatiéon como mecanismo
antioxidante. Superéxido dismutasa (SOD), peréxido de
hidrégeno (H,O,), glutatién peroxidasa (GPx), dioxigeno (O,)
,hidroperéxido lipidico (LOOH), glutatién (GSH), glutation
oxidado (GSSG) glutation reducido (GR), nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH), glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) en la via de las pentosas fosfato
(PPP).

En las células de mamifero existen cinco isoformas de
esta enzima: citosolica (cGPx, GPx-1), plasmatica (pGPx,
GPx-3), nuclear (snGPx), gastrointestinal (giGPx, GP-2)
y fosfolipido hidroperéxido peroxidasa (phGPx, GPx-
4). Presente en mitocondrias y el citoplasma (Margis et
al., 2008). A diferencia de la mayoria de sus homélogos
en células animales, los homoélogos de GPx vegetales
superiores identificados hasta ahora poseen cisteina en
lugar de selenocisteina en su sitio activo. Curiosamente,
las GPX de las plantas no dependen del glutation sino
de la tiorredoxina como donante de electrones in vitro
(San et al., 2007). Sin embargo, los parasitos Trypanosoma
cruzi expresan dos triparedoxina peroxidasas (TXNPx),
peroxidasas dependientes de tiol miembros de la familia
de las peroxiredoxinas (Pifieyro et al., 2011).

Las formas arsenicales como el arsenito, el triéxido de
arsénico (As,O,) y el &cido monometilarsonoso (MMA

(III)) interacttan con residuos de cisteina de dominios
de dedos de zinc, pero se conoce poco sobre las posibles
diferencias en su selectividad de interacciéon (Vergara-
Gerénimo et al., 2021; Zhou et al., 2014).

Los servidores de modelado computacional ayudan a
identificar las interacciones entre proteinas y ligandos
que son significativos para el disefio y descubrimiento
de potenciales drogas de nueva aplicacion. El servidor
en linea LigBind (http:/ /www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/
LigBind/) cuenta con una base de datos con compuestos
especificos de referencia (1159 ligandos especificos y
16 ligandos no especificos o invisibles), permitiendo
identificar las interacciones entre proteinas y ligandos
que son significativos para el disefio y el descubrimiento
de potenciales dafios por xenobioticos como lo es el
arsénico. Los resultados muestran que LigBind funciona
bien tanto con los ligandos invisibles y con los ligandos
de referencia especificos de gran escala (Xia et al., 2023).
El presente estudio permitié ampliar el alcance de este
servidor, seleccionando siete compuestos de la base de
datos, los de los cuales estdn metabolitos del arsénico
y se emple6 la familia de glutation peroxidasa (diez
estructuras cristalograficas), cuyos formatos PDB estan
disponibles en el Protein Data Bank (https://www.
rcsb.org/). Todo ello para conocer si las peroxidasas
del glutation pueden ser selectivamente alteradas por
los metabolitos del arsénico.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de archivos en formato PDB

Se realiz6 una recolecta de datos, de las estructuras
tridimensionales de las proteinas de interés a través del
sitio web de Protein Data Bank. Se realiz6 una busqueda
de las formas de GPx, y se seleccioné la estructura
cristalografica de interés, para posteriormente realizar
la descarga en el formato PDB (Figura 1).

Recopilacion de los sitios de unién y residuos de
aminoacidos de la proteina que interacttian con los
ligandos seleccionados.

La obtencién de las predicciones multiples sitios de
union de los metabolitos inorganicos del arsénico
sobre las peroxidasas de glutation, se realizé por
medio del servidor LigBind, en donde se utilizaron los
archivos previamente descargados de las estructuras
tridimensionales en formato PDB. Se seleccioné la
subunidad de la proteina, para obtener la abreviatura
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Prediction of binding residues for a specific ligand

® Method 1. LigBind

Function: Prediction for 1159 ligands in the ligand-specific datasets with fine-tuned models.
You can search ligand ID by ligand name from ligands information.

Enter ligand IDs, separated by comma (no more than 10 ligands):

A) mu o

Email address(Optional, where the results will be sent to)
5) g some

Figura 2. Diagrama de flujo empleado para obtener las interacciones entre los ligandos y cada isoforma
de la peroxidasa del glutatién. 1) pagina web del servidor, 2) cargador de los archivos PDB, 3) Sub unidad
de proteina, 4) identificacién del ligando abreviado y 5) carga de la informacién al servidor.
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de identificacion del ligando y asi generar la informacién
a la plataforma del servidor (Figura 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron diez estructuras tridimensionales de la
base de datos de proteinas tridimensionales (Figura
3). Entre las tres isoformas diferentes presentes en
la naturaleza, la isoforma citosdlica monomérica de
170 residuos y 19,5 kDa es esencial para reducir los
hidroperoxidos de acidos grasos y el H,O, a expensas
del glutation (Ho et al., 1997). Su caracteristica clave es la
tétrada cataliticamente activa que contiene selenocisteina
(Sec46), glutamina (GIn81), triptéfano (Trpl136) y
asparagina (Asn137) (Scheerer et al., 2007, Tosatto et
al., 2008). Alli, Sec46 es activado y estabilizado por GIn81
y Trp136 a través de una red de enlaces de hidrégeno
(Aumann et al., 1997; Maiorino et al., 1995), mientras
que el papel principal de Asn137 parece ser el paso de
oxidacién inicial (Tosatto et al., 2008).

Hasta la fecha, hay seiscientas ocho estructuras cristalinas
GPx disponibles, muchas de ellas de mamiferos.
Dependiendo del aminoacido del sitio activo, estas
enzimas generalmente se clasifican en dos grupos: uno
contiene Sec en su centro activo (al menos cinco de las
ocho isoenzimas pertenecen a GPx que contienen selenio
en los mamiferos) o contienen cisteina regular.

Estas estructuras cristalinas incluyen una estructura
GPx1 bovina (c6digo PDB 1GP1) y cinco estructuras de

GPx humanas (GPx1, cédigo PDB 2F8A; GPx2, c6digo
PDB 2HE3; GPx3, del profesor Rudolf Ladenstein; GPx4,
codigo PDB 2GS3 y la isoforma especifica del epididimo
de mamiferos, GPx5, cédigo PDB 2I3Y). Estas GPx
son enzimas homotetraméricas, excepto que la GPx4
humana (una isoforma que desintoxica especificamente
los hidroperéxidos de fosfolipidos) se informa como una
enzima monomérica.

Las tres isoformas primarias, GPX1, GPX2 y GPX4,
difieren en expresion y especificidad de sustrato. La
isoforma mads abundante, GPX1, es un homotetramero
y puede reducir una variedad de hidroperéxidos
(Schwarz et al., 2023). GPX2 tiene una alta homologia
con GPX1 y puede reducir sustratos similares, aunque
con un recambio significativamente reducido, en células
epiteliales. GPX4 es monomérico y tnico en su capacidad
para reducir los hidroperéxidos lipidicos (Schwarz et
al., 2023). Se ha descrito que GPX1 y GPX2 reducen los
hidroperéxidos solubles, mientras que GPPX4 reduce los
hidroperoxidos lipidicos complejos, protegiendo asi a las
células de la lipoperoxidacion y la ferroptosis (Schwarz
et al., 2023).

El anélisis estructural de las enzimas de la familia GPxs,
revel6 que comparten el pliegue de la tiorredoxina. La
catélisis redox tiene lugar en una selenocisteina (Sec) o
residuo de Cys, situado en una superficie plana de la
proteina, N-terminal a la hélice 1. Curiosamente, este
residuo de cisteina peroxidante (CP) corresponde a la
Cys N-terminal residuo del motivo CysXXCys de Trx.

2GSs3

Figura 3. Estructuras tridimensionales de las diferentes isoformas de glutatién peroxidasa del glutatién
de humano (2HE3, 2P31,3CYN, 2F8A y 2GS3), bovino (1GP1), ratén (5L71 y 7FC2), parasito (3DWYV) y
planta (2P5Q). En negrillas se muestra el c6digo de identificacién del Protein Data Bank (PDB).
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A partir de la estructura tridimensional del bovino GPx-
1, tal como se establecié en 1983, una triada catalitica
compuesta por Sec, Trp, y Gln. Se encontré que era tipico
de todas las GPxs y ha demostrado ser funcionalmente
relevante mediante el analisis mutacional de la GPx-
4 porcina y, més recientemente, también en una
peroxidasa de triparedoxina tipo GPx sin selenio
obtenida a partir de Trypanosoma brucei (TbGPxIII). En
esta triada, el amido y los grupos imino de los residuos
de GIny Trp se encuentran a una distancia de enlace por
puente de hidrégeno del selenio (o0 azufre) del Sec o Cys
peroxidativa y se ha propuesto que activan el elemento
redox (el selenol o el tiol) por hidrégeno que facilita el
ataque nucleofilico sobre el hidroperéxido.

La estructura 2P5Q (PtGPX5) se obtuvo por expresion
heteréloga en Escherichia coli del gen del alamo de
California (Populus trichocarpa). PtGPX5 cristalizé en
forma dimérica y se sugiere que representa su forma
fisiol6gica, mostrando un pseudo nicleo de diez laminas
B (Figura 3). Es importante mencionar que las GPX de las
plantas no dependen del glutation sino de la tiorredoxina
como donante de electrones in vitro (San et al., 2007). Para
esta proteina, el ion arsenato reconoce dos pockets y
el arsenito tres pockets (Tabla 1). Ambos metabolitos
interacttian con la cisteina del sitio activo (C44). Ademas,
destaca que solo el arsenito interactta con los residuos
D129 y D148, mientras que el ion arsenato lo hace con
Y151 (Tabla 1).

La estructura 5L71 (GPx4) se obtuvo del fragmento
(Metl a Leul70) de la isoforma citosolica de la GPx4
de ratén con una mutacioén puntual de la selenocistena
46 por cisteina. La proteina consiste en cuatro a-hélices
y varios giros helicoidales que forman la superficie de
la proteina, asi como siete cadenas P organizadas de
manera mixta paralela y antiparalela que forman el
nucleo de la estructura (Figura 3). El sitio activo de la
enzima GPx4 consta de la tétrada catalitica Sec46, GIn81,
Trp136 y Asn137 (Janowski et al., 2016). El ion arsenato
y el arsenito interactdan con la C46 del sitio activo, pero
estos compuestos también interacttian con otra regiéon
de la proteina (pocket2) (Tabla 1).

La estructura 3DWYV representa una triparedoxina
peroxidasa tipo glutation peroxidasa en su forma
oxidada. La proteina Px III se obtuvo mediante expresion
y purificacion heterdloga en Escherichia coli del gen de
Trypanosoma brucei, el agente causante de la enfermedad
africana del suefio. Este parasito codifica tres homoélogos

de cisteina (Px I-III) de las glutation peroxidasas
clasicas que contienen selenocisteina. Las enzimas
obtienen sus equivalentes reductores del exclusivo
sistema tripanotiona (bis(glutationil)espermidina)/
triparedoxina. Durante la catélisis, estas triparedoxina
peroxidasas circulan entre una forma oxidada con un
enlace disulfuro intramolecular entre Cys47 y Cys95 y
la peroxidasa reducida con ambos residuos en estado de
tiol. La Px III es una proteina monomeérica a diferencia
de la tioredoxina peroxidasa de dlamo homologa
(TxP). Las estructuras de Px III oxidado y reducido
son esencialmente idénticas en contraste con lo que se
encontré recientemente para TxP. En Px III, Cys47, GIn82
y Trp137 no forman la triada catalitica observada en las
selenoenzimas, y las proteinas relacionadas y los dos
altimos residuos no se ven afectados por el estado redox
de la proteina. El andlisis mutacional de tres residuos de
lisina conservados en las proximidades de las cisteinas
cataliticas revel6 que el intercambio de Lys107 contra
glutamato anula la reduccién del peréxido de hidrégeno,
mientras que Lys97 y Lys99 desempefian un papel crucial
en la interaccion con triparedoxina (Melchers et al., 2008).
El ion arsenato interacttia en un pocket formado por
19 residuos de aminoacidos entre los que destacan la
C47 y el W137. En contraste, el arsenito presento dos
regiones de unién y en el segundo pocket destacan K136
y W137. Sin embargo, ningtin compuesto interactué con
las lisinas 97, 99 y 107 (Tabla 1).

La estructura 2HE3 representa la glutatiéon peroxidasa
2 (GPx2) humana con una mutacién puntual de la
selenocisteina por cisteina (Figura 3). La proteina 2HE3
solo presento un sitio de unién para el ion arsenato
ya que este interactta con Q74 y N152 (Tabla 1), los
cuales son parte de la tétrada catalitica de la enzima.
De la misma manera la estructura 2F8A y 2GS3 son
proteinas mutantes de glutation peroxidasa 1 (GPx1) y
4 (GPx4) humanas de 208 y 185 residuos de aminoacidos
que presentan forma tetramérica y monomérica
respectivamente con una mutacién puntual de la
selenocisteina por glicina (Figura 3). La estructura 2F8A
mostro un sitio de unién por el ion arsenato formado
por trece residuos de aminoacidos de los cuales destacan
las glicinas 47,48 y 80. En contraste, el arsenito solo
interacta con los residuos Q82 y W160 (Tabla 1). En
contraste, la proteina 2GS3 formo dos sitios de uniéon
con los metabolitos del arsénico (Tabla 1) en donde G73,
T76, W164, K162 y W163 son residuos cruciales para la
catalisis de esta peroxidasa.
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Tabla 1. Sitios de interaccion de la proteina con los metabolitos arsenato y arsenito

Isoforma | Cddigo de ART AST
de GPx PDB para
GPx
GPx5 2P50 Pocketl: 542, K43, C44, F90, W133 Pocketl: 542, K43, C44, F90
Pocket2: D129, Q132, W133, Y151
Pocket2: Q132, R149, Y150, Y151 Pocket3: D148, R149, Y150
GPxd 5L71 Pocketl: 544, Q45, C46, F92, W136 Pocketl: 544, Q45, C46, F92
Pocket2: M129, A133, K135, R152, G154, | Pocket2: G128, M129, N132, A133,
P155, M156, E157 K135, R152
Pocket3d: W136, G154, P155, M156,
E1557
TXNPx | 3DWV Pocketl: Add, C47, T50, K51, Y54, G85, | Pocketl: T50, Y54, N138
N86, F98, 1129, 1130, K136, W137, N138,
F139, T140, R153, F154, S155, P156
Pocket2: G128, 1129, 130, K136, W137,
T140, R153, F154, 5155
GPx2 2HE3 Pocketl: Q74, N152 IND
GPx1 1GP1 Gd6 Gd6
GPx6 7FC2 Pocketl: F72, C73, Q107 Pocketl: 571, C73, Q107, R180, W181
Pocket?2: R180, W181
GPx7 2P31 Pocketel: S55, E556, C57, T60, F 103 Pocketl: S55, E56, T60
Pocket2: W142, W145 Pocket2: T141, W145
GPx8 3CYN Pocketl: 577, D78, C79, Q80, T82, G112, | Pocketl: 577, D78, C79, T82, W164
F125, R163, W164, W167, R182, P183 Pocket2: W167, F180, 6R182, E185
GPx1 2F8A Pocketl: Add, L46, G47, G48, F79, G80, | Pocketl: Q82, W160
Q82, L147, A159, W160, N161, F162,
R179
GPxd 2GS3 Pocketl: 571, Q72, G73, T76, F119, N164 | Pocketl: 571, G73, T76, N164, G155,
1156, R179
Pocket2: 1156, K162, W163, R179, G181, | Pocket2: K162, W163, G181, P182, E184
P182, M183, E184

IND: interaccion no detectable, Pocket: sitio de interaccién, ART: ion arsenato y AST: ion arsenito

La estructura monomérica de 7FC2 es el cristal de la
GPx6 del raton casero (Mus musculus) sin mutaciones
(Figura 3) y las estructuras cristalogréficas 2P31 y 3CYN
son la glutation peroxidasa 7 (GPx7) y 8 (GPx8) humana,
respectivamente (Figura 3). La GPx7 y GPx8 presentan
una longitud de secuencia de 181 y 189 residuos de
aminodacidos, respectivamente. Sin embargo, no hay
mas informacién publicada sobre estas proteinas. De
acuerdo con el andlisis de este estudio, tanto 2P31 y

3CYN presentan dos sitio de unién para el ion arsenato y
arsenito. Tanto Cysy Thr son importantes para la unién
del sustrato y forman dos puentes de hidrégeno entre
ellos. Estos residuos fueron identificados como C57 y
T60 para 2P31. Mientras que C79 y T82 para 3CYN, los
cuales también formaron parte de los sitios de uniéon de
los metabolitos del arsénico (Tabla 1).
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La estructura de 1GP1 representa la glutation peroxidasa
de bovino. Los sitios activos de la proteina se encuentran
en depresiones planas en la superficie molecular (Figura
3). Los residuos de selenocisteina cataliticamente activos
podrian ubicarse en los extremos N-terminales de las
hélices a formando subestructuras faf junto con dos
cadenas 3 paralelas adyacentes. En las proximidades
del grupo reactivo podrian localizarse algunas cadenas
laterales de aminoacidos aromaticos. Especialmente Trp-
148, que podria estar unido por puentes de hidrégeno
a SeCys-35, puede desempefiar un papel funcional
durante la catalisis (Epp, et al., 1983). Basado en anélisis
de diferencias de Fourier de derivados apropiados, se
presenta un modelo razonable de unioén de glutation.
Entre los residuos que podrian ser de importancia
funcional se encuentran Arg-40, GIn-130 y Arg-167, que
presumiblemente forman puentes salinos y un enlace de
hidrégeno con la molécula de glutation (Epp, et al., 1983).
La estructura 1GP1 no formo pockets para la unién del
ion arsenato y arsenito debido a que el servidor solo
detecto una débil interaccion con G46 (Tabla 1).

Otro hallazgo importante de este estudio fue que la
serina cercana a la posicién de la selenocisteina o cisteina
podria participar en la estabilidad del complejo con los
metabolitos del arsénico. Por dltimo, es importante
mencionar que todas las peroxidasas empleadas en este
estudio fueron sensibles a los metabolitos a través de
multiples sitios de union, los cuales podrian merecer un
analisis molecular mas completo con ensayos in vitro y
enzimas aisladas.

CONCLUSION

Las formas inorganicas de arsénico pueden afectar la
actividad antioxidante y de sefializacién de las glutation
peroxidasas al interactuar con la cisteina catalitica y otros
residuos como lisina (Lys), glutamina (Gln), triptéfano
(Trp), prolina (Pro), argenina (Arg) y tronina (Thr),
presentes en el sitio activo. Sin embargo, la glutation
peroxidasa de bovino (1GP1) es una isoforma resistente
al arsenito y arsenato debido a que solo logran hacer
una interaccién débil con la Gly46. El servidor LigBind
representa una herramienta prometedora y robusta
para el estudio de metabolitos toxicos que afectan la
estructura y funcion de proteinas antioxidantes como
las glutation peroxidasas.
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RESUMEN

Debido a la demanda energética actual y el alto valor
de los combustibles fdsiles, se han buscado alternativas
para la generacién de combustibles como el bioetanol a
partir de residuos agroindustrales de bajo costo como
fuente de carbono, como el estiércol. Dentro de este
proceso, la sacarificacion es el principal paso para la
bioconversion del sustrato. En este sentido, la Comarca
Lagunera en el norte de México tiene un gran potencial
al ser una de las principales generadoras de materia seca
animal en el pais. Por lo anterior, el presente estudio
tuvo como objetivo evaluar el potencial del estiércol
bovino como sustrato en la produccién de bioetanol y
la seleccion de la cepa autéctona mas eficiente. En la
caracterizacion del estiércol crudo, el componente en
mayor abundancia fue hemicelulosa, seguido de lignina
y, finalmente, celulosa, valores que reflejan variabilidad
en la composicion de enmiendas animales en funcién de
la dieta alimenticia que lleven. Por otro lado, la maxima
actividad CMCasa (38.49 £ 2.91 Ul/g MS) y xilanasa
(48.58 + 3.01 UI/ g MS) se obtuvieron con la cepa FCQ-
JVA-03. No obstante, su actividad enzimatica fue menor
en el estiércol pretratado. Cabe mencionar que no se
encontré diferencia en las actividades enzimaticas del
resto de las cepas evaluadas con el estiércol pretratado.
De acuerdo con los resultados, el estiércol bovino crudo
posee las caracteristicas adecuadas para su sacarificacion
directa sin pretratamiento, lo que conlleva a una
disminucién en los costos de producciéon de bioetanol
previo a su escalamiento.

Palabras clave: enmiendas orgdanicas, bioetanol, enzimas
lignoceluloliticas.

ABSTRACT

Due to the current energy demand and the high value
of fossil fuels, alternatives have been sought for the
generation of fuels such as bioethanol from low-cost
agro-industrial waste such as manure as a carbon source.
In this process, saccharification is the main step for the
bioconversion process of this substrate. In that sense,
the Comarca Lagunera in northern Mexico has a big
potential due to it is one of the main generators of animal
dry matter (manure) in the country. Thus, the present
study aimed to evaluate the potential of cattle manure
as a substrate in bioethanol production, as well as the
selection of the more efficient indigenous strain. In the
characterization of raw manure, hemicellulose was the
most abundant component, followed by lignin and,
finally, by cellulase, values that reflect the variability
in the animal amendments composition depending
on the nutritional diet they eat. On the other hand, the
maximum CMCase (38.49 £2.91 IU g DM) and xylanase
activity (48.58 £3.01 IU g DM) were obtained with the
FCQ-JVA-01 strain. However, it enzymatic activity was
lower in pretreated manure. It is worth mentioning that
no difference was found in the enzymatic activities of the
rest of the evaluated strains with the pretreated manure.
According to the results, raw cattle manure has the
appropriate characteristics for its direct saccharification
without pretreatment, which leads to a decrease in
bioethanol production costs prior to its scaling up.

Keywords: organic amendments, bioethanol,

lignocellulolytic enzymes.

REMDIS Vol. 2, No. 18. Junio 2024 ISSN: 2594-1445

QUIMICA FARMACEUTICA Y CLINICA | 17



INTRODUCCION

Debido a la alta demanda energética en la actualidad
se ha buscado una alternativa sustentable para
el reemplazo de combustibles fésiles, siendo los
biocombustibles a partir materiales de desecho de
biomasa una alternativa de sustitucion prometedora
(Baksi et al. 2019; Huang et al. 2019), entre los que destaca
el bioetanol. Aproximadamente, 10% de la energia del
mundo proviene de estos materiales de biomasa (da
Rosa-Garzon et al. 2019), donde las actividades agricolas,
pecuarias y agroindustriales representan las principales
fuentes de origen de estos residuos (Carrasco et al. 2003).

Los materiales utilizados estan constituidos
principalmente de biomasa de lignocelulosa, siendo el
material mas abundante y renovable en la tierra para
el desarrollo de energia al estar presente en la pared
celular de las plantas (Zhang et al. 2018; Liu et al.
2019; Kahn et al. 2019). La lignocelulosa esta formada
principalmente por tres polimeros de alta complejidad
(celulosa, hemicelulosa y lignina), siendo la celulosa
el componente en mayor cantidad, seguida por la
hemicelulosa y finalmente la lignina (Giorgio et al. 2018)

Por otro lado, la Comarca Lagunera es una Regién
situada entre los estados de Coahuila y Durango en
el norte del pais, con alrededor de 483,397 cabezas
de ganado bovino lechero (SIAP 2019), por lo cual, es
una de las principales regiones de México en generar
gran cantidad de materia seca (estiércol). A pesar de
que el estiércol es un material rico en carbohidratos y
proteina (Yue et al. 2010), es un material de biomasa
lignocelulésica poco estudiado para la produccion de
bioetanol, pero puede ser empleada para la manufactura
de sustancias de valor como los biocombustibles.

La generacién de combustibles de segunda generaciéon
con el uso de materiales de biomasa suele generar ciertos
inconvenientes, siendo la hidrélisis de los polimeros
antes mencionados la mas importante (da Silva et al.
2019; Kadhum, Mahapatra, and Murthy 2019), ya que
los materiales deben ser convertidos en moléculas mas
simples para su posterior uso. Sin embargo, la conversién
de estos polimeros a monémeros de carbono mediante
el proceso de sacarificacién conlleva ciertas dificultades,
debido a que el complejo (celulosa / hemicelulosa /
lignina) que forman impide la hidrélisis. Asi, existen
diversos procesos para la hidrdlisis de estas moléculas
(quimica/enzimatica) (Berlowska et al. 2016), siendo la
hidrélisis enzimatica, también denominada sacarificacion,

la mas empleada. En la hidrdlisis enzimatica se hace uso
de enzimas lignoceluloliticas (celulasa / xilanasa) las
cuales juegan un papel importante en la bioconversion
de estos materiales (Izarra et al. 2010; Liu et al. 2019).
Estas enzimas son producidas por una variedad de
microorganismos, donde los hongos son los organismos
con mayor capacidad para la produccién de enzimas de
interés industrial (Ortega et al. 2005; da Rosa-Garzon et
al. 2019).

Uno de los principales procesos utilizados para
la produccién de enzimas celuloliticas con estos
materiales como materia prima, es la fermentaciéon en
medio s6lido (FMS), que consiste en el crecimiento de
microorganismos en ausencia o casi ausencia de agua
usando el sustrato como soporte de nutrientes (Botella et
al. 2005; Aljammas, Al Fathi, and Alkhalaf 2018; Rubiano
Florez et al. 2019), siendo un proceso econémico con
ventajas (El-Shishtawy et al. 2015; Zhao et al. 2019;
Darabzadeh, Hamidi-Esfahani, and Hejazi 2019; Tai et
al. 2019). Es por lo anterior, que la presente investigacion
tuvo como objetivos: 1) Caracterizar el estiércol de la
Region Lagunera para valorar el contenido de materiales
lignoceluloliticos, 2) Tratar quimicamente el estiércol
mediante un pretratamiento bésico para aumentar la
sacarificacion y actividad enzimética sobre la materia
prima, y 3) Evaluar cepas de hongos filamentosos nativas
de la regioén para la produccion de enzimas (celulasa y
xilanasa) necesarias para la sacarificacion del estiércol
en ambas condiciones (crudo y tratado) mediante FMS.

MATERIAL Y METODOS
Recoleccion de la muestra

El estiércol se recolect6 en una granja lechera ubicada
en la Region Lagunera de Coahuila (Figura 1). Se
muestrearon aleatoriamente 5 kg del material fresco
en bolsas estériles de polietileno para su transporte al
laboratorio y almacenamiento a 4°C hasta su analisis. La
etapa analitica se desarroll6 en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Juarez del Estado de
Durango.
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Figura 1. Ubicacion del sitio de recoleccién de muestras
de estiércol en la Comarca Lagunera al norte de México.

Caracterizacion de la muestra de estiércol

Para caracterizar la composicion de lignocelulosa del
material biolégico, se siguié la metodologia descrita
por Arora y Sharma (2009). Se suspendié un gramo de
estiércol en 100 ml de agua destilada; posteriormente se
llevé a ebullicién (100°C) durante 2 h a bafio maria y se
filtré en un crisol Gooch tarado; finalmente, el residuo se
secd a 90°C hasta peso constante. La pérdida se consider6
como elementos solubles en agua. El residuo seco se
suspendi6 en 100 ml de disolucién de H,SO, 0.5 M y se
mantuvo a 100°C durante 2 h. Después, los contenidos
se filtraron, secaron y pesaron como se menciono
anteriormente, y la pérdida de peso se representé como
contenido de hemicelulosa. Para la caracterizacion de
celulosa y lignina, se afiadieron 10 ml de solucién de
H,SO, (72% v/v) al residuo anterior, y se mantuvo a
30° C durante 1 h en un agitador magnético a 200 rpm.
Posterior a la incubacién de la mezcla, se diluyé con agua
destilada hasta alcanzar una concentracion al 4% de la
solucion de H,SO, y se esteriliz6 a 121°C durante 40 min.
El contenido se filtré, se sec y se peso. La pérdida de
peso se consideré como celulosa y el material sobrante
como lignina.

Preparacion del indculo y conteo de esporas

Se utilizaron cuatro cepas de hongos nativos no
identificados aislados de muestras de estiércol crudo
dela Comarca Lagunera, las cudles fueron denominadas
como: FCQ-JVA-01, FCQ-JVA-02, FCQ-JVA-03, FCQ-
JVA-04. Las cepas fueron sembradas en matraces

Erlenmeyer de 250 ml e incubadas (5 dias a 28 + 2°C) en
medio selectivo para celulasas que contenia g/1: Estiércol
de bovino seco 100 g, glucosa 5 g, (NH,),SO, 4.73 g,
KH,PO, 1.98 g, MgSO,-7H,0 0.51 g, CaCl, 0.39 g, NaCl
0.13 g, FeSO, 0.05 g, solucion de oligoelementos 4 ml,
agar 15 g y 100 ppm cloranfenicol con pH final de 6.50
(Preusting, Kingma, and Witholt 1991; Zago et al. 2014)
sulfur, or magnesium is limiting, P. oleovorans produces
an intracellular polyester poly(B-hydroxyalkanoate. El
micelio fue recolectado al agregar a los cultivos fingicos,
50 ml de una solucién de Tween 80 al 0.01% (v/v),
esta mezcla fue agitada constantemente empleando
un agitador magnético durante 30 min en condicién
de esterilidad. Después, la extracciéon de las esporas se
realizé mediante filtracién, empleando un embudo y
gasas estériles hasta la extraccion total de las esporas.
Se realizaron diluciones con las esporas con el fin de
encontrar la dilucién ideal para el posterior conteo
empleando caAmara Neubauer y microscopio.

Pretratamiento de las muestras

Se prepard el estiércol a una concentracion al 5% p/v
con NaOH 0.5 M, el cual se esterilizé durante 1 ha 121°C
y 1 atm. Posteriormente se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se filtr6 y se neutralizé con HC1 0.5 M, se lavo
tres veces con agua destilada, y la fase s6lida se sec6 por
5 dias a temperatura ambiente para su almacenamiento
hasta su uso (Marques et al. 2018).

Fermentacion en medio sélido (FMS)

La FMS se desarroll6 con dos sustratos diferentes,
estiércol tratado quimicamente (ET) y estiércol crudo
(EQ), el cual fue empleado junto con acemite como
soporte e inductor de fuente de carbono. Se coloc6
estiércol y acemite en una proporciéon 15:5 en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml. Los matraces fueron esterilizados
a 121°C durante 15 min y posteriormente impregnados
con 60 ml (3 ml/g materia seca) de medio de cultivo
estéril de sales, que contenia (g/L): glucosa 5 g, (NH,),SO,
4.73 g, KH,PO,1.98 g, MgSO,-7H,0 0.51 g, CaCl,0.39 g,
NaCl 0.13 g, FeSO, 0.05 g, solucion de oligoelementos
4 ml y 100 ppm cloranfenicol, y una concentraciéon de
3x10” esporas g materia seca y posteriormente se mezcl6
homogéneamente (Rodriguez et al. 2006). Los matraces
fueron incubados a una temperatura de 30°C durante
5 dias.
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Obtencion del extracto crudo y analisis de actividad
enzimatica

La extracciéon de las enzimas (extracto crudo) se llevo
acabo pesando 2 g del material fermentado, afiadiendo
7 ml de buffer Citratos (pH 5.3 0.1 M) agitandose a 200
rpm durante 3 h, se filtr6 y se centrifugé a 4,000 rpm
por 45 min a 0°C (PrOResearch). El sobrenadante se
resguardo en frio para su posterior uso. Para el ensayo
de actividad enzimaética de celulasa (CMCasa) y xilanasa
se utilizaron carboximetil celulosa (CMCNa) y xilano
(1% p/v) como sustratos en el buffer de Citratos antes
mencionado. La reaccién enzimaética para CMCasa y
xilanasa inici¢ al afiadir 20 pl de extracto crudo y 180 ul
de sustrato correspondiente; posteriormente se agito y
se llevaron a incubacién por 30 min a una temperatura
de 50°C. La reaccién fue detenida al colocar los tubos en
bafio de agua fria y afiadir 40 pl de solucion de NaOH
2 M a cada tubo. La cantidad de azticares reductores
liberados durante la reacciéon fueron determinados
espectrofotométricamente mediante el método del
acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller 1959), y la densidad
6ptica (DO) fue leida a 540 nm. Cada muestra se analiz6
por duplicado y se realiz6 un blanco correspondiente
preparado de la misma manera. La actividad enzimatica
fue definida como 1 pmol de glucosa y/ o xilosa liberados
por minuto de reaccion por gramo de materia seca. La
cuacién empleada fue:

U ml!=[(uM S)(Vol. Reaccién) /(T)(Vol. muestra)(Vol medicién)]*Dilucion

Donde: mM S=Micromoles de sustrato. T= Tiempo en minutos

Determinacion de proteina total

Se llevo a cabo la cuantificacion de proteinas totales
empleando el método del acido bicinconinico (BCA)
utilizando como sustancia de referencia albimina de
suero bovino (BSA) para la curva de referencia 0-125
pg/ml (Smith et al. 1985). Para formar el reactivo BCA
de trabajo se mezcl6 la solucién A y B (proporcion 50:1)
ya preparadas comercialmente. Se afiadieron 25 puL de
la muestra con 200 pL del reactivo. La reaccion inici6 al
incubar los tubos a una temperatura de 60°C durante 15
min. El volumen final fue de 225 pL, por lo cual, para
hacer la correcciéon de volumen para la lectura en placa se
tomaron 170 pL para cada pozo. La lectura se determiné
en un lector de microplacas multimodo Varioskan LUX
marca Thermo Fisher Scientific a una densidad 6ptica
(DO) de 562 nm.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) con
arreglo completamente al azar con dos factores (A y B),
donde el factor A, representan las cepas (FCQ-GP-01
a 04) con cuatro niveles, y el factor B la condicion del
estiércol (EC y ET) con dos niveles y cuatro repeticiones,
dando un total de 32 unidades experimentales. Las
diferencias estadisticas significativas se analizaron por
comparaciones de medias por pruebas de Tukey (a=
0.05) utilizando el programa IMB SPSS Statistics.

RESULTADOS
Caracterizacién quimica del estiércol

En los resultados obtenidos de la caracterizacion
lignocelulésica del EC de la Regién Lagunera se pueden
apreciar los contenidos de cada componente (Figura 2),
donde la hemicelulosa fue el mayor con valor de 38.3 +
0.417%, seguida de la lignina con 30.4 + 0.915 % y, por
altimo, la celulosa con 22.8 +£0.234% y lo restante al 100%
fue considerado como elementos solubles. Por lo tanto,
la materia prima contiene poca cantidad de celulosa a
diferencia a los otros polimeros.
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Figura 2. Caracterizacién lignoceluldsica del estiércol utilizado.
Actividad enzimatica

La actividad enzimética CMCasa fue afectada por la cepa
empleada (F=11.78, p=0.000) y la interaccién entre la
cepaYy el pretratamiento (F=19.75, p=0.000), pero no por
el pretratamiento (F=2.941, p=0.099). Del mismo modo,
la actividad xilanasa fue afectada significativamente
por la cepa (F=351.8, p=0.000) y la interaccién entra la
cepa y el pretratamiento (F=31.69, p=0.000) pero no
por el pretratamiento (F=1.565, p=0.223). Esto indica la
diversidad de las cepas en su actividad enzimatica y la
diferencia minima entre las condiciones del estiércol.
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En el EC, entre las cepas analizadas, la FCQ-JVA-03 es
la que demostré mayor actividad CMCasa sobre las
demas, con una actividad méxima de 38.49+2.91 Ul/g
MS, superando en un 45, 53 y 62% a las FCQ-JVA-01,
FCQ-JVA-02 y FCQ-JVA-04, respectivamente (Figura
3a). Ademas, en la actividad xilanasa en el EC (Figura
3a), la cepa FCQ-JVA-03 también demostro el valor més
alto (48.58 +3.01 Ul/ g MS) con respecto a las demads, con
diferencias de 42%, 49% y 56% de las FCQ-JVA-01, FCQ-
JVA-02 y FCQ-JVA-04, respectivamente. Por otra parte,
se pudo observar que la actividad xilanasa fue mayor
comparada a la endoglucanasa en todas las cepas en EC.

Por otro lado, la actividad CMCasa sobre el ET
quimicamente (Figura 3b) fue mayor enla FCQ-JVA-01,
con un valor maximo de 26.25 +2.69 UI/ g MS, superando
a las demas con diferencias de 19% (FCQ-JVA-02),
35% (FCQ-JVA-03) y 30% (FCQ-JVA-04), mientras la
actividad xilanasa fue superior con la FCQ-JVA-03 con
respecto al resto. Ademas, en las cuatro cepas el nivel
de actividad xilanasa fue mayor que actividad CMCasa.

De acuerdo con los resultados, no existié diferencia
significativa en la actividad de ambas enzimas con
respecto al ECy ET (Figura 3), mientras que la cepa FCQ-
JVA-03 fue la que mayor actividad xilanasa present6
en ambos sustratos; no obstante, aunque la actividad
CMCasa también fue mayor con esta cepa en el EC, esta
actividad enzimatica disminuy6 un 56% en el ET.

En cuanto a la actividad especifica, existié diferencia
altamente significativa entre las diferentes cepas y la
interaccién entre cepas (F=351.8; p=0.000) y el estado de
la materia prima (ET y EC) (F=31.69; p=0.000), pero no
por el tratamiento solo (F=1.565; p= 0.223). Lo anterior
indica la diversidad de las cepas en actividad y la
diferencia minima entre las condiciones del estiércol.

Ademads, se pudo observar un incremento significativo
de la actividad de cada enzima con respecto a su
actividad total (Figura 4) . De igual manera, se aprecia un
incremento no considerable de actividad especifica en el
ET sobre el EC. Sin embargo, como antes mencionado, en
la cepa 03 se aprecia una disminucion tanto en actividad
total como especifica (Figura 4c y 4d) del material tratado
sobre el normal (Figura 4a y 4b).

DISCUSION

Los datos obtenidos de la caracterizacién del estiércol
en celulosa, hemicelulosa y lignina fueron comparados
con otros residuos de animal. En el 2010, Yue y
colaboradores (Yue et al. 2010) caracterizaron estiércol
crudo de bovino lechero, con niveles de celulosa (21.7
* 2.4), hemicelulosa (17.2 + 2.2) y lignina (14.5 £ 3.2),
siendo el porcentaje de celulosa el més similar a los
obtenidos. Akyol y colaboradores (Akyol et al. 2019)
trabajaron con estiércol para aumentar la producciéon de
metano, donde la muestra de trabajo contenia (celulosa
35.90%, hemicelulosa 17.19%, lignina 14.52%). Por otro
lado, Yan y colaboradores (Yan et al. 2018) reportaron
concentraciones de celulosa (16.62%) y hemicelulosa
(15.26%) menores a las de esta investigacion. (Lee et
al. 2021) reportaron niveles prometedores (42.4 + 0.6%,
9.2+£0.3%, 7.2 £ 0.3%) en estiércol de caballo para la
produccién de bioetanol. Finalmente, (Wen, Liao, and
Chen 2005) determinaron la composicion de estiércol
de lecheria, obteniendo niveles similares de celulosa
(26.59 + 0.28) a los de esta investigacion. Es importante
mencionar que los niveles de composicién obtenidos de
estiércol difieren a los citados debido a la variabilidad
en la dieta alimenticia que lleve el animal.

En la actividad enzimatica endoglucanasa obtenida del
EC, se obtuvo actividad maxima de 38.49 UI/g MSen la
FCQ-JVA-03, mientras que en el ET la actividad maxima
la desarroll6 la cepa 01 con niveles promedio de 26.25
Ul/g MS. Comparando las actividades de las cuatro
cepas sobre el ECy el ET (p>0.05) no existe un aumento
significativo, por lo que el tratamiento parece no ser
efectivo para incrementar la actividad enzimatica. No
obstante, el nivel de actividad endoglucanasa en EC fue
superior a lo reportado con otros sustratos, como Amadi
et al. (2020) obtuvieron resultados méaximos de actividad
de celulasa (17.63 + 1.42 Ul/g) y xilanasa (29.35 + 1.67
Ul/g) en mazorca de maiz como sustrato mediante FMS.
Por su parte, Ezeilo et al. (2020) reportaron actividades
méximas de CMCasa y xilanasa (94.68 U/g, 213.99
U/ g) en condiciones 6ptimas (30°C, 40% humedad) en
hojas de palma aceitera en FES, superando a las de esta
investigacién. Por lo tanto, se ha demostrado que el
estiércol de bovino lechero como sustrato estd a nivel
competitivo con respecto a otros sustratos agricolas
para la producciéon de CMCasa y xilanasas; ademas, al
tratarse de un residuo excretado, conlleva a un proceso
de digestion en el animal, lo cual puede ser usado como
tratamiento previo para la sacarificaciéon del sustrato
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(referencia) lo cual pueda generar ventaja sobre otros
sustratos.

Otros autores han reportado el uso de estiércol de
ganado bovino como biomasa para la produccién
de enzimas con diferente resultado de actividad
enzimatica (CMCasa U/mly / o PFasa U/ml) (Yan et
al. 2018; Wen, Liao, and Chen 2005). Por lo tanto, el
uso de materiales de desecho provenientes de ganado
bovino u otras especies (cerdos, caballos) poco a poco
ha tomado importancia en la investigacion como
material lignoceluldsico alternativo para la generaciéon
de bioetanol o el aislamiento de microorganismos
productores de enzimas celuloliticas (Tantayotai et al.
2017; Ge et al. 2020; Akila and Chandra 2003; Lee et
al. 2021; F. Li et al. 2020), como lo reportado por Yan
et al. (2018), donde obtuvo actividades enzimaticas y
rendimientos atractivos de bioetanol sobre estiércol en
diferentes condiciones. Un factor importante para la
funcionalidad del estiércol como material lignocelulésico
es la dieta alimenticia rica en fibra del animal, la cual
definira la calidad de la materia para ser usada.

CONCLUSIONES

El presente trabajo demostré que el estiércol de bovino
lechero de la Regién Lagunera puede ser empleado
como material lignocelulésico para la obtenciéon de
productos de interés (bioetanol), donde la cepa FCQ-
JVA-03 fue la de mayor actividad (CMCasa y xilanasa)
estadisticamente con respecto a las demas. El contenido
de celulosa, hemicelulosa y lignina corresponde con el
nivel promedio de otros materiales, lo que indica su
viabilidad para ser usado. El uso de pretratamiento
sobre el estiércol crudo (EC) para el mejoramiento de la
sacarificacion no es necesario, debido a que no present6
diferencia significativa sobre tratamientos (p>0.05), y
genero ciertas interferencias con la cepa 03. El uso del
estiércol sin tratamiento previo disminuye los costos
actuales (reactivo y gasto de agua para el lavado) de
sacarificacién y futura fermentacién a escala.
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RESUMEN

La lofomoniasis pulmonar es una infeccién producida
por Lophomonas blattarum (L. blattarum) se encuentra
principalmente en vias respiratorias bajas, senos
paranasales y en algunas ocasiones en el tracto urinario.
Afecta principalmente a personas inmunosuprimidas,
trasplantadas, con insuficiencia renal, algunas neoplasias
o que cursan con enfermedades cronico-degenerativas.
El objetivo de esta investigacion fue determinar la
incidencia de casos de lofomoniasis pulmonar en una
region del norte de México. Metodolégicamente, se
analizaron 85 muestras de lavado bronquial, se les realizé
estudio microbiolégico en fresco, tincién de tincion
de Gram y Ziehl Neelsen. Se hicieron observaciones
al microscopio 6ptico inmediatamente después
de obtener la muestra; se observaron protozoarios
moviles con méas de veinte flagelos. Morfol6gicamente
las caracteristicas observadas en el estudio en fresco,
con tincion de Gram y Ziehl Neelsen corresponden a
L. blattarum. En 21 muestras se observo la presencia
de L. blattarum, como agente asociado al sindrome
respiratorio, sin embargo, 3 muestras presentaron
coinfeccion L. blattarum/Mycobacterium/SARS-CoV-2.
Concluyendo que la lofomoniasis pulmonar es una
enfermedad que representa una incidencia del 21.7% de
casos en La Comarca Lagunera, se determiné que existe
coinfeccion con M. tuberculosis y SARS-CoV-2, ademas el
diagnéstico de lofomoniasis pulmonar es fundamental
para establecer el tratamiento correcto principalmente
cuando existe coinfeccion con tuberculosis, COVID-19
principalmente.

Palabras clave: Lophomonas blattarum, lofomoniasis,
tuberculosis.

ABSTRACT

Pulmonary lophomoniasis is an infection caused
by Lophomonas blattarum (L. blattarum) and is found
mainly in the lower respiratory tract, paranasal sinuses
and sometimes in the urinary tract. It mainly affects
immunosuppressed people, transplant recipients,
people with kidney failure, some neoplasms, or those
with chronic degenerative diseases. The objective of
this research was to determine the incidence of cases
of pulmonary lophomoniasis in a region of northern
Mexico. Methodologically, 85 bronchial lavage samples
were analyzed, fresh microbiological study, Gram stain
and Ziehl Neelsen staining were performed. Optical
microscope observations were made immediately after
obtaining the sample; Motile protozoans with more
than twenty flagella were observed. Morphologically,
the characteristics observed in the fresh study, with
Gram and Ziehl Neelsen staining, correspond to L.
blattarum. In 21 samples, the presence of L. blattarum
was observed, as an agent associated with respiratory
syndrome; however, 3 samples presented L. blattarum/
Moycobacterium/SARS-CoV-2 coinfection. Concluding
that pulmonary lophomoniasis is a disease that
represents an incidence of 21.7% of cases in La Comarca
Lagunera, it is also established that there is coinfection
with M. tuberculosis and SARS-CoV-2, in addition the
diagnosis of pulmonary lophomoniasis is essential to
establish the correct treatment mainly when there is
coinfection with tuberculosis, mainly COVID-19.

Keywords: Lophomonas blattarum, lophomoniasis,
tuberculosis.
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INTRODUCCION

Las vias respiratorias inferiores son vulnerables a
infecciones causadas por una amplia variedad de
microorganismos, debido a que es uno de los sistemas
organicos que comunica en forma directa el ambiente
interno con el ambiente externo. Las infecciones
respiratorias pueden progresar rdpidamente al sindrome
respiratorio agudo (SRA), especialmente en personas
con comorbilidades como asma, diabetes mellitus y
enfermedades respiratorias o cardiovasculares crénicas’.
Ademas, la coinfeccién con bacterias patogenas se
relaciona con las complicaciones mds severas?; otro factor
es la inmunodeficiencia la cual, favorece la presencia de
coinfeccién en pacientes con infecciones respiratorias
ya sea por virus, bacterias, parasitos y hongos, ademas
incrementa el riesgo de complicaciones. EI SRA es el
principal motivo de ingreso en la unidad de cuidados
intensivos, sin embargo, identificar la causa de la SRA
aumenta la posibilidad de supervivencia, pero algunas
ocasiones resulta extremadamente dificil, ya que la
enfermedad subyacente, los tratamientos prolongados
con antimicrobianos favorecen la coinfeccion y se
combinan para crear cuadros clinicos complejos’. Un
factor que se considera relevante en las complicaciones
de la SRA fue la implementacién de intervenciones
no farmacéuticas en todo el mundo para combatir la
pandemia de la enfermedad por COVID-19. A pesar de
la prescripcion empirica frecuente de antimicrobianos
de amplio espectro en pacientes con infecciones
respiratorias asociadas al coronavirus con el fin de
prevenir las infecciones asociadas a la atencién en la salud
(IAAS), ademas, hay escasez de datos que respalden la
asociacion con la coinfeccion respiratoria bacteriana/
fangica®; sin embargo, la frecuencia de infecciones por
protozoos broncopulmonares ha aumentado debido
al mayor namero de pacientes inmunodeprimidos en
los ultimos afios. Uno de ellos es L. blattarum, que es
un paréasito protozoario multiflagelado de termitas
y varias especies de cucarachas. L. blattarum es un
protozoo emergente y potencialmente mortal que infecta
principalmente el tracto respiratorio inferior y causa
lofomoniasis pulmonar, asi como, también se asocia con
coinfeccién con tuberculosis (TB) debido a la similitud
de los sintomas como tos crénica, esputo productivo,
dificultad para respirar y ocasionalmente hemoptisis.
Los regimenes farmacolégicos utilizados habitualmente
en las infecciones broncopulmonares no son eficaces
contra L. blattarum®, por esto en la altima década se han
registrado varios casos de lofomoniasis broncopulmonar

(LBP). Hay poca informacién disponible sobre los
aspectos epidemioldgicos de la infecciéon por lofomonas
entre pacientes con LBP; L. blattarum, es un parasito
protozoario emergente que pertenece a los Parabasalidas
(Parabasalia, Lophomonadida) que infecta el tracto
respiratorio de los humanos y a pesar de la presencia de
algunos informes de lofomoniasis humana, se desconoce
la verdadera carga de la infeccién por este parasito; a
pesar de todo, grupos de investigadores contintian con
esta investigacion a fin de dilucidar el estado mundial
mas reciente de casos humanos de lofomoniasis como
una nueva enfermedad protozoaria emergente®.
Cada vez mas se informa que muchas enfermedades
parasitarias estan surgiendo y resurgiendo en muchas
regiones del mundo debido a la globalizacién, la
inmigraciéon/emigraciéon, cambios ambientales y el
aumento de la inmunosupresion, por lo que es vital
reconocer patégenos emergentes’. Es fundamental
hacer el diagnéstico diferencial de lofomoniasis de
otras enfermedades pulmonares como la TB e incluso
el asma'’. La lofomoniasis pulmonar es una enfermedad
raray potencialmente mortal, que se reporta con mayor
frecuencia en paises asiaticos y latinoamericanos. Se debe
hacer un diagnéstico diferencial de lofomoniasis de otras
enfermedades pulmonares en pacientes con neumonia
que no responden al tratamiento con antibiéticos,
y se deben considerar cuidadosamente los factores
epidemiolégicos correspondientes, ademds del examen
directo al microscopio de muestras de broncoscopia,
para un diagndstico preciso'.

MATERIAL Y METODO

Se obtuvieron 85 muestras de lavado broncoalveolar
de pacientes con enfermedad pulmonar de hospitales
publicosy privados de La Comarca Lagunera, el muestreo
fue por conveniencia de enero a diciembre del afio 2023.
Los participantes firmaron el formato de consentimiento
informado para el proceso de sus muestras con fines de
investigacién y con autorizaciéon del médico tratante. Las
muestras fueron transportadas sin refrigeracion (debido
a que las bajas temperaturas afectan la movilidad de los
trofozoitos), se recibieron y analizaron lo mas rapido
posible y con el fin de mantener viables los trofozoitos
de L. blattarum en caso de estar presentes. Se incubaron
las muestras por 30 min para estabilizar la temperatura
de las muestras, se centrifugaron en tubos cénicos de
15 mL con tapa de rosca a 2400 rpm. Se realizaron dos
tinciones una de Gram y otra de Ziehl Neelsen (ZN)
segun los protocolos establecidos'. La observacion
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de las muestras se realiz6 de manera directa y por
concentracion, se deposit6 en un portaobjetos 50 pL de la
muestra de lavado bronquial adicionando 5 pL colorante
Sternheimer-Malbin, se cubrié con cubreobjetos de
22X22. Utilizando microscopio 6ptico con objetivo de
10X, posteriormente con objetivo de 40X previamente
homogeneizada se hicieron las observaciones en fresco
para confirmar la estructura de L. blattarum Figura 1.

Método por
centrifugado

Preparacion del extendido

Muestra de LB

Tubo cénico
de 15 mL
Con rosca

Método directo sin
centrifugado

S50 pL+5pL 2
Observacion al microscopio con objetivo
de 10X y posteriormente con 40X.

Muestra de LB

Figura 1. Diagrama general para el diagnéstico
diferencial de Lofomoniasis pulmonar de otros agentes
causantes de SRA.

RESULTADOS

Al analizar las 85 muestras de lavado bronquial
recolectadas de diferentes hospitales ptiblicos y privados
de La Comarca Lagunera. Se encontraron 21 muestras
con presencia de L. blattarum por observacion directa y
por concentracion (Figura 2), correspondiendo a una
incidencia de 24.7% (Figura 3). Solo se consider6é como
el namero de pacientes en riesgo a los 81 casos de SRA
para determinar la incidencia de positivos, los cuales
corresponden a 21 pacientes.

DISCUSION

La lofomoniasis es una enfermedad pulmonar cada
vez maés frecuente en pacientes inmunosuprimidos, el
agente causal es L. blattarum principalmente pulmon,
senos paranasales y en ocasiones las vias urinarias,
en el presente estudio se encontré una incidencia de
24.7% en muestras de lavado bronquial, en comparacién
con los reportes de Nakhaei y colaboradores (2022)
encontraron una incidencia del 57% a nivel mundial
en los paises con casos reportados de lofomoniasis. Las

Figura 2. a) L. blattarum observada al microscopio con
100X con tincién de Gram; b) L. blattarum observada
al microscopio con 100X con tincién de ZN; ¢) y d) L.
blattarum observada al microscopio con 40X en fresco.

24.7% Casos de lofomoniasis pulmonar

[ Muestra Negativa
O Muestra Positiva

Figura 3. Incidencia de casos de lofomoniasis en
pacientes de La Comarca Lagunera.

muestras analizadas de pacientes con SRA de etiologia
a determinar, fueron enviadas al laboratorio y se
analizaron inmediatamente, realizando el estudio en
fresco observando al microscopio 6ptico para buscar
los trofozoitos de L. blattarum tal como lo hizo Lee y
colaboradores (2023). En México como a nivel mundial
se desconoce exactamente el ntimero de casos de
lofomoniasis, asi como los aspectos epidemiolégicos,
pero se atribuye a que los pacientes que cursan con
inmunodeficiencia, es un factor de riesgo para que se
genere la infeccion, lo cual es similar a lo establecido
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por Failoc-Rojas (2020) y das Neves Coelho (2024)
donde el factor determinante para la coinfeccién entre
los microorganismos causantes de IRA y principalmente
por L. blattarum es la inmunosupresion del paciente. La
inmunodeficiencia fue una caracteristica en los pacientes
alos cuales se analiz6 sus muestras, encontrando algunos
casos coinfeccién con otros microorganismos causante de
IRA, los medico tratantes sospechaban principalmente
de tuberculosis por los sintomas clinicos, sin embargo,
algunos casos solo el agente causal de la SRA fue L.
blattarum pero en otras muestras se encontraron los
dos agentes infecciosos (M. tuberculosis y L. blattarum),
como lo encontrado en el trabajo de investigacion de
Veisi y colaboradores (2023). El diagnéstico correcto
del agente causal es importante para prescribir un
tratamiento correcto y que resuelva el problema
respiratorio. En las muestras analizadas de pacientes
con infecciones pulmonares, se encontré6 que habia
pacientes con 2 y otros con 3 tres microorganismos
causantes; estos hallazgos son similares a los descritos
por Moran-Marifios colaboradores (2024) y Nakhaei
y colaboradores (2022) debido a que ambos describen
la presencia de la COVID-19/lofomoniasis/TB/
lofomoniasis. Es importante el andlisis de los agentes
infecciosos de las vias respiratorias cuando el paciente
presenta SRA, sobre todo cuando hay sintomas y estos
son de curso prolongado con el propésito de tener
exactitud en la identificacién del microorganismo para
dar un tratamiento eficaz. Existen métodos moleculares
como PCR de punto final para hacer el diagnostico de
Lofomoniasis pulmonar, sin embargo, estos métodos no
han tenido la especificidad deseada, porque se obtienen
son resultados falso positivos y negativos, como lo afirma
Bakhshaee (2020), pero la observacién directa de los
trofozoitos de L. blattarum en movimiento caracteristico
es concluyente y le da més valor de correlacion con los
métodos moleculares.

CONCLUSIONES

La lofomoniasis como causante de enfermedad
pulmonar, es poco conocida en la literatura, el personal
de laboratorio clinico y el médico tratante. El diagnéstico
de laboratorio de las infecciones pulmonares por L.
blattarum se realiza basdndose en la observacién directa al
microscopio 6ptico del trofozoitos en movimiento, lo cual
es una caracteristica en muestras de lavado bronquial.
La lofomoniasis pulmonar es una enfermedad con una
incidencia del 24.7% de casos en La Comarca Lagunera
y debido a que la enfermedad es poco conocida y solo se

consider6 los 81 pacientes con diagndstico de SRA para el
célculo de la incidencia. Ademas, se determiné que existe
coinfeccién por M. tuberculosis y SARS-CoV-2, TB con L.
blattarum, ademas el diagnoéstico es fundamental para
establecer el tratamiento correcto principalmente cuando
existe coinfeccién con TB, COVID-19 principalmente. El
diagnostico rapido y preciso de lofomoniasis pulmonar
es de gran importancia para el éxito del tratamiento.
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Resumen

El término disfuncién eréctil (DE) comprende varios
trastornos, desdela curvatura del pene durante la ereccion
o enfermedad de Peyronie hasta la ereccién prolongada
dolorosa no asociada con deseo sexual o priapismo y la
eyaculacion precoz. Sin embargo, tipicamente se define
como la incapacidad de alcanzar una ereccién adecuada
para mantener una actividad sexual satisfactoria. La DE
es una condicién comdn con un impacto significativo en la
calidad de vida. El objetivo es evaluar el efecto del Plasma
Rico en Plaquetas con Leucocitos (PRP-L) inyectado en
cuerpos cavernosos en pacientes con DE como alternativa
terapéutica. Se incluyeron 102 pacientes previamente
evaluados por el departamento de urologia, de los cuales,
62 presentaban DE y 40 pacientes no presentaban datos de
DE. Se administraron 10 mL de PRP-L activado con calcio
y se inyectaron en cuerpos cavernoso durante 3 sesiones
con una semana de diferencia cada una a cada paciente.
Los resultados muestran una mejoria significativa
basados en las evaluaciones del indice internacional de
disfuncion eréctil (IIDE), el cual se aplicé antes y después
del procedimiento; el 80 % de los pacientes con DE
diagnosticada mostraron mejoria entre 10 y 15 puntos y
los pacientes que no tenian diagnoéstico de DE presentaron
mejoria superando puntaje de 20 puntos del IIDE con
respecto al que tenian al inicio de la terapia. La aplicaciéon
de PRP-L en cuerpos cavernosos es una alternativa de
tratamiento en pacientes con DE.

Palabras Clave: Disfuncién Eréctil, Plasma Rico en
Plaquetas, PRP-L.

Abstract

The term erectile dysfunction (ED) encompasses several
disorders, from penile curvature during erection or
Peyronie’s disease to prolonged painful erection not
associated with sexual desire or priapism and premature
ejaculation. However, it is typically defined as the
inability to achieve an erection adequate to maintain
satisfactory sexual activity. ED is a common condition
with a significant impact on quality of life. The objective
is to evaluate the effect of Platelet Rich Plasma with
Leukocytes (PRP-L) injected into corpora cavernosa in
patients with ED as a therapeutic alternative. 102 patients
previously evaluated by the urology department were
included, of which 62 had ED and 40 patients did not
have ED data. 10 mL of calcium-activated PRP-L was
administered to the corpora cavernosa during 3 sessions,
one week apart, to each patient. The results show a
significant improvement based on the evaluations of
the International Index of Erectile Dysfunction (IIDE),
which was applied before and after the procedure; 80%
of patients with diagnosed ED showed improvement
between 10 and 15 points and patients who did not have
a diagnosis of ED showed improvement exceeding a
score of 20 points on the IIDE compared to what they had
at the beginning of therapy. The application of PRP-L in
corpora cavernosa is an alternative treatment in patients
with ED.

Keywords: Erectile Dysfunction, Platelet Rich Plasma,
PRP-L.
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Introduccion

El plasma rico en plaquetas es un producto derivado de
la sangre, rico en péptidos y proteinas de sefializacion
intercelular, asi como citoquinas capaces de intervenir
en cada una de las etapas de la regeneracién de varios
tejidos. Principalmente, se le han atribuido efectos
antiinflamatorios en diferentes lesiones, asi como otros
efectos biolégicos sobre las células y tejidos. Hay una
clasificacion del biomaterial en el que se incluye el Plasma
Rico en Plaquetas (PRP) y Plasma Rico en Plaquetas
con Leucocitos (PRP-L), este tltimo como una mejor
alternativa en el aporte de Factores de Crecimiento (FC)".
El PRF-L es un concentrado plaquetario de segunda
generacion y su aplicacién ha revolucionado el concepto
de PRP debido a sus propiedades mas eficientes en el
mecanismo de regeneracion®. La disfuncién eréctil (DE) es
un problema de salud caracterizado porla incapacidad
de desarrollar una ereccién o mantenerla con un tamafio
y rigidez satisfactoria. Es una afeccién muy frecuente
a nivel mundial y se asocia a multiples aspectos
relacionados con la salud del paciente. La hiperlipidemia
se asocia con un mayor riesgo para desarrollar DE
mediada por dafio endotelial’. Actualmente la evidencia
que respalda el uso de Plasma Rico en Plaquetas con
Leucocitos (PRP-L) para el tratamiento de la disfunciéon
eréctil es limitada, Sin embargo, hay autores que hacen
afirmaciones basados en los resultados de sus trabajos
de investigacion, que el uso del biomaterial puede
desempefiar un buen papel en el tratamiento de la
DE*. Las propiedades neuroprotectoras y protectoras
de tejidos con PRP-L se han demostrado mediante el
tratamiento de la lesion bilateral del nervio cavernoso
en ratas, aunque los mecanismos subyacentes no se
han aclarado por completo, las investigaciones al
respecto siguen aportando conocimiento al respecto
de esta de esta terapia, ya que en la actualidad los
tratamientos no invasivos para la DE han incluido
medicamentos orales, inyecciones intracavernosas con
plasma y dispositivos asistidos por vacio por mencionar
una alternativa, la cual funcionan bien para algunos
pacientes mientras otros tienen contraindicaciones o
no estd satisfecho con estas opciones; en la actualidad
se cuenta con una nueva alternativa como la terapia
regenerativa con PRP-L para la DE como una nueva
alternativa, de tratamiento centrados en la reparacién del
tejido enfermo y en proporcionar una “cura” potencial
para la DE. El PRP-L se le ha encontrado uso en el
tratamiento de diferentes afecciones y enfermedades
debido a que contiene numerosos factores de crecimiento

angiogénicos relacionados con la regeneracion de tejidos®.
Su interaccion con las células circundantes, la matriz
intracelular y los mecanismos de sefializacién en el sitio
de la administracion de inyecciones de PRP-L conduce
a la regeneracion tisular’. Los efectos angiogénicos,

vasculogénicos y regenerativos del PRP-L pueden
usarse para el tratamiento de la DE y la enfermedad de
Peyronie (EP)®.

Material y método

Se invit6 a participar en el estudio a 102 pacientes, 62
con DE diagnosticada (de mas de 40 afios de edad) que
asistieron al departamento de urologia donde fueron
evaluados clinicamente, posteriormente fueron enviados
al laboratorio. también se incluyeron 40 pacientes (de
20 a 39 afios) que no tenian diagnodstico de DE. Todos
firmaron el consentimiento informado establecido en
el proyecto de investigacién y aprobado por el comité
de bioética.

Se les inform6 en qué consistia el proceso y los beneficios
de acuerdo a literatura. A cada paciente se le tomaron
8 tubos de 2.5 mL de sangre para centrifugarlos a 3500
rpm o 329 RCF (Fuerza Centrifuga relativa); se obtuvo
el PRP-L en la interfase de la columna de cada tubo,
obteniendo un promedio de 9-10 mL del biomaterial.
(La preparacion del Biomaterial no es sencillo, debe
trabajarse en cabina de flujo laminar o bioseguridad
y evaluar el biomaterial obtenido para hacer constar
que en realidad es un PRP-L con calidad terapéutica).
Previamente se aplicé anestesia local alrededor del
pene, después de 15-20 min se realiz6 la asepsia de los
cuerpos cavernosos con solucién de Microdacyn (una
solucion hipoténica con osmolaridad de 13 mOsm/
kg incluyen: ozono, peréxido de hidrégeno y diéxido
de cloro). El PRP-L se activé en una proporciéon de
0.2 de mL gluconato de calcio al 10% con 0.8 mL de
plasma, se homogeneizé, y se aplicé en dosis de 1.5
mL por cada puncién a una distancia de 1 cm tratando
de distribuir el biomaterial de manera proporcional de
ambas partes de los cuerpos cavernosos. Al final de la
aplicacién de plasma, se aplicé una ligera compresion
con la mano en los cuerpos cavernosos para distribuir
homogéneamente el plasma y dejar un aspecto natural.
Se realizaron 3 sesiones por 3 semanas consecutivas,
evaluando al paciente con la encuesta del IIDE para
analizar la informacién proporcionada por el propio
paciente y analizar su experiencia antes y después de
la terapia.
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Figura 1 b. Resultados de DE por edad y grupo después de la terapia con PRP-L.

38 | CIENCIAS BIOMEDICAS

REMDIS Vol. 2, No. 19. Junio 2024 ISSN: 2594-1445



Resultados

Los resultados obtenidos fueron obtenidos evaluando
a cada paciente con las preguntas contenidas en el
IIDE y asignado un valor numérico segtn la escala de
ponderacién y haciendo la sumatoria total. Se hizo un
andlisis porcentual de cada grupo de edad con DE y
sin DE.

De los 102 pacientes participantes, 62 (61%) de 40-65
afios de edad incluidos en el estudio con DE. E1 76% (47
pacientes) se diagnosticaron con DE severa, DE moderada
21% (13 pacientes) y DE media 3% (2 pacientes) antes de
la aplicacién de PRP-L en cuerpos cavernosos. Al finalizar
la terapia de 3 semanas consecutivas de la aplicacion del
PRP-L, se evalué nuevamente a cada paciente con el
IIDE encontrando los siguientes resultados: DE severa
47% (29 pacientes), DE moderada 48% (30 pacientes) y
DE media 5% (3 pacientes).

Con respecto a los pacientes del grupo de 20-39 afios de
edad que presentaron diagnéstico de DE, Sin embargo, al
hacer el analisis con las preguntas del IIDE al inicio de la
terapia con PRP-L, el 78% (31 pacientes) no presentaban
DE, el 28% (9 pacientes) en algin momento de los 6
meses (tiempo considerado para la evaluacion) habian
presentaron DE media, sin embargo, para este grupo
el diagnéstico por el médico y los criterios del IIDE,
no era preocupacion y no consideraban que fuera un
problema que ameritara conculta. Posterior a la terapia
con PERL-L, el 100% de pacientes tenia puntuaciéon de
25 puntos en el IIDE equivalentes a pacientes sin DE,
Figuralayb.

Discusion

En el estudio realizado para evaluar el efecto del PRP-L
como tratamiento en la DE, se incluyeron 102 pacientes
divididos en dos grupos, uno con pacientes entre 40-
65 afios que presentan DE en diferentes grados segun
el IIDE, otro con pacientes que aparentemente no
presentan DE y ademads son personas entre 20-39 afios,
a los cuales se les ha realizado estudios para evaluar las
inyecciones de PRP-L tal como lo describe Vivanco J.
M. y colaboradores (2023) al aplicar el biomaterial rico
en moléculas bioactivas pero en animales obteniendo
resultados muy favorables. Los resultados fueron muy
prometedores segiin los resultados obtenidos en los dos
grupos, en el de 40-65 afios con datos de DE en diferentes
grados, los de DE severa mejoraron al DE media con
sus veneficios correspondientes y si sucesivamente

cada subgrupo de estos pacientes mejoraron y los del
grupo sin DE aparentemente, al final el 100% (los 40
pacientes) tenian una puntuacién de 25, es decir sin DE
y con opiniones favorables para la terapia con PRP-L,
Este biomaterial no es facil de preparar de manera
manual; este biomaterial de segunda generacion
tiene mas propiedades regenerativas que el Plasma
Rico en Plaquetas (y que segun la clasificacion de los
biomateriales corresponde a la nueva clasificacion, esto
se pudo verificar y coincide con los descrito por Dohan
E. DM y colaboradores (2014) ya que su propuesta de
clasificacién revoluciono el concepto de PRP y trajo més
beneficios. Al utilizar IIDE por el urélogo, se clasifico
a los pacientes que aceptaron participar en el grupo de
investigacion y a atribuir el padecimiento de la DE a otros
factores como las enfermedades crénico degenerativas,
Fazekas, D. y colaboradores (2023), realizaron estudios
similares observando que las enfermedades crénico
degenerativas estaba asociadas a la DE, sin embargo,
no habia una evaluaciéon de los pacientes con un IIDE.
La estandarizacion del método para la obtenciéon de
un biomaterial que cumpla los requisitos de ser un
verdadero PRP-L, fue una tarea muy importante para
validar los resultados obtenidos y atribuir la mejoria de
los pacientes al PRP-L. Moreno, Raquel y colaboradores
(2015) hicieron la propuesta de como obtener un PRP
con calidad terapéutica en la terapia osteoinductora
con buenos resultados. La aplicacién de inyecciones
de PRP-L fue una terapia que proporcioné resultados
satisfactorios para la investigacién como para los
pacientes que participaron en el estudio y resaltando la
utilidad del biomaterial en la DE, otros investigadores
han logrado resultados satisfactorios en el tratamiento
de la DE usando inyecciones de células madre tal como
lo hizo Haney, N. M. y colaboradores (2019); otros solo
utilizaron PRP-P inyectado en cuerpos cavernosos con
buenos resultados y ademads, utilizaron en la evaluacion
de la DE de los pacientes el IIDE5 como lo describe
Zaghloul, A. S. y colaboradores (2022), a diferencia de
lo que se utiliz6 en este estudio PRP-L y el IDE. También
se concluye que las inyecciones con el biomaterial a
nivel de cuerpos cavernosos es una alternativa, pero
hay necesidad de hacer més estudios con métodos
armonizados para que los resultados sean reproducibles
y tengan mayor evidencia clinica como lo puntualiza
Poulios, E.; Wang, B. y colaboradores (2023)
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Conclusion

El PRP-L es una alternativa para la disminucién de los
sintomas de la DE, todos los pacientes incluidos en el
estudio mostraron una mejoria significativa evaluada por
el IIDE debido a que al final de la terapia los pacientes
con DE severa, ya no presentaron los sintomas y los
pacientes que tenian DE moderada (9 pacientes) ya no
presentaron los sintomas que tenian antes de la terapia
considerando una puntuacion de 25. Aun cuando hay
mejoria en pacientes con DE con terapia de PRP-L, se
necesita mas evidencias y estudios para que aportar mas
conocimiento y experiencia en esta terapia.
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RESUMEN

Candida auris es un microorganismo emergente, reportado
por primera vez en Jap6n en el afio 2009 en una paciente
a partir de una muestra del canal auditivo externo. En
América se han reportaron casos multiples inicialmente
en Venezuela y consecutivamente en Estados unidos,
Colombia, Panama, Canadd, y México. Se ha reportado
como responsable de diversos brotes en unidades de
cuidados intensivos (UCI) en diversas regiones. Existen
pocos estudios en los cuales se menciona que las especies
del género Candida, responsables de las candidemias,
indican la aparicién persitente de especies de Candida
no albicans como Candida parapsilosis, Candida glabrata
y Candida guilliermondii que resultaron resistentes
a fluconazol. Previo al 2020 no se habia reportado la
presencia de Candida auris. Las levaduras del género
Candida pueden desarrollar algunos factores de virulencia
tales como la adhesioén, polimorfismos y produccién de
toxinas. La habilidad para producir enzimas hidroliticas
tales como las proteasas y fosfolipasas, pueden ser los
aspectos més importantes expresados en los fenotipos
virulentos de Candida spp.

Palabras clave: Candida auris, candidemias, candidiasis,
resistencia a las equinocandinas.

ABSTRACT

Candida auris is an emerging microorganism, reported
for the first time in Japan in 2009 in a patient from a
sample of the external auditory canal. In the Americas,
multiple cases were reported initially in Venezuela
and consecutively in the United States, Colombia,
Panama, Canada, and México. It has been reported
as responsible for various outbreaks in intensive care
units (ICU) in various regions. There are few studies
in which it is mentioned that the species of the Candida
genus, responsible for candidemias, indicate the
persistent appearance of non-albicans Candida species
such as Candida parapsilosis, Candida glabrata and Candida
quilliermondii that were resistant to fluconazole. Prior to
2020, the presence of Candida auris had not been reported.
Yeasts of the genus Candida can develop some virulence
factors such as adhesion, polymorphisms and toxin
production. The ability to produce hydrolytic enzymes
such as proteases and phospholipases may be the most
important aspects expressed in the virulent phenotypes
of Candida spp.

Key words: Candida auris, candidemias, candidiasis,
resistance to echinocandins.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Candida son un grupo de
levaduras sumamente ubicuas y con caracteristicas muy
diversas. Este género abarca mas de 160 especies, de las
cuales se considera que solo 18 son patégenas, como fue
determinado por un estudio de aislamientos a partir de
pacientes clinicos. El potencial patégeno de las levaduras
varia en forma considerable, siendo el microorganismo
mas virulento Candida albicans, especie de género capaz
de generar con mayor frecuencia enfermedad mortal en
seres humanos. C. tropicalis es la segunda levadura de
importancia en cuanto a su patogenicidad. C. parapsilosis
también aparece con cierto grado de virulencia, asociada
a micosis oportunistas. Por otra parte, no todas las
cepas de una misma especie presentan igual capacidad
patogénica. Otras especies de Candida causan algunas
infecciones, pero la debilidad del huésped debe ser muy
marcada para permitir que estos microorganismos menos
virulentos lo invadan. En el sentido mas estricto de la
palabra, no existen levaduras patdégenas por naturaleza;
las que estan relacionadas con enfermedad en el hombre
o animales, son incapaces de producir infeccién en un
individuo sano. Se deben presentar algunas alteraciones
en las defensas celulares del huésped, en la fisiologia,
o en la composicion de la flora normal para que pueda
producirse la colonizacién, infeccion y la enfermedad
por levaduras (Lopez, et. al. 2005).

Las especies de Candida son el hongo patégeno més
comun que infecta a los seres humanos. El agente
etioldgico mas frecuente es C. albicans, sin embargo, en
la actualidad la identificacion de especies de Candida no
albicans, se han asociado con una mayor mortalidad y
una mayor resistencia a los farmacos antifangicos. Las
especies de Candida son la cuarta causa principal de
infecciones nosocomiales del torrente sanguineo. Las
infecciones micéticas pueden ser superficiales no graves,
hasta sistémicas y potencialmente mortales, asi como,
las micosis invasivas que cobran la vida de mas de 1,5
millones de pacientes en todo el mundo (Tubon-Usca,
et.al., 2021).

Candida auris es una levadura emergente, primero
reportada hace cerca de una década y es hoy en dia
causa de severas infecciones invasivas en las unidades
de cuidados de la salud a nivel mundial. Es un problema
de salud ptblica debido a que su identificacién por la
via convencional por métodos bioquimicos se dificulta.
Persiste en las superficies y es de alta transmisibilidad.

Existen reportes a nivel mundial de serias infecciones
en el torrente sanguineo por C. auris, causando una tasa
de mortalidad que va del 30 al 60 % (Escandén, 2023).

En el afio 2009, por primera vez se aisl6é C. auris, del
conducto auditivo externo de un paciente hospitalizado
enunhospital japonés y desde entonces, se haidentificado
en varias de partes del cuerpo. En el afio 2011, en
Corea del Sur, se notificaron los tres primeros casos de
infecciones nosocomiales del torrente sanguineo, causada
por esta especie. Hoy en dia, este patoégeno se asocia
con el medio hospitalario, encontrandose en diferentes
superficies hospitalarias, donde puede sobrevivir
durante largos periodos. Los diferentes estudios han
demostrado su participacion en candidemias y otras
infecciones invasivas, relacionadas con una elevada
tasa de mortalidad (66%) y comorbilidades asociadas
(Tubon-Usca, et.al., 2021).

En Latinoamérica, las infecciones del torrente sanguineo
debidas a Candida (Candidemia) tiene una incidencia
de 1.18 casos por cada 1000 admisiones en hospital, en
Colombia la incidencia es de 1.9 casos por cada 1000
admisiones en los hospitales, una de las méas altas en la
region reportadas por la Network of Invasive Mycosis
in Latin America (Escandén, 2023).

Los pocos estudios realizados en Pert mencionan que las
especies del género Candida, responsable de candidemia,
indican la aparicién persitente de especies de Candida
no albicans como Candida parapsilosis, Candida glabrata
y Candida guilliermondii que resultaron resistentes a
fluconazol. Previo al 2020 no se reporto la presencia de
Candida auris (Paucar-Miranda, et.al., 2021).

La candidiasis, es decir, la infeccién producida por
las levaduras del género Candida, comprenden un
espectro clinico que abarca infecciones superficiales y
diseminadas que afectan cualquier 6rgano o sistema.
Las especies de Candida son parte de la flora normal del
cuerpo humano, pero solo un pequefio porcentaje de
las especies identificadas causan enfermedad. Candida
albicans es responsable de la mitad de los casos, aunque
su frecuencia parece estar disminuyendo en los tltimos
afos (Cortés, et.al., 2020).

El propésito de la presente revision es conocer datos
relevantes y actuales acerca de la importancia de Candida
auris como agente causal y emergente de infecciones
fangicas en los hospitales, su capacidad adaptativa y
de supervivencia, y su multidrogoresistencia; asi como
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la necesidad de mejorar y fortalecer su detecciéon y
diagnostico.

TIPOS DE CANDIDIASIS

Las candidiasis son un tipo de infecciones causadas por
levaduras del género Candida, que tienen la habilidad
de colonizar las més diversas partes de cuerpo humano
y tienen a las especies de C. albicans como el principal
agente etiol6gico. Estudios actuales han demostrado el
alcance de otras especies emergentes que también pueden
causar este tipo de patogénesis, tales como C. tropicalis,
C. parasilopsis, C. glabrata, C. krusei, C. guillermondii, C.
lusitanibe, C. nivariensis, C. haemulonii, C. ciferriy C. auris,
las cuales son capaces de causar candidiasis en la piel,
oral, vaginal, vulvovaginal y sistémica (Cavalcante,
et.al., 2020).

Las candidiasis invasivas ocurren cuando las levaduras
del género Candida alcanzan el torrente sanguineo,
desde donde pueden diseminarse a cualquier tejido de
la anatomia humana. La candidiasis invasiva incluye
un amplio espectro: candidemia con endoftalmitis o sin
ella, infecciones hemat6genas diseminadas, compromiso
de un érgano (infecciones abdominales, peritonitis,
meningitis y endocarditis) y candidiasis hepatoesplénica,
principalmente en pacientes con enfermedad
hematolégica. La fuente de infecciéon por Candida spp
puede ser endégena, de la flora gastrointestinal o de la
colonizacién mucocutdnea, o exdégena, de las manos de
los trabajadores de la salud o de objetos o infusiones
contaminadas. La candidemia es la forma clinica de la
candidiasis invasiva que ocurre mas frecuentemente
(Cortés, 2020).

Las infecciones invasivas afectan principalmente a
individuos inmunodeprimidos, con VIH, pacientes
trasplantados, pacientes hematolégicos, oncolégicos
y los pacientes que requieren terapias invasivas. La
candidiasis invasiva se atribuye principalmente a
cinco especies, C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. krusei. Sin embargo, C. auris es un patégeno
emergente que causa un grave problema de salud
publica mundial, debido a su perfil de resistencia tinico
a multiples farmacos antimicéticos, a las altas tasas de
mortalidad asociadas y a la falta de diagnoésticos rapidos
(Tubon-Usca, 2021).

LA PROBLEMATICA DE LAS CANDIDEMIAS

Desde el punto de vista epidemiolégico, la infeccién por
especies de Candida constituye una importante causa de
morbimortalidad, a pesar de los avances considerables
en su tratamiento. Se encuentra entre los primeros cinco
microorganismos comtinmente aislados en hemocultivos
de pacientes hospitalizados y la mortalidad global esta
entre un 30% y un 60% con tasa de mortalidad atribuible
del 25% al 40% (Cortés, 2018).

Candida spp constituye uno de los agentes fangicos
causantes de enfermedades invasivas en pacientes
hospitalizados. La candidemia se define como la
presencia de levaduras en el torrente sanguineo. Es
considerada como la 4°. causa de septicemia en pacientes
hospitalizados en los Estados Unidos con una tasa de
mortalidad de arriba del 60 %, por lo tanto sobrepasa a
la mortalidad causada por las bacteriemias (Barahona,
et.al., 2019).

Con respecto a América Latina, la incidencia general
de candidemia reportada en Brasil es de 2,49 casos por
cada 1000 admisiones hospitalarias, y de 0,37 casos por
cada 1000 pacientes/dia. Ello es 3 a 15 veces mayor que
la incidencia reportada en Norteamérica y Europa. En
Colombia, la incidencia reportada de infecciones por
especies de Candida es de 2,3 casos por cada 1000 dias de
estancia en unidades de cuidado intensivo. Por otra parte,
el aumento sostenido de la prevalencia de candidiasis
invasiva, probablemente debido al incremento de
pacientes inmunocomprometidos, y la aparicién de
resistencia al fluconazol, el medicamento de eleccién
durante varios afios, en especies previamente sensibles
(v.g. Candida albicans) o el incremento de especies con
resistencia natural o disminuida (p. ej., C. glabrata o C.
krusei) determiné la necesidad de buscar tratamientos
alternativos o superiores a los azoles (Cortés, et.al., 2018).

Con el tiempo, el nimero de casos de candidemias en
Colombia ha continuado en incremento, y ha habido
cambios en la distribucion de las especies causantes de
C. albicans se han presentado otras especies de Candida.
Existe predominancia de casos de C. tropicalis, C.
parasilopsis y C. glabrata y més recientemente, un niimero
significativo de de casos causados por la levadura
emergente multidrogoresistente C. auris, con mas de
2,000 casos confirmados por el instituto Nacional de
Salud de Colombia (Escandon, et.al., 2023).
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RESISTENCIA A LOS ANTIFUNGICOS EN Candida
auris

La resistencia a los antifangicos ha sido una de las
caracteristicas que definen a C. auris, pero la historia en
Colombia a sido ligeramente diferente. Desde el primer
caso reportado en Colombia en 2015 y utilizando los
puntos de quiebre del Control Disease Center (CDC), la
tasa de resistencia fué del 11% (10/87 aislamientos) y a
la anfotericina B fue del 31% (27/87 aislamientos). Esta
pérdida de resistencia es consistente con los hallazgos
en Chicago entre aislamientos

Candida auris es un microorganismo emergente, reportado
por primera vez en Japon el afio 2009 en una paciente
a partir de una muestra del canal auditivo externo y
ampliamente distribuido en los cinco continentes. En
las américas se reportaron casos mdaltiples inicialmente
en Venezuela y consecutivamente en, Estados unidos,
Colombia, Panamd, Canadd, y México. Se ha reportado
como responsable de diversos brotes en unidades de
cuidados intensivos (UCI) en diversas regiones. Se
han identificado varios clados que expresan diferentes
perfiles de resistencia antifangica (Paucar-Miranda, et.
al., 2021).

A nivel global, el aumento de la poblacién de adultos
mayores, pacientes oncolégicos, con trasplante e
inmunocomprometidos, implica un crecimiento
significativo de la poblacién en riesgo para el
desarrollo de complicaciones infecciosas, entre ellas
la candidemia, cuya incidencia aumenta de manera
notoria en la poblacién criticamente enferma. Hasta
el 85% de las infecciones fungicas en las unidades de
cuidados intensivos corresponde a infecciones por
Candida spp. y sumortalidad es cercana al 40%. Por otro
lado, esta la resistencia a los antifangicos disponibles
para el tratamiento de la candidemia: en Bogota se ha
establecido la resistencia al fluconazol hasta en 30% de
los aislamientos y, en Medellin, en el 22% de los casos
(Cortés, et.al., 2020).

Las levaduras del género Candida pueden desarrollar
algunos factores de virulencia tales como adhesion,
polimorfismos y produccién de toxinas. La habilidad
para producir enzimas hidroliticas tales como las
proteasas y fosfolipasas, pueden ser las los aspectos
mas importantes expresados en los fenotipos virulentos
de Candida spp (Cavalcante, et. al., 2020).

El mecanismo de resistencia al fluconazol en los aislados
colombianos predominantemente es el cambio de
aminoacidos en el gen EG11 a ya sea Y132F o K143R,
similar a los aislados del clado I. El mecanismo de
resistencia a la anfotericina es aun desconocido
(Escandon, et.al., 2023).

ESTRATEGIAS Y RETOS PARA PREVENIR BROTES
DE Candida auris

Candida auris es una levadura emergente multirresistente
que se ha asociado a brotes de infecciones
intrahospitalarias alrededor del mundo, incluyendo
instituciones de salud de Colombia. El instituto Nacional
de Salud reporto, entre febrero de 2015 y mayo de
2017, 123 casos de infecciones por C. auris en Colombia.
Estos casos se identificaron en 24 centros hospitalarios
de nueve departamentos del pais y el 60% de ellos se
asociaron con infecciones del torrente sanguineo. Al
momento de dicho reporte, la mitad de los casos habian
sido identificados en instituciones médicas de la Costa
Caribe del pais (Atlantico, Bolivar y Cesar)( Zuluaga-
Rodriguez, et.al., 2020).

En etapas avanzadas de la infecciéon con VIH, los
pacientes son mds vulnerables a las infecciones
oportunistas que concurren con la pérdida progresiva
de células CD4+ comparadas con aquellas en etapas
tempranas o intermedias con enfoque en la reconstitucién
inmunitaria del sindrome inflamatorio. Debido a que
sus sistemas inmunes estan debilitados, las personas
inmunocomprometidas pueden ser més propensas a
las infecciones oportunistas (Calvalcante, et.al., 2020).

Los factores de riesgo asociados al desarrollo de
infecciones invasivas por C. auris, son similares a
los asociados a infecciones por otras especies del
género Candida, los cuales incluyen: procedimientos
quirargicos mayores, antibiéticos de amplio espectro,
hospitalizaciones prolongadas, presencia de dispositivos
invasivos, como tubos para asistencia respiratoria
mecanica y para alimentacion, y catéteres venosos
centrales. Ademas, es bien conocido que la mayoria
de las infecciones invasivas por especies de este
género, estan relacionadas con pacientes en estado
critico, es decir, en unidades de cuidados intensivos y
sometidos a procedimientos invasivos, o pacientes con
condiciones médicas de base, como diabetes, neoplasias
hematolégicas y otras inmunosupresiones (Zuluaga-
Rodriguez, et.al., 2020).
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IDENTIFICACION DE LAS LEVADURAS

La identificacion rdpida y correcta de las especies del
género Candida es fundamental en la préctica clinica
para guiar la eleccion del tratamiento antimicético del
paciente con candidiasis. Por esta razon, se ha tratado
de encontrar métodos de diagnoéstico para lograr, lo mas
tempranamente posible, una identificacion hasta el nivel
de especie, en particular para las formas invasivas de
la enfermedad. Los medios cromégenos, introducidos
durante los afios noventa, permitieron diferenciar C.
albicans de otras especies del género y han demostrado
ser, tras casi dos décadas de uso, una herramienta rapida
y eficaz para su identificacion (Herndndez-Botero, et.al.,
2015).

En cuanto a la diferenciacién de las especies C. dubliniensis
de C. albicans, existen diversos métodos fenotipicos de
reciente uso, que son asequibles a cualquier laboratorio
clinico, los cuales estan basados en la incapacidad de
C. dubliniensis de crecer en agar Sabouraud dextrosa a
45°C y en agar Sabouraud hipersalado (NaCl al 6.5%),
la ausencia de actividad lipolitica en el agar Tween 8°
, la capacidad de formar clamidoconidias en diversos
medios de cultivo como el agar tabaco, el agar Pal’s
y el agar tomate-zanahoria, asi como las pruebas de
aglutinacioén con particulas de latex especificas para C.
dubliniensis (Camacho, et. al., 2012).

Por otra parte, se ha demostrado que la prueba del tubo
germinal (PTG), usada por décadas para identificar C.
albicans, es sencilla, rapida, econémica y eficaz para la
determinacién presuntiva de dicha especie. Sin embargo,
otros patrones morfolégicos en esta prueba como la
ausencia total de filamentacién por parte de C. glabrata
en cualquier medio, o la presencia de pseudohifas a
C. tropicalis y al complejo C. parapsilosis, han sido poco
explorados como herramienta de identificaciéon debido
a que los comparten varias especies. Las limitaciones de
estas dos pruebas han restringido el uso de estos métodos
de identificacion presuntiva a la deferenciacién entre C.
albicans y las especies no-albicans; tal situacién obliga
a utilizar pruebas bioquimicas costosas, o a recurrido a
métodos demorados de identificacion morfoldgica como
el agar harina de maiz, para poder clasificar al nivel de
especie hasta un 50% de los aislamientos (Hernédndez-
Botero, et.al., 2015).

Actualmente existen algunas metodologias para la
identificacion de las levaduras, en algunas se utilizan
medios de cultivo como el CHROMagar Candida que

permite una identificaciéon presuntiva de la mayoria y
de las mas comunes de las especies clinicas (C. albicans
y C. tropicalis).Es importante conocer que muchos
autores enfatizan la importancia de complementar
tal identificacién con otras preubas fenotipicas que
permitan la confirmacién de especies. De manera similar,
existen en el mercado sistemas comerciales tales como
el API 20 C AUX o Vitek 2 Compact System para la
identificacion de levaduras utilizando metodologias
que estan basadas en la identificacion bioquimica. Otras
metodologia emplean técnicas moleculares basadas en
la secuenciacion de acidos nucleicos, las cuales son
utilizadas como métodos de referencia para hacer
comparaciones con otras pruebas de identificacion
debido a que proveen una identificacién mas exacta
( Zuluaga, et.al., 2018; Herndndez-Botero, et.al., 2015;
Caballero-Trejo, et.al., 2014).

Existen métodos para la identificacion de especies
del género Candida basados en la variacion genética.
Estos métodos son: analisis de diferencias cariotipicas
electroforéticas y polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion genémica (RFLPs) usando
electroforesis en gel e hibridacion ADN-ADN,
respectivamente. El andlisis cariotipico-electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE), que resuelve fragmentos
de ADN de mas de 50 kb sometiéndolos a un campo
que alterna su direccién. Las variaciones cariotipicas
electroforéticas, con buen resultado han diferenciado
muestras de C. tropicalisis, C. parapsilosis, C. glabrata y C.
krusei. Un nivel suficientemente alto de discriminaciéon
entre especies de Candida (Lopez, et.al., 2005).

Una versiéon modificada de PFGE, que es capaz de
aumentar la resolucion de las bandas de cromosomas
grandes, es la electroforesis de campo eléctrico
homogéneo (CHEF), que se realiza con ADN previamente
embebido en agarosa. Esto es para evitar una excesiva
manipulacién y prevenir asi la ruptura de los grandes
fragmentos de ADN que van a hacer analizados. Las
grandes moléculas de ADN son separadas en base a
su habilidad para relajarse y realinearse a través de
los poros de agarosa produciéndose un patrén mas
agudo y distintivo. Los patrones producidos permiten
la cariotipificacion electroforética del genoma de varias
levaduras incluyendo C. albicans y otras especies de
Candida (Lopez, et.al., 2005).

Enel caso delascandidemias, elhemocultivoesel principal
estdndar de oro para su diagnéstico, sin embargo, su
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interpretacion resulta con una tasa de falsos negativos de
cerca de un 50 %. La incidencia de candidemias a nivel
mundial estd en aumento, probablemente debido a las
terapias inmunosupresoras, al transplante de 6rganos,
intervenciones quirdrgicas y en la poblacién de edad
avanzada con multiples comorbilidades. Su principal
agente etiologico es C.albicans, aunque existe un aumento
en las especies no-albicans, en las cuales se ha observado
un aumento en la baja susceptibilidad a los antiftingicos,
lo cual convierten a las candidemias un problema de
salud publica importante. Mds del 90% de los casos
de candidemias presentan a una de estas especies: C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis C. parasilopsis y C. krusei
(Barahona, et.al., 2019).

ERRORES EN LA IDENTIFICACION DE C. auris

La capacidad de identificar con precision a C. auris
continta siendo un desafio, ya que la mayoria de
los métodos comerciales basados en identificacion
fenotipica, como Vitek 2, BD Phoenix, API 20C AUX y
MicroScan, identifican de forma erronea los aislamientos
de C. auris, especialmente, haemulonii, C. sake, Rhodotorula
glutinis u otras especies de Candida spp. Recientemente,
Vitek 2 ha actualizado su base de datos (version 8.01),
la cual incluye a C. auris. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que esta nueva base de datos, si bien
es capaz de identificar correctamente los aislamientos
de C. auris pertenecientes al clado sudamericano, atin
sigue presentando identificaciones erréneas para los
aislamientos pertenecientes a otros clados (Zuluaga-
Rodriguez, et.al., 2020).

Candida auris es erréneamente identificada muy
frecuentemente cuando se utilizan las pruebas estandar
de diagnéstico en los laboratorios colombianos, lo
cual conduce a un tratamiento inadecuado para los
pacientes: En Colombia se dispone de tecnologia de
diagnostico avanzadas tales como el MALDI-TOF que
no es comun en los laboratorios puablicos, de tal manera
que el diagnostico de rutina se realiza utilizando equipos
automatizados tales como el VITEK 2 (Escandon, et.al.,
2023).

Las pruebas més precisas para diferenciar estas especies
son las técnicas de biologia molecular, como son la
electroforesis en campo pulsado y la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) (9). Sin embargo, estas técnicas
sofisticadas son costosas y laboriosas, por lo cual resultan
poco practicas para la mayoria de los laboratorios de
micologia clinica del pais; en tal sentido, se justifica la

btsqueda de métodos fenotipicos, econémicos y lo mas
precisos posibles (Camacho, et. al., 2012).

La epidemiologia molecular de C. auris es compleja, desde
su primer descripcion genémica fueron identificados los
cuatro principales subtipos de clados (clados del I al IV),
mostrando una fuerte asociacién con geografia. El clado
I fue caracterizado por casos de C. auris desde paises
en el sur de Asia por ejemplo India y Pakistan, el clado
II por un caso de Japén y Asia del Este, el clado III por
casos de Sudéfrica y clade IV por casos de Venezuela
en Sudamérica. Con decenas a cientos de miles de
polimorfismos de nucleétidos simples (SNP), separando
los clados, I al IV se reportaron como genéticamente
distintas, con significativamente menor diversidad
observada dentro de cada clado. Mas recientemente una
descripcién de casos iranies resultaron en unas cinco
clades principales C. auris (clado 5)(Escandén, et.al.,
2023).

CONCLUSIONES

Candida auris es una especie de relativamente reciente
descubrimiento, lo alarmante es que ha demostrado
poseer factores de virulencia que la hacen ser un patégeno
emergente de alta peligrosidad, rapida diseminacién y
presencia en varias partes del cuerpo, aqui corresponde
estar al pendiente de la evolucion de este patégeno y
sobre todo mantener y aumentar las medidas preventivas
para evitar un brote en los hospitales.

Atun se desconoce como es posible que C. auris
ha emergido tan rapidamente como un patégeno
multidrogorresistente, adaptado y altamente transmisible
con una capacidad sin precedente de sobrevivir en los
ambientes hospitalarios y causar infecciones en pacientes
con enfermedad grave.

Por el lado positivo C. auris nos trajo una conciencia sin
precedentes en las enfermedades fingicas y la necesidad
de mejorar y fortalecer su deteccién y diagndstico.
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El dcido desoxirribonucleico (abreviado ADN) es la molécula que transporta la informacién
genética para el desarrollo y funcionamiento de un organismo. El ADN esta formado por dos
hebras unidas que se enrollan entre si para parecerse a una escalera retorcida, una forma
conocida como doble hélice. Cada hebra tiene una columna vertebral formada por grupos
alternados de azucar (desoxirribosa) y fosfato. Unida a cada azicar hay una de cuatro bases:
adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T). Las dos hebras estdn conectadas por enlaces
guimicos entre las bases: enlaces de adenina con timina y enlaces de citosina con guanina. La
secuencia de las bases a lo largo de la columna vertebral del ADN codifica informacion bioldgica,

como las instrucciones para producir una proteina o una molécula de ARN.

Sugar-phosphate
backbone
Phosphorus

Carbon in

sugar-phosphate
“backbone”

Hydrogen

Oygen

Bases

En base a la anterior figura conteste las siguientes preguntas; A) Calcule la longitud de una
molécula de DNA de doble cadena cuyo peso molecular es de 3 X 107; B) ¢Cual es el volumen que

ocupado por una molécula de este DNA?; {Cuantas vueltas de hélice contiene una molécula de
DNA?.
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1. Efecto del cambio de la altitud sobre el cuerpo humano

Una mujer oriunda de Cartagena (Colombia), debido a una situacién de negocios, viaja a la Paz
(Bolivia) por un periodo de 3 meses. Se realizaron analisis de hemoglobina y de hierro sérico antes
y después de su periodo de estadia en la ciudad y los resultados fueron los siguientes:

Hemoglobina (g/dL) Hierro sérico (ug(dL}
Cartagena 13 B0
La Paz 15 165

¢Qué sucede con |la hemoglobina y el hierro sérico en la situacion descrita?
¢Por gué suceden estos cambios?
¢Cuales son los niveles normales de hemoglobina?
¢Cuales son los niveles normales de hierro sérico?
¢Qué significan los valores reportados en la tabla
¢ Por qué se produjo este cambio en la mujer?

RESPUESTA

En base a la situacidén laboral de la mujer, se conoce la siguiente informacidon. Cartagena (Colombia) se
encuentra entre 20 a 200 m sobre el nivel del mar, mientras que La paz (Bolivia) estd a 3625 m sobre el nivel
del mar. Al estar durantie ires meses en un nuevo habitat genera que fisiologicamentie ocurra un proceso
adaptativo y fisiologicamente esto genera que el organismo sufra de anemia como respuesta a la hipoxia
ambiental {Gonzales, etal., 2017).

La hemoglobina no es un buen marcador directo del estatus del hierro, debido a gque sus niveles normales
varian por la edad, el sexo, por el embarazo, o la altitud geografica. Igualmente sus valores también se
afectan por el hibito de fumar (Milman y Pedersen, 2009} o por cocinar con combustible de biomasa (lefia,
champa, bosta) (Accinelli ¥ Leon-Abarca, 2017). Igualmente, la concentracién de hemoglobina se puede
afectar por procesos inflamatorios (anemia inflamatoria), por deficiencia de vitamina B12 (anemia perniciosa)
(Smith v col, 2018), o por otras vitaminas ¥ micronutrientes (Vitamina A, folatos, riboflavina, cobre), o por
alteraciones genéticas (e). Talasemia). (Gonzales F. . etal., 2018).

Los niveles normales de hemoglobina en mujeres estd entre 12 a 15.1 g/dL, ¥ los que presenta la mujer son
normales al estar dentro del rango; cuando los niveles de hierro son superiores a los normales puede ser
indicativo de déficit de vitamina B12, intoxicacion por hierro, muerte de tejido hepdtico, anemias hemoliticas
o miltiples transfusiones (mundo deportivo, 2023); por otro lado, los valores de hierro en sangre para mujeres
van de 60 a 140 mg/dL (msdmanuals, 2023).

La anemia leve puede variar de 11g/dl a 10g/dl en hombres y mujeres respectivamente, y la anemia grave en
valores menores a 8 g/dl en ambos géneros. Estos rangos de valores han sido establecidos por la OMS para
diagnosticar la anemia v su severidad en 1968 y actualizados en 1989, Por otro lado, en Colombia el valor de
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corte para indicar anemia es de 12 g/dL, sin embargo, estos no diferencian la altitud en la que se desempedia o
establece la poblacidn.
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