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Sindrome metabolico en nifios y
su asociacion con obesidad
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INTRODUCCION

Dentro de las principales causas de muerte a nivel global se encuentran las
enfermedades cardiovasculares, el cadncer y las enfermedades respiratorias, que se
encuentran asociadas a factores de riesgo modificables tales como la obesidad, el
sobrepeso, la diabetes, la inactividad fisica y el tabaquismo. Muchos de estos factores
se fundamentan en una misma base, la malnutricion y los hébitos de vida no saludables,
problemas endémicos que afectan a la sociedad moderna y generan un alto nimero de
fallecimientos en el mundo.
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El sindrome metabodlico (SM), caracterizado como un conjunto de signos clinicos que
definen una situacion patologica que gira en torno a la obesidad y a la alteracion de la
funcion del tejido adiposo, es uno de los factores de riesgo reconocidos para el
desarrollo de alteraciones cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2. Su prevalencia
varia desde <10% hasta 84%, dependiendo de la region (urbana o rural), del medio
ambiente, (Mari, Marval, suarez, & Arteaga, 2012) las variables sociodemograficas de
la poblacion estudiada (sexo, edad, raza y etnia), y la definicion utilizada del sindrome.
La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) calcula que una cuarta parte de la
poblacion adulta del mundo tiene SM, estimandose que, dependiendo del pais
aproximadamente 1 de cada 4 o 5 adultos lo padecen.

En los altimos afios la prevalencia del SM ha aumentado y la edad de aparicion ha
disminuido, incrementandose en nifios el riesgo de desarrollarlo. Si antes se hablaba de
pacientes que bordeaban los 50 afios, ahora el grupo de riesgo esta situado alrededor
de 35 anos, lo cual obedece a la adopcion a edades tempranas de estilos de vida
inadecuados. Esta relacion directa entre edad y presentacion del sindrome metabolico
ha sido evaluada, es asi como (Koskinen, 2017) y colaboradores en el afio reportaron
una asociacion positiva entre padecer SM y sobrepeso en la nifiez, con la posibilidad de
desarrollar SM en la edad adulta cuando las condiciones se presentan a partir de los
cinco afos, asi mismo, la presentacion de casos de DM2 y enfermedad ateroesclerotica
en adultos cuando las condiciones se presentan en nifios entre 8 y 14 afios.

Por otro lado, la obesidad es una patologia con una alta prevalencia a nivel mundial.
Las estadisticas muestran que para el afio 2016 el 39% de la poblacion adulta del mundo
se encontraba en condicion de sobrepeso y el 13% ya se hallaba en un proceso de
obesidad. (OMS, 2019). En la génesis de esta condicion se encuentra el exceso de
almacenamiento energético originado por el desequilibrio entre la ingesta calérica y el
gasto energético del paciente, alteracion que puede ser derivada del sedentarismo, las
dietas hipercaldricas, causas ambientales y neuroendocrinas o por predisposicion
hereditaria

En Colombia se ha detectado un aumento marcado de casos de adultos jovenes que
padecen enfermedades coronarias, situacion que alarma a nivel epidemiologico por el
problema de salud publica que representa. Por ello se hace necesario realizar una
revision exhaustiva acerca del SM asociado con la obesidad infantil, con el fin de
reconocer los factores de riesgo asociados, identificar métodos de diagnostico
especificos y sugerir estrategias primarias de prevencion.



SINDROME METABOLICO

1.1 Definicion y fisiopatologia

Se define al Sindrome Metabolico (SM) como un conjunto de alteraciones metabolicas
o factores de riesgo que predisponen al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y
enfermedad cardiovascular. Dentro de estas alteraciones se encuentran obesidad central
o abdominal, hipertension, hiperglucemia, hipertrigliceridemia y un descenso en el
colesterol unido a las lipoproteinas de alta densidad (Pineda, 2008) .

Anteriormente era conocido como sindrome X, ya que el conjunto de estas alteraciones
se presentaba todas en un mismo individuo. Reaven y otros en 1988, postularon que la
resistencia de insulina es la base del sindrome X, por lo que hoy en dia se conoce
también como “sindrome de resistencia a la insulina”. También en 1998 la OMS
introdujo el término sindrome metabdlico como entidad diagndstica con criterios
definidos. Finalmente, en su informe de 2001 el National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel III (ATP III) emple6 este término, convirtiéndose asi
en la definicion mas utilizada (Pineda, 2008).

La mayoria de los estudios que se han realizado sefalan que el factor promotor que
induce a desequilibrios metabolicos y la aparicion de resistencia a la insulina es la
obesidad, en especial la obesidad de predominio central o abdominal expresada por una
mayor circunferencia de la cintura y el incremento en el cociente cintura-talla. Como se
observa en la Figura 1, esta acumulacion de grasa visceral es promovida por un alto
consumo calorico unido a la inactividad fisica (Arroyo-Johnson & Mincey , 2016)
(Figura 1).

Figura 1: Fisiopatologia del SM. (Springer,2014)

\"Overealing' {WPhysical inactivity 'J

Adipocyte | Visceral fat
dysfunction [“— " accumulation

[ Dysreguiation of
adipokines
Inflammatory factors A
Adiponectin Y|

- " Insulin ;"’JﬂiTGAih% N
\_ resistance J HDLY
y Glucose b i i
\_intolerance 44 S
| |
v
e E— Cardiovascular
diseases

6




Hoy en dia se sabe que el tejido adiposo no solo constituye una reserva energética
expresada en forma de triglicéridos, sino que también cumple funciones endocrinas.
Dentro de ellas se encuentran la sintesis del inhibidor del activador del plasminégeno,
la adiponectina y algunas adipocinas como IL-6, IL-1, TNF-a. Asi mismo, secreta
proteinas que participan en la lip6lisis y la lipogénesis (Gutiérrez-Ruiz, Veldzquez-
Paniagua, & Prieto-Gomez, 2011). En el SM el incremento en la lip6lisis conlleva una
produccion acelerada de acidos grasos libres y la desregulacion de las adipocinas, lo que
conduce al desarrollo de resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y enfermedad
cardiovascular (Artola Menéndez, Duelo Marcos, & Escribano Ceruelo, 2009).

PREVALENCIA

Es dificil estimar la prevalencia del sindrome metabdlico en nifios porque en sus
multiples definiciones se han utilizado criterios diferentes, estimandose que oscila entre
el 0,2% y el 38, 9% (Agudelo, y otros, 2014). En una revision sistematica realizada en
85 estudios que abordaron esta problematica en nifos, la mediana de la prevalencia del
sindrome metabdlico en la poblacion en general fue del 3,3% (rango 0-19,2%), en nifios
con sobrepeso de 11,9% (rango 2,8-29,3%) y en poblaciones obesas de 29,2 % (rango
10-66%). Para las poblaciones no obesas y sin sobrepeso, el rango fue de 0 a 1%
(Friend, Craig, & Turner, 2013). Cerca del 90% de los nifios y adolescentes obesos
tienen al menos una caracteristica del sindrome metabdlico (Cook, Weitzman, Auinger,
Nguyen, & Dietz , 2003). La prevalencia también es mayor en los hispanos en
comparacion con la poblacion caucésica o afroamericana (Wittcopp & Conroy , 2016)
(Silveira, Buonani, Monteiro , Mello Antunes , & Freitas Junior, 2013). Para
Latinoamérica los datos oscilan entre 16.8% y 49% y para Colombia, entre 12,3% y
76% (de Lleras , 2010). En Asia datos recopilados en 1039 estudiantes universitarios y
953 estudiantes de secundaria iranies, muestran una prevalencia de SM de 13,2% en
jovenes y 12,3% en estudiantes de secundaria, con mayor presencia entre los estudiantes
de la zona urbana (5,3%) vs. la zona rural (3,3%). Los componentes del sindrome con
mayor frecuencia en la poblacion en general en este estudio fueron el sobrepeso y la
obesidad (Ahmadi, y otros, 2014).

DIAGNOSTICO



Los componentes del SM se han definido seglin diferentes guias y consensos. Dentro
de los criterios utilizados para el diagnostico de Sindrome Metabolico en adultos se
encuentran los de la OMS, ATP III, IDF y AAC (Pineda, 2008) (Figura 2).

Figura 2: Componentes del sindrome metabolico en adultos, considerando su
definicion. (Pineda 2008)

ATP Il OMS AACE IDF
Trigliceridos mayor o igual a 150 mg/dL X X X X
b X X X X
Presion arterial mayor de 130/85 mmHg X X X X
Insulino resistencia {IR)
Glucosa en ayunas mayor de 100 mg/dL X X X
Glucosa 2 h: 140 mg/dL X
Obesidad abdominal X X
Indice de masa corporal slevado X X
Microalbuminuria
Factores ds riesgo y diagndstico 3 mas IR Mas de 2 ig:::’;f g)t;?)i::zgl

ATP III: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 (ATP III), OMS:
Organizacion Mundial de la Salud, AACE: American Association of Clinical Endocrinologists, IDSF:
International Diabetes Federation

Al contrario que para los adultos, no existe hoy en dia en el mundo un criterio definido
ni especifico para el diagndstico del SM en nifios y adolescentes, utilizandose los
dictaminados por estudios cientificos que establecieron puntos de corte para cada
criterio del Sindrome, acoplados a la poblacion pediatrica. Situacion que conduce a que
se presente gran disparidad a la hora del diagnostico (Pineda, 2008). Los criterios mas
utilizados son los establecidos por Weiss y col (Weiss, y otros, 2004), Lopez Capapé y
col (Lopez-Capapé, y otros, 2006), Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD)
(Guzman , y otros, 2009) y el panel de expertos del Instituto Nacional del Corazén, los
Pulmones y la Sangre (NHBLIMC y NHLBICC) (FOR & CHILDREN, 2011), los
cuales se presentan en la siguiente tabla:




Tabla 1. Criterios para el diagnostico de sindrome metabolico en nifios y
adolescentes (autoria propia)

CRITERIO

Lopez Capapé
y Col

Butte y Col

Guias ALAD

NHLBIMC

NHLBICC

CC No No aplica CC: > percentil 90 CC: > percentil 90 No aplica ICC
aplica para la edad, sexo y para la edad, sexo y
etnia etnia Cut point: CC >
percentil 90 a <
Obesid percentil 95
ad
High: > percentil 95
IMC IMC > | IMC>2SDS No aplica No aplica IMC No aplica
2SDS o | (paraedady
IMC > Sex0) Cut point: IMC >
percenti percentil 85 a <
197 percentil 95
para
edady High: > percentil 95
género
TG Percent > 110 mg/dL TG > percentil 90 > TG > 100 Cut point: 0 -9 Cut point: 0 -9
i195 para la edad, sexo y mg/dl paralaedad, | afios: >75 a <100; afos: > 75 a<100;
grupo étnico sexo y grupo étnico | Mayorde 10 afios: > | Mayor de 10 afios: >
90a<130 90a<130
Dislipide
mia High: High:

0 -9 anos: >100;
Mayores de 10 afios:
> 130

0 -9 anos: >100;
Mayores de 10 afios:
> 130




C-HDL TG > c-HDL <40 c-HDL < percentil c-HDL <40 HDL HDL
percenti 10 para edad y sexo mg/dL
195 Cut point: c-HDL > Cut point: c-HDL >
40a<45 40a<45
c-HDL
< High: High:
percenti
le s HDL >45 HDL >45
Presion PA> PA > percentil | PA > percentil 90 Sistolica mayora | Cut point: PA > Cut point: PA>
arterial percenti 95 (paraedad, | paralaedad, sexoy 130 mm/hg, percentil 90 a < percentil 90 a <
(PA) 195 sexo y altura estatura Diastolica mayora | percentil 95 percentil 95
para para edad y 85 mm/hg
edady género
género
High: PA > High: PA >
percentil 95 percentil 95
Glicemia PTGO: | Ayunas>110- Ayunas: >100 mg/dL | Ayunas: >100 Cut point: Ayunas> | Cut point: Ayunas >
2hrs:> | <126 mg/dL 100a< 126 100a< 126
140 -
<200 PTGO: 2 hrs: >
140 - <200)
Edad 4-20 4-18 afios 4-19 afios 6-18 anos 0-21 aos 0-21 afos

afos

CC: circunferencia de cintura. IMC: Indice de masa corporal. TG: triglicéridos. PTGO: prueba de
tolerancia oral a la glucosa. C-HDL: colesterol- Lipoproteina de alta densidad. PA: presion Arterial.
DMT2: diabetes mellitus tipo 2. ATG: alteracion tolerancia a la glucosa.

OBESIDAD

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una patologia
caracterizada por una acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal, visible y

cuantificable, que se origina como consecuencia de una alteracion en el equilibrio
energético entre las calorias consumidas y las gastadas, debido a que se aumenta la
ingesta de alimentos de alto contenido calorico y se disminuye la actividad fisica (OMS,

2019).
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De esta manera podemos entender que la obesidad esté catalogada como una
enfermedad crénica no trasmisible, que muestra un desequilibrio entre el gasto de
energia y el consumo de calorias de un individuo, desequilibrio que se encuentra de
manera desproporcionada en el organismo de quien la padece. Es decir, que esta
enfermedad evidencia un exceso de almacenamiento de energia en forma de grasa que
posteriormente genera fallas en la homeostasis del sistema, condicion que produce
como consecuencia una mayor carga y produccion de adipocitos en el individuo. A su
vez, los procesos metabolicos involucrados provocan que el organismo no guarde un
correcto equilibrio con el deposito proteico ni los hidratos de carbono, condicién que
genera una serie de dafios a nivel fisioldgico y neuroendocrino en el organismo
afectado, que traen como principal consecuencia que éste no posea la capacidad de

regular los aportes y el gasto y/o almacenamiento de las reservas de energia (Apovian,
2016) .

En Colombia, la Ley 1355 de 2009 define la obesidad y las enfermedades cronicas
no transmisibles asociadas a ésta como una prioridad de salud publica, decretando
las medidas y estrategias necesarias para controlarla, atenderla y prevenirla, ya que se
encuentra como una causa directa de otro tipo de enfermedades y aumenta
considerablemente la tasa de mortalidad de los colombianos (INS, 2019).

En la actualidad muchos paises en via de desarrollo se enfrentan a una situacion de
malnutricion y las tasas de obesidad lo demuestran. En ello influye el que, por ser una
enfermedad no trasmisible y por la existencia de sistemas de creencias que incluso
asocian al individuo obeso con un individuo sano, tiende a subestimarse. Adicional a
esto, el riesgo de padecer obesidad puede estar directamente relacionado con factores
de caracter hereditario, es decir con aquellas caracteristicas que se transfieren de una
generacion a otra como consecuencia de factores conductuales y/o biologicos (Speiser
,y otros, 2005).

Los factores medioambientales también intervienen en gran medida en el desarrollo de
la obesidad. Dentro de ellos se encuentran la disponibilidad de alimentos altamente
caloricos o la necesidad disminuida de realizar algtin tipo de actividad fisica, influencia
que se amplifica por la predisposicion genética. Existen diferentes variables en la
respuesta que presentan los individuos frente a la dieta y a los factores ambientales,
todo esto dado principalmente por las caracteristicas individuales que tienen los
mecanismos de control del peso corporal. Todo ello conduce a que la obesidad sea
considerada como un problema de salud publica grave que afecta cualquier rango de
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edad sin importar género, edad, raza o estrato socioeconémico, ademas de llevar
consigo un numero importante de enfermedades asociadas que pueden aumentar
dramaticamente las cifras de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Morales Clavijo

& Carvajal Garcés, 2010).

CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE OBESIDAD

A nivel general existen diferentes formas de clasificar la obesidad, las cuales se
describen en las tablas que se presentan a continuacion:

Tabla 2. Clasificacion de obesidad en adultos segun el IMC (Moreno, 2012)

Bajo peso

Sobrepeso

Obesidad

Obesidad seguin el Indice de Masa Corporal (IMC)

<18.5

25.0-29.9

I 35.0-39.9

Obesidad extrema

III > 40

Tabla 3. Clasificacion de la obesidad segun su origen ( Ferragut Marti , 2001)

Obesidad segun su origen

Obesidad exogena

Obesidad endogena




Es el tipo de obesidad que
se genera debido a un
exceso en el consumo de
calorias.

Se origina como consecuencia de una serie de
alteraciones metabolicas, tales como la obesidad
hipotiroidea provocada por disfuncién de la tiroides
o la obesidad gonadal generada por deficiencia de las
hormonas sexuales.

Tabla 4. Clasificacion de obesidad seglin la distribucion de grasas ( Ferragut Marti ,

2001)

Obesidad segun la distribucion de la grasa

Obesidad androide

También llamada obesidad central o visceral, se
caracteriza por el acumulo de la grasa en el tronco
y abdomen dando un aspecto tipo “manzana”.
Presenta complicaciones como aterosclerosis,
hipertension, diabetes mellitus, hiperinsulinismo,
hipercolesterolemia y enfermedad coronaria, entre
otros.

Obesidad ginoide

También llamada obesidad periférica,
caracterizada por el acumulo de grasa en la region
gluteofemoral dando un aspecto tipo “pera”.
Presenta complicaciones como litiasis biliar y
trastornos venosos.

Obesidad generalizada

No presenta una distribucion regional de la grasa.

Tabla 5. Clasificacion de obesidad seglin el tipo celular ( Ferragut Marti , 2001)
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Clasificacion segun el tipo celular
Obesidad Presenta una poblacion aumentada de adipocitos en
hiperplasica tamafo normal. Siendo la méas comun en nifios y
adolescentes.
Obesidad Presenta un numero normal de adipocitos, pero de mayor
hipertroéfica tamafio y con mas grasa, es mas comun en los adultos.

OBESIDAD EN LA INFANCIA

La obesidad infantil constituye uno de los problemas de salud publica més graves del
siglo XXI ( Ferragut Marti , 2001). La OMS menciona que desde el afio 1975 y hasta el
afio 2016 la prevalencia mundial se ha casi triplicado observandose que, mientras que
en 1975 menos de un 1% de nifios y adolescentes de 5 a 19 afios padecian obesidad, en
2016 esta cifra se increment6 a 124 millones (un 6% de las nifias y un 8% de los nifos).
Asi mismo, para el afio 2018 la OMS reportd que unos 41 millones de nifios menores
de cinco afos tenian sobrepeso o eran obesos (OMS, 2019).

Si bien el sobrepeso y la obesidad en nifios eran considerados como un problema
propio de los paises de ingresos altos, en la actualidad ambos trastornos se han
incrementado en los paises de ingresos bajos y medianos, en particular en los entornos
urbanos (Gregory , 2019) . Ejemplo de ello es Africa donde el nimero de menores de
5 afios con sobrepeso ha aumentado cerca de un 50% desde el afio 2000. No es raro
encontrar la desnutricion y la obesidad coexistiendo en el mismo pais, la misma
comunidad y el mismo hogar. Esto demuestra que el sobrepeso y la obesidad estan
vinculados con un mayor niimero de muertes que la insuficiencia ponderal. En general,
hay més personas obesas que con peso inferior al normal (Jaacks , y otros, 2019).

Colombia se encuentra en medio de una transicion nutricional, donde la obesidad y el
sobrepeso esta en ascenso permanente afio tras afio, afectando a mas de la mitad de la
poblacion adulta (56,4%) y cerca del 17,80% del total de nifios y adolescentes (Tanuz
Arnedo , & Alvis-Guzman, 2015) (Tauz F, Marrugo A. 2015). La Encuesta Nacional
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de la Situacion Nutricional en Colombia (ENSIN-2015) muestra una prevalencia de
obesidad infantil de 6.3%, cifra que concuerda con la reportada para el mundo (6.2%).
De otro lado, el exceso de peso en escolares paso de 18,8% en 2010 a 24,4 % en 2015
con un incremento especifico para la etnia afrodescendiente de 20.9%, muy cerca del
valor porcentual del pais (MinSalud, 2018) . Como principales causas se pueden
evidenciar las condiciones de seguridad alimentaria de los hogares, el nivel de
escolaridad de la cabeza de hogar y la presencia marcada de antecedentes de obesidad
en la familia, los cuales son determinantes de la probabilidad de padecer sobrepeso u
obesidad (Tanuz , Arnedo , & Alvis-Guzman, 2015).

A nivel general, los cambios de algunos determinantes de salud tales como los habitos
alimenticios y el estilo de vida cada vez mas sedentaria por el avance tecnoldgico, dan
como resultado nifios obesos y con sobrepeso que padecen de trastornos relacionados
a esta condicion en la edad adulta y aumentan las probabilidades de padecer de
enfermedades no transmisibles como la diabetes, enfermedades cardiovasculares y
trastornos del aparato locomotor (Gregory , 2019).

En la sexta semana de gestacion ya es posible la identificacion de adipocitos en el
embrién humano. En esta etapa un gran porcentaje de la grasa se acumula en forma de
tejido adiposo marrdn que estd conformado por adipocitos con funcion termogénica
especifica, a diferencia de la reserva de tejido adiposo blanco que esta involucrada en el
almacenamiento de energia en forma de triglicéridos (Martos-Moreno , Kopchick, &
Argente, 2003). Un gran determinante del proceso de obesidad es la secrecion de
mediadores proinflamatorios como las adipocinas, que conducen a un estado
inflamatorio cronico de bajo grado que altera funciones propias de diversos sistemas
necesarios para su buen desarrollo, entre ellos la alteracion en el dominio y cambios
histoldgicos, metabolicos y endocrinos (Spalding , y otros, 2008).

El nimero de adipocitos es un determinante importante de la masa magra en adultos,
sin embargo, en los niflos y adolescentes se presenta un aumento gradual de tejido
blanco con tasas de proliferacion de adipocitos superior en personas con obesidad con
respecto a las delgadas, lo cual da a entender que durante estas etapas se establece la
adiposidad con la que cursara el adulto, sin importar si este haya tenido una pérdida de
peso significativa. Ello da como resultado que la obesidad se instaure precozmente
generando una tasa de reclutamiento de pre-adipocitos mas acelerada que aunada a la
existencia de un alto grado de hipertrofia que atenua el patron de secrecion de
adipoquinas durante la infancia, aumenta el riesgo de obesidad severa y de desarrollar
comorbilidades en etapas posteriores de la vida (Apovian, 2016).
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VALORACION DEL GRADO DE OBESIDAD

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador de facil acceso empleado para evaluar
el estado nutricional de un individuo y realizar la valoracion del riesgo y posibles
complicaciones vasculares asociadas al sobrepeso y la obesidad. Se obtiene al realizar la
division del peso (medido en kilogramos) entre la talla (medida en metros) elevado al
cuadrado y se interpreta a través de curvas de crecimiento especificas que se relacionan
con la edad y el sexo. Asi mismo, muestra la masa libre de grasa, la masa dsea, la masa
muscular y ofrece la posibilidad de realizar, a través de indices sencillos, una valoracion
de adiposidad corporal que puede ser utilizada posteriormente como herramienta de
clasificacion diagndstica a edades tempranas (Lecube , y otros, 2017).

Acorde con el indice de masa corporal los individuos adultos pueden clasificarse
como (Lecube , y otros, 2017):

e  Sinsobrepeso: Indice de masa corporal < al 85 percentil.
. Sobrepeso: Indice de masa corporal > al percentil 85 y < al percentil 95.

e  Obeso: Indice de masa corporal > al percentil 95 (Ministerio de Salud de la
Nacion 2013).

Aunque el IMC proporciona la medida mas 1til del sobrepeso y la obesidad en la
poblacion adulta independiente de la edad, en el caso de los nifios es necesario tener en
cuenta la edad para definirlos. Para los nifios con un intervalo de edad de 5 a 19 afos,
el sobrepeso y la obesidad se definen de la siguiente manera (Styne, y otros, 2017):
e Sobrepeso: IMC para la edad con més de una desviacion tipica por encima de
la mediana establecida en los patrones de crecimiento infantil de la OMS.
e Obesidad: IMC con mas de dos desviaciones tipicas por encima de la mediana
establecida en los patrones de crecimiento infantil de la OMS.

En el caso especifico de la poblacion colombiana, la Resolucion 2465 de 2016 indica
las curvas que deben utilizarse para evaluar la masa corporal. Acorde con ellas, los
jovenes que se encuentran por encima del percentil 85 para la edad y género son
clasificados con sobrepeso y aquellos que se encuentran por encima del percentil 95
como obesos (MinSalud, Resolucion No. 2165 de 2016, 2016) .
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RELACION ENTRE SINDROME METABOLICO Y OBESIDAD
INFANTIL

Existe una relacion positiva entre el sobrepeso y la obesidad con la aparicion de SM, ya
que ambos son factores de riesgo importantes para el desarrollo de dicha patologia
tanto en nifios (Afshin, Reitsma , & Murray , 2017) como en adultos (Ogden , y otros,
2016) .

Las evidencias demuestran que el sindrome se presenta con mayor frecuencia en
personas con sobrepeso, afectando a relativamente pocos (3-4%) jovenes de peso
normal, pero segun la definicion utilizada, al 26-50% de los nifios y adolescentes obesos
(Marcovecchio & Chiarelli, 2013). Por lo tanto, es importante reconocer que aunque
no todos los jévenes obesos desarrollan el sindrome metabolico, hasta el 90% de los
nifios y adolescentes obesos tendran al menos un componente (Cook, Weitzman,
Auinger, Nguyen, & Dietz , 2003). A diferencia de los caucasicos blancos, las personas
de origen étnico hispano, del Medio Oriente, asidtico o afroamericano tienen un riesgo
particular de sufrir complicaciones metabdlicas asociadas con la obesidad (Kong , y
otros, 2013) (Wittcopp & Conroy, Metabolic Syndrome in Children and Adolescents,
2016) (Silveira, Buonani, Monteiro , Mello Antunes , & Freitas Junior, 2013) .

Larelacion de la obesidad infantil con la resistencia a la insulina, condicion implicada
en la génesis del sindrome metabolico, estd bien establecida. En nifios y adolescentes
obesos se ha demostrado que la prevalencia del sindrome aumenta de forma
independiente con el grado de obesidad y con el aumento del grado de resistencia a la
insulina (Weiss, y otros, 2004). Asi mismo, las evidencias muestran que una mayor
adiposidad se asocia con una mayor agrupacion de factores de riesgo para el sindrome
(Zabarsky , y otros, 2018), observandose que en los nifios obesos un mayor incremento
en el peso se asocia con una reduccion significativa de la sensibilidad a la insulina junto
con un empeoramiento de todos los componentes del sindrome metabolico (Reinehr,
Kleber, & Toschke, 2009). Por el contrario, independientemente de los criterios
utilizados para identificar SM y resistencia a la insulina, la prevalencia del sindrome en
adolescentes y ninos delgados es insignificante (Cook, Auinger, Li, & Ford , 2008)
(Ahrens, y otros, 2014)

El impacto de la obesidad en el desarrollo de resistencia a la insulina y la presencia de

factores de riesgo para SM no esta simplemente relacionado con la presencia sino
también con la duracion de la exposicion al exceso de adiposidad. Especificamente, el
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inicio mas temprano y la duraciéon mas prolongada de la obesidad se asocian con un
mayor riesgo de presencia de resistencia a la insulina (Zamrazilova , Weiss , Hainer, &
Aldhoon-Hainerova, 2016). La obesidad infantil tiende a seguir hasta la edad adulta, y
hasta el 80% de los nifios obesos eventualmente se convertiran en adultos obesos, por
lo que la obesidad de inicio temprano tiene un impacto mas fuerte en los efectos
potenciales deletéreos de la resistencia a la insulina (Apovian, 2016).

Todas estos hallazgos evidencian que las alteraciones metabolicas impulsadas por la
resistencia a la insulina son muy raras en nifios y adolescentes no obesos y destacan atin
mas el papel principal de la obesidad como motor del desarrollo del sindrome
metabolico en la infancia. Asi mismo, fundamentan el que las reducciones en la
sensibilidad a la insulina que estaban estrecha y significativamente relacionadas con el
aumento de peso, emerjan ahora como los mejores predictores del deterioro de la
tolerancia a la glucosa (Weiss,, y otros, 2005).

ESTRATEGIAS DE PREVENCION

Debido a que en la etapa escolar y los primeros afios de la vida adulta se adquieren
habitos de vida modificables que incrementan el riesgo de desarrollar SM y obesidad,
tales como tabaquismo, alcoholismo y sedentarismo, los programas de prevencion
primaria son relevantes ya que tienen como objetivo fundamental evitar la
enfermedad. La medida prioritaria en la prevencion primaria del SM y la obesidad es la
mtervencion sobre los habitos de vida: alimentacion saludable, aumento de la actividad
fisica y disminucion del sedentarismo, actuando lo més precozmente posible y
dirigiendo las recomendaciones a toda la familia (Ramirez-Vélez, y otros, 2017).

Acorde con la Organizacion Mundial de la Salud uno de los pilares de la actual
pandemia de obesidad y SM es la malnutricion, definida como las carencias, excesos y
desequilibrios en la ingesta caldrica y de nutrientes Esta misma organizacion considera
que la causa fundamental del sobrepeso y la obesidad infantil es el desequilibrio entre
la ingesta y el gasto caloricos, originado por factores como el cambio dietético mundial
hacia un aumento de la ingesta de alimentos hipercaléricos con abundantes grasas y
azucares, pero con escasas vitaminas, minerales y otros micronutrientes saludables y la
tendencia a la disminucion de la actividad fisica debido al aumento de la naturaleza
sedentaria de muchas actividades recreativas, asi como el cambio en los modos de
transporte y la creciente urbanizacion (OMS, 2019).
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Dentro de las recomendaciones de prevencion primaria aconsejadas por la OMS para
control la obesidad y el SM en la infancia y adolescencia se encuentran las siguientes
(OMS, 2019):

o Brindar atencion gestacional y prenatal

e Mantener a lo largo de la vida una dieta sana que incluya el consumo diario de
50%-60% de hidratos de carbono, 25%-35% de grasas y entre un 10% y un
15% de proteinas.

e Promover la actividad fisica en la primera infancia y en los nifios en edad
escolar. Un estudio realizado por Ramirez-Vélez R, y col en el 2017 sobre la
relacion entre ir en bicicleta a la escuela, la condicion fisica y sindrome
metabolico en nifios y adolescentes colombianos, mostrd que utilizar la bicicleta
con regularidad como medio de transporte puede estar asociado con una mejor
condicién fisica y una menor incidencia de sindrome metabdlico que el
transporte pasivo, especialmente en las nifas. (Ramirez, 2017)

e Controlar el peso

Especificamente en el &mbito colombiano, en afio el 2009 se expide la ley 1355
(Mineducacion, 2009) donde ademas de definir la obesidad como una enfermedad
cronica de salud publica se promueven estrategias para una alimentacion balanceada y
saludable, dentro de las que se incluyen las siguientes:

e Los establecimientos educativos publicos y privados del pais en donde se
ofrezcan alimentos para el consumo de los estudiantes deberdn garantizar la
disponibilidad de frutas y verduras.

e Los centros educativos publicos y privados del pais deberan adoptar un
Programa de Educacion Alimentaria siguiendo los lineamientos y guias que
desarrollen el Ministerio de la Proteccion Social y el Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar, para promover una alimentacion balanceada y saludable, de
acuerdo con las caracteristicas culturales de las diferentes regiones de Colombia.

CONCLUSION

Dentro de los factores de riesgo que tienen un mayor peso en la generacion de la
obesidad y el sindrome metabolico en nifios y adolescentes se encuentran la
malnutricion y el sedentarismo, condiciones que son modificables. Por ello es de gran
importancia implementar programas de prevencion dirigidos a esta poblacion en
especifico, con el fin de disminuir la morbimortalidad futura derivada de estas dos
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patologias y aminorar los costos que para los sistemas de salud implica el tratamiento
de las enfermedades cronicas que generan.
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RESUMEN

Haematococcus pluvialis Flotow (1848) (Chlamydomonadales, Chlorophyceae) es una microalga
verde que acumula carotenoides, principalmente astaxantina cuando es expuesto a
condiciones de estrés, asociada con una transformacion morfoldgica de células verdes
moviles en quistes no méviles de color rojo profundo. La astaxantina es un carotenoide
natural de gran interés comercial en diferentes industrias, por sus diversas propiedades
como pigmento y compuesto bioactivo.

H. pluvialis presenta dificultades en el cultivo, caracterizandose por su ciclo complejo
de crecimiento, susceptibilidad a contaminacion y preferencia por la baja temperatura,
ademas para producir astaxantina necesita someterse a condiciones de estrés, las cuales
deben ser definidas para lograr mayor productividad de este carotenoide, ya que esta
microalga acumula astaxantina en mayor cantidad y calidad que otros
microorganismos.

Resaltando asi la importancia de conocer el comportamiento de H. pluvialis en
condiciones de cultivo fotoautotréfico estdndar y de estrés, determinando los
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parametros cinéticos de crecimiento y de produccion de clorofila y astaxantina, lo cual
fue el propdsito del presente proyecto, ya que el establecimiento de las condiciones que
mejor favorezcan la acumulacién de astaxantina podria ser utilizada para un
escalamiento y produccion industrial mas rentable.

La aplicacion de modelos como el de Gompertz se recomiendan para describir la
cinética de crecimiento microbiano y la cinética de bioproduccion con un buen
rendimiento de ajuste, reconocidos por su uso generalizado y por proporcionar
informacion cinética valiosa.

Con las curvas de crecimiento generadas en el cultivo de la microalga a condiciones
estandar y bajo condiciones de estrés se estimaron las diferentes fases de crecimiento,
la maxima velocidad especifica de crecimiento (umax d-1), la madxima biomasa de
microalga (células/mL), el tiempo de duplicacién (Td), la productividad de biomasa
(células/mL dia) y del pigmento de interés (pg/cel. mL de astaxantina). Pardmetros
cinéticos que se obtuvieron a través de la aplicacion de modelos matematicos como el
logistico (Verhulst,1838), el de Baranyi y Roberts (1994) y el Gompertz (1825), cuya
aplicacion describio la forma adecuada del crecimiento, los parametros que lo afectan
y lo caracterizan, definiendo asi que los modelos Logistico y Gompertz se ajustan
mucho mejor a los datos experimentales (R ~1) y describen mejor el comportamiento
de la microalga bajo las condiciones trabajadas, estableciendo como las mas adecuadas
para cultivo y produccion de astaxantina el uso de medios de cultivo RM, BBM, OHM,
pH 7, fotoperiodo 20 horas luz /4 horas de oscuridad, temperatura de 25°C, agitacion
continua, CO2 5% e iluminacién con lamparas fluorescentes blancas 40 umol/m’s y el
uso de led con irradiancia de 22512 luxes.

La aplicacion de los modelos proporcion6 informacion valiosa en el crecimiento de la
microalga y la cinética de la bioproduccion de astaxantina.

INTRODUCCION

La astaxantina es el carotenoide mas importante desde el punto de vista biotecnoldgico
por sus caracteristicas como colorante y actividades como compuesto bioactivo.
Actualmente la mayor cantidad de astaxantina es producida por sintesis quimica y es
vendida a un precio de US $2500/kg. El alto precio y el incremento en la demanda para
este compuesto, especialmente de origen natural, debido a la necesidad de conservar la
salud de las personas y a la legislacion sobre la necesidad de no utilizar colorantes
sintéticos en las formulaciones sino reemplazarlos por colorantes naturales en las
diferentes industrias, hace que sea de interés la produccion astaxantina a partir de
microalgas como la H. pluvialis, que acumula cantidades importantes (méas del 4%/g de
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peso seco) y de mejor calidad que las obtenidas por otras fuentes como levaduras y
plantas.

La importancia de investigar los parametros cinéticos de crecimiento y la produccion
de metabolitos secundarios como la astaxantina en cultivos estandar de la microalga
H. pluvialis y bajo condiciones de estrés, como la variacion de nutrientes fundamentales
como el fosforo y el nitrogeno en los medios de cultivo, la irradiancia, el color de luz,
la salinidad, disefio de biorreactores, distribucion y color de la luz, se debe a que estas
condiciones influyen en la ruta metabodlica hacia la sintesis de una mayor cantidad de
metabolitos secundarios como lo es el colorante astaxantina, interés de esta
investigacion. Lo cual hace necesario establecer las condiciones de crecimiento
adecuadas que lleven a una buena produccion de biomasa y posteriormente de
astaxantina en H. pluvialis, ya que esta microalga tiene sus dificultades en el momento
de cultivo y de obtener el pigmento en cantidades de interés debido a su ciclo celular
complejo.

Los estudios realizados con microalgas han demostrado que la cinética de su
crecimiento depende de la disponibilidad de fuentes de carbono inorganico, nitrogeno
y fésforo, intensidad de luz, fotoperiodos, color de luz, distribucion de la luz, pH y
temperatura, ya que para el crecimiento de las microalgas se necesita intensidad de luz
constante, temperatura y mezcla homogénea porque la disponibilidad de sustratos y
nutrientes determinan la tasa de acumulacion de biomasa y por lo tanto en el caso del
H. pluvialis afecta la produccion de astaxantina.

El uso de los modelos cinéticos de crecimiento de microalgas como el logistico
(Verhulst,1838), Baranyi-Roberts (1994, 1995) y Gompertz (1825), reportan
parametros cinéticos Utiles relacionados con la produccion de biomasa, el tiempo de
duplicacion, consumo de nutrientes, productividad, proporcionando datos esenciales
para seleccionar las condiciones adecuadas para el cultivo de la microalga H. pluvialis y
la produccion de astaxantina de alta eficiencia. Es por esto por lo que el uso de un
modelo cinético es importante para poder optimizar las condiciones de cultivo de la
microalga y la produccion de astaxantina, lo cual es interés de este estudio.

El estudio de los parametros cinéticos de crecimiento que regulan el funcionamiento y
produccion de biomasa en los cultivos de H. pluvialis y 1a produccion de metabolitos
secundarios como la astaxantina en cultivos estdndar de la microalga y bajo factores de
estrés, como la deficiencia de nutrientes, salinidad y alta irradiacion, es importante para
conocer cudles son los pardmetros mas adecuados para la produccion de biomasa en el
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cultivo de esta microalga y cudles son los directamente asociados a la obtencion de
astaxantina, lo cual es interés de esta investigacion, por los diferentes usos en la
industria como colorante y compuesto bioactivo, que tiene este carotenoide y la calidad
que se obtiene del mismo a partir de H. pluvialis.

El crecimiento de las microalgas y su composicidon bioquimica se ven fuertemente
afectados por condiciones ambientales como la disponibilidad de nutrientes, fuentes de
carbono inorgénico, intensidad de luz, fotoperiodos, color de luz, distribucion de la luz,
pH y temperatura. Por lo tanto, el uso de los modelos mateméaticos que tienen la
capacidad de determinar parametros cinéticos importantes para valorar el
comportamiento de los cultivos de la microalga en diferentes condiciones de
crecimiento ayudard a optimizar el rendimiento de los procesos, las condiciones de
funcionamiento y los sistemas de cultivo, para seleccionar las condiciones adecuadas
de cultivo de la microalga H. pluvialis y de produccion de astaxantina de manera
eficiente.

Las curvas de crecimiento generadas en el cultivo de la microalga a condiciones estandar
y bajo factores de estrés permitiran estimar los paradmetros cinéticos de crecimiento,
usando modelos matematicos como el logistico (Verhulst,1838), , el de Baranyi y
Roberts (1994) y el Gompertz (1825), los cuales proporcionan valores cuantitativos
para comprender diferentes aspectos de la fisiologia y del crecimiento de las microalgas,
como las diferentes fases y su duracion, 1a maxima velocidad especifica de crecimiento
(umax), la maxima biomasa de microalga en conteo celular (células/mL) o peso seco
(gr), el tiempo de duplicacion (Td), determinacion de la concentracion de proteina,
determinacion de clorofila (umg/mL), medida de carbon organico total y los productos
obtenidos (ng/mL de astaxantina), para seleccionar el que asegure los mejores
resultados y asi establecer las condiciones adecuadas de crecimiento para esta microalga
y de produccion de astaxantina, paso fundamental para su explotacion industrial.

En el aspecto fisiologico se conoce que la clorofila y los carotenoides cumplen una
funcion importante en la maquinaria fotosintética, el manejo de la energia de excitacion,
la integracion de la funcion fotosintética y la biogénesis de las membranas fotosintéticas
influyendo en la regulacion de otros procesos celulares en las plantas y microalgas, es
por esto que el uso del monitoreo de las concentraciones de clorofila y astaxantina es
necesario para control del cultivo de H. pluvialis, alga fotosintética, utilizando para ello
un método de determinacion de ambos pigmentos que sea facil, accequible, rapido,
reproducible y poco costoso.
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Ademas, se ha observado que cuando el H. pluvialis es sometido a deficiencia de
nutrientes y alta intensidad de luz, para inducir la acumulacién de astaxantina, su
division celular se disminuye o se detiene, ocurriendo en forma simultanea la
degradacion de clorofila, reduccion de la actividad fotosintética y descomposicion de la
magquinaria fotosintética, aumentandose la produccion de astaxantina.

El esquema de este documento es el siguiente: En la Seccion 1, incluimos la base teorica
del tema. En la seccion 2 se incluye la metodologia propuesta. En la seccion 3.1 se
presenta el calculo de los parametros cinéticos de los trabajos realizados por el grupo
de Bioprocesos y control utilizando diferentes condiciones teniendo en cuenta los
modelos aplicados como el modelo logistico, modelo gompertz y modelo Baranyi-
Roberts. Se incluyen las curvas de los modelos aplicados y los pardmetros cinéticos
como velocidad maxima de crecimiento y tiempo de duplicacion. En la Seccion 3.2 se
introducen la productividad de la astaxantina obtenida correlacionandolo con las
condiciones de cultivo utilizadas en cada estudio.

En la tlltima seccidn, se discutié como las curvas de los modelos logistico, Gompertz
y Baranyi y Roberts se ajustan al crecimiento de H. pluvialis teniendo en cuenta el
coeficiente de correlacion (R? cercano a 1). Al final se incluye la conclusion.

MICROALGA HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

Entre las microalgas comercialmente importantes, /. pluvialis es la fuente mas rica de
astaxantina natural que se considera como "stper antioxidante". La astaxantina natural
producida por H. pluvialis tiene una capacidad antioxidante significativamente mayor
que la sintética. La astaxantina tiene importantes aplicaciones en las industrias de
nutracéuticos, cosméticos, alimentos y acuicultura.

El Haematococcus suministra una fuente natural de betacaroteno, luteina, vitamina E, y
otros antioxidantes que proporcionan beneficios mas efectivos y respuestas
beneficiosas que las formas sintéticas. Algunos de estos beneficios nosotros los
derivamos de miembros de estas especies en formas medicinales incluyendo la
proteccion contra rayos UV, incremento en la fuerza del sistema inmune, y en el
tratamiento de enfermedades como Alzheimer y Parkinson. (Shah et al., 2016; Ariza et
al., 2023)
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El H. pluvialis es una especie de agua dulce de la division Chlorophyta de la familia
Haematococcaceae (ver tabla No 1). Esta especie es bien conocida por su alto contenido
de antioxidantes fuertes como la astaxantina, que es importante en la produccion de
varios productos farmacéuticos y cosméticos. (Ariza et al., 2023)

Condiciones de crecimiento para H. pluvialis

Las microalgas han desarrollado diversos mecanismos para sensibilizarse y aclimatarse
a cambios en su ambiente. Respuestas de aclimatacion observadas incluyen la alteracion
de la sintesis y degradacion complejo luz-cultivo en respuesta a cambios en la calidad e
intensidad de la luz.

a. Luz

Efectos de la luz en la composicion bioquimica del alga fotosintética son controlados
por un proceso llamado fotoaclimatacion o fotoadaptacion. En este proceso las células
sufren cambios dindmicos en su composicion con alteraciones en las propiedades
ultraestructurales, biofisicas y fisioldgicas para aumentar la fotosintesis y crecimiento
del alga. Una respuesta comun a la disminucion en la intensidad de luz es el incremento
de la clorofila a y otros pigmentos antena (tales como clorofila b, clorofila c,
ficobiliproteinas y carotenoides primarios). En respuesta a la alta intensidad de luz la
clorofila a y otros pigmentos involucrados en la fotosintesis disminuyen, mientras los
carotenoides secundarios (zeaxantina, -caroteno, astaxantina) se incrementan, los
cuales sirven como agentes fotoprotectores (Shah et al., 2016).

Estos carotenoides a menudo se acumulan en estructuras especiales tales como
plastoglobulos de plastidos o cuerpos lipidicos citoplasmaticos, jugando roles en
prevenir el exceso de la energia luminica del alcance de la maquinaria fotosintética (Shah
et al., 2016) (Richmond, 2017).

TEMPERATURA

Una Optima temperatura para el crecimiento de la microalga es cuando la célula tiene
el minimo tamafo celular y el minimo contenido celular de carbono y nitrogeno,
mientras en una temperatura baja o alta del nivel optimo quizas se incremente el
volumen celular y el contenido bioquimico, lo cual quiere decir que se necesita mas
carbono y nutrientes para producir una célula a la misma rata de crecimiento a una
temperatura no 6ptima (Shah et al., 2016) (Richmond, 2017).
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FACTORES NUTRICIONALES

NITROGENO

El nitrégeno se encuentra generalmente alrededor del 7 — 10% de la célula por peso
seco, es un constituyente esencial de todas las proteinas funcional y estructuralmente
en las células del alga. En general, la microalga tiene una limitada habilidad para
producir materiales almacenados de nitrogeno cuando crece bajo condiciones
suficientes de nitrogeno. Cuando la microalga esta creciendo bajo condiciones limitadas
de nitrégeno, el efecto mas golpeado es la degradacion especifica y activa de
ficobilisomas (Shah et al., 2016) (Richmond, 2017).

FOSFORO

El fosforo es otro macronutriente que juega un importante rol en el proceso metabdlico
celular por la formacion de algunos componentes estructurales y funcionales requeridos
para el crecimiento normal y desarrollo de la microalga. Los ortofosfatos son
incorporados como componentes organicos a través de la fosforilacion. El fosfato
inorganico se presenta en las células en forma de polifosfatos, acumulandose en
granulos. Estos granulos de polifosfato a menudo aparecen en crecimiento celular
normal bajo suficiente fosfato, pero desaparece en deficiencia de fosfato (Shah et al.,
2016) (Richmond, 2017).

HIERRO

El hierro juega un rol importante en la composicion bioquimica celular por sus
propiedades redox y su implicacion en procesos fundamentales como la fotosintesis,
respiracion, fijacion de nitrégeno y sintesis de ADN. La deficiencia de hierro puede
inducir varios cambios bioquimicos (Richmond, 2017).

SALINIDAD

Algunas microalgas son capaces de acumular moléculas pequefias de sustancias
osmoreguladoras (osmoticantes) en respuesta a un incremento en la salinidad o presion
osmotica del ambiente. Cantidades de osmoticantes encontrados en microalgas son
polioles. Los mas comunes polioles son: glicerol, manitol, galactitol, sorbitol, sucrosa,
tehalosa y glicerol galactosidasa (Richmond, 2017).
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MODELOS MATEMATICOS

El modelado matematico es una herramienta empleada para describir la respuesta
celular de las células microalgas a los cambios en los insumos de nutrientes y otros
factores ambientales. Actualmente, no existe un modelo preciso que incorpore
simultdneamente entradas multiparamétricas como carbono, nitrogeno, fosforo e

intensidad luminica como parametros definitorios para la vida util de las microalgas.
(Tijani et al., 2018)

Los investigadores han aplicado diferentes modelos lineales o no lineales para describir
las curvas de crecimiento y para simplificar los datos medidos para factores estresantes.
Una variedad de modelos de regresion no lineales como Gompertz (1825), Richards,
Stannard, Schnute y logistico se han propuesto para describir la curva de crecimiento
microbiana (Celekli et al.,2008). Todos los modelos predicen la relacion entre variables
ambientales y tasa de crecimiento.

Los modelos predictivos de crecimiento se utilizan para describir el crecimiento,
sobrevivencia o muerte de diferentes microorganismos en funcion de sus principales
factores de crecimiento. Los modelos predictivos utilizados permiten interpolar puntos
de datos experimentales ayudando a predecir respuestas a condiciones no estudiadas.
(Garre Pérez et al.,2016)

Existen varios modelos predictivos, los cuales se pueden clasificar segin su
complejidad en primarios, secundarios o terciarios. (Garre Pérez et al.,2016)

MODELOS PRIMARIOS

Estudian las respuestas de los microorganismos en funcion del tiempo. En este tipo de
modelo se pueden cuantificar las células/ mL, unidades formadoras de colonia (UFC),
formacion de toxinas o niveles de substrato denominadas como medidas directas a la
respuesta, asi mismo se estudian medidas indirectas como la turbidez generada en el
medio de cultivo, absorbancia, o conductancia. Dentro de estos modelos se encuentran
el modelo de logistico, Gompertz (1833), y Baranyi y Roberts (1994) (Garre et al.,2016,
Mazumdar et al.,2019; Ortiz Moreno et al., 2020)

El modelo logistico, el modelo de Gompertz (1825), y el modelo Baranyi-Roberts
(1994) (Figura 1, Tabla 1) son algunos de los modelos con mayor frecuencia de uso en
crecimiento de microalgas como para debido a factores biologicos especificos,
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incluyendo el tiempo de retraso (A), la tasa de crecimiento particular (i) y el valor
asintotico (A). (Mohd et al., 2020).

El modelo logistico (Figura 1b) no representa explicitamente las interacciones entre un
organismo y su entorno interno o externo; sino indica que el crecimiento depende
unicamente de la poblacion, sin embargo, el crecimiento se ve afectado por las
condiciones ambientales. (Shoener et al 2019). Este modelo se ha aplicado en
evaluacion de crecimiento de la microalga H. pluvialis (Mazundar et al., 2019), Botryococcus
braunii (Hanief et al., 2020) y de la microalga Nostoc ellipsosporum (Ortiz-Moreno et al.,
2020).

Tabla 1. Modelos de crecimiento con las ecuaciones y listas de parametros

Modelo Ecuacion Parametros Bibliografia
Logistico XY p= velocidad especifica de crecimiento  Verhulst,1838
H= “max(l = m) (R
Gompertz P pmax.= velocidad  méaxima de “Garre ot al.
| s l crecimiento (d-!)
'\.:Ampﬁ_ﬂpTM_,)TlJ[ X= concentracion de  biomasa 2016
L (Células/mL)
Baranyi- )=y 4 it et et Xmax. = maxima concentracion de Daranyi
Roberts et sh i) biomasa (Células/mL) Roberts, 1994
-]ﬂ(l**‘ : ) L= tiempo fase lag

y(t) = Ln x(t), donde x(t): densidad celular
al momento t

A = asintota de crecimiento inferior

ho= pmax.A

Los parametros del modelo de Baranyi-Roberts (1994) son mas mecanicistas y tiene un
significado biologico debido a la presencia de los cuatro pardmetros (A, Ymax, pmax.,
ho) en lugar de tres paradmetros (A, pmaéx., A) presentes en el modelo de Gompertz
(1825), modificado y en el modelo logistico. El parametro hO en el modelo de Baranyi-
Roberts (1994) fue identificado como el indicador de la adaptacion de la poblacion de
microorganismos al medio real. La estandarizacion del procedimiento experimental
permitiria que el indicador de adaptacion alcance el valor constante, creando una fase
lag inversamente proporcional y umax. supuestas (Mohd et al, 2020).
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El modelo de Baranyi-Roberts (1994) (Figura 1a) se derivo por primera vez como un
predictor dinamico del crecimiento de patégenos alimentarios, pero ha encontrado
cada vez mas capacidad predictiva aplicada en un alcance mucho mas amplio, y segun
los estudios filolégicos hicieron uso del modelo para la estimacion del crecimiento de
microalgas (Mohamed et al, 2013) y este modelo es muy ttil en el presente estudio,
porque sus parametros tienen una interpretacion bioldgica directa, que se puede aplicar
a condiciones ambientales dindmicas y se puede ajustar a los datos experimentales,
como lo reporta Ortiz Moreno et al., (2020) en el estudio de la microalga Nostoc
ellipsosporum.

Figura 1. Curva de crecimiento H. pluvialis en medio BBM a. Modelo Baranyi-Roberts (1994);
b. Modelo logistico (Verhulst,1838); c. Modelo Gompertz (1825)

a. Modelo Baranyi- Roberts ~ R?:0.910

b. Modelo logistico
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¢. Modelo Gompertz : R?: 0,952, umax: 0,216/dia y td: 3,20 h (Pineda y Quevedo,
2021)

CURVA DE CRECIMIENTO

DEMSIDAD CELULAR
(Cel/mL)

TIEMPO (DIAS)

& BBM BBM Gompertz

El modelo Gompertz (1825), asume que la velocidad del crecimiento microbiano es
una curva exponencial (Figura 1c). El modelo permite encontrar una velocidad méxima
de produccion de células y un tiempo de fase lag, como se ve en la ecuacion Ver Tabla
1. El modelo de Gompertz, propuesto inicialmente para las tasas de mortalidad
humana, ha encontrado diversas aplicaciones en el analisis del crecimiento en el campo
de la biotecnologia. La version modificada con Zwietering ha demostrado ser una
herramienta versatil para calcular el tiempo de retraso y la tasa / cantidad maxima de
crecimiento en el crecimiento microbiano. Ademds, se han resumido y discutido
exhaustivamente las aplicaciones actuales del modelo de Gompertz a la cinética de
crecimiento microbiano y la cinética de bioproduccion (por ejemplo, produccion de
hidrogeno, metano, caproato, butanol y hexanol). (Wang y Guo, 2024). Este modelo
se ha aplicado en evaluacion de crecimiento de la microalga Botryococcus braunii (Hanief
et al., 2020) y de la microalga Nostoc ellipsosporum (Ortiz-Moreno et al., 2020).
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PARAMETROS CINETICOS

El crecimiento celular y la evaluacion de pardmetros cinéticos para monitorear el
crecimiento celular se puede realizar diariamente mediante la medicién de la
concentracion celular por triplicado, determinada por la densidad dptica del cultivo,
utilizando una longitud de onda de 670 nm en un espectrofotdometro, por conteo celular
(células/mL) o por peso seco de biomasa (gr). (De Mendonga et al., 2018)

La concentracion celular se obtiene a través de una curva estandar sobre peso seco y
densidad optica (X maxima). Con estos datos, la productividad méxima (P maxima) se
calcula con la tasa de crecimiento especifica maxima (uméx) y el tiempo de generacion
(tg). La productividad (P, g.L./d) se calcula seglin la ecuacion, donde X (g/L) representa
la concentracion celular final, Xo (g/L) representa la concentracion de inicial cultivo de
biomasa, t (d) representa el tiempo final y to representa el tiempo inicial de cultivo:

P =(X-Xo)/ (t-to) (1)

La méxima velocidad de crecimiento (rata de crecimiento) (umax.) se obtiene por
regresion exponencial en la fase exponencial (fase log), donde se multiplican las células
y el tiempo de generacion se obtiene de la siguiente ecuacion:

tg = Ln 2 /umax. 2)

Como complemento al monitoreo se mide cada 24 horas el pH del cultivo. (De
Mendonga et al., 2018)

Fijacion de CO2
La acumulacion de COz se determina segun la ecuacion:

FA = (Xt — Xo0) mcbm V biorreactor (MCO2/ Mc ) ,
donde:

Xt (g/L) es la concentracion celular en el tiempo t (d), Xo (g/L) es la concentracion a
tiempo to, mcbm (gc/gamostra) es el peso de la fraccion de carbono determinada en la
biomasa microalgal, V biorreactor es el volumen de medio del bioreactor. MCO
(g/mol) y Mc es la masa molecular de CO. y de carbono. (De Mendonga et al., 2018).
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METODOLOGIA PROPUESTA

MICROORGANISMO

Haematococcus pluvialis UTEX2505, cepa de referencia (coleccion de cultivos de algas,
Universidad de Texas, Austin TX, USA). La cepa se mantiene en medio solido y liquido
Volvox-MES (sugerido por la UTEX), a baja irradianza y temperatura ambiente (15-
20°c).

SISTEMA DE CULTIVO
Realizacion de cultivo de H. pluvialis en reactores pequefios en sistema batch, por
triplicado para cada medio a ensayar y en biorreactores de 5 L.(Biostat y Tecferm).

CONDICIONES DE CULTIVO
(1) Condiciones estandar:

- Cada medio estéril con el pH ajustado se adicion6 en erlenmeyers de 500 mL hasta
un volumen de 400 mL. Se sellaron para garantizar esterilidad. Se utilizo también el
Biorreactor de 5 Litros (Biostat y Tecferm), usando los medios BBM, RM, OHM y
KM.

- Se procedi6 a adicionar el indculo de la microalga (1x 10* CéL./ml).

- Se realiz6 el montaje de cada medio por triplicado en forma aleatoria, bajo las
siguientes condiciones: pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25°,
agitacion continua, CO2 5% en aire, iluminacion con lamparas fluorescentes blancas
(T1t 20w/54RS marca Philips).

- Toma de muestra cada dos dias en forma aséptica.

- Conservacion de las muestras en solucion formasalina (1:9), en una proporcion 1:1,
se toman 500 pL y se realiza control del cultivo (conteo celular y ver morfologia) y
el resto de muestra se utiliza para medicion de pH. El conteo celular se realiza en
camara de Neubauer.

- Se llevo control de Temperatura, agitacion, CO; en aire, ciclo luz/oscuridad,
medios.

(2) Condiciones de estrés: deficiencia de nitrogeno en un 4 % y 5% de la concentracion

de nitrogeno presente en el medio original, deficiencia de fosfatos 10%, fosfatos
30mg/L, acetato de sodio, cloruro de sodio, luces led de colores, alta irradiancia.
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GENERACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO

Se construiran curvas de crecimiento a partir de al menos tres ensayos independientes.
Se tomard una muestra diaria para la determinacion del nimero de células por mL por
microscopia.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA
Se determind la produccion de la concentracion de astaxantina, por técnica
colorimétrica (Método APHA, 2005).

Determinacion de los parametros cinéticos de crecimiento y de produccion de
pigmentos
Mediante el ajuste de modelos adecuados como Baranyi- Roberts (1994) usando Dmfit,
Modelo logistico (Verhulst,1838) y modelo Gompertz (1825), usando log X vs tiempo.
(ver Tabla 1)
Disefio experimental y analisis de datos
Cada experimento se repitio tres veces con al menos tres replicaciones. Se utilizo el
coeficiente de correlacion (R?) para validar los modelos aplicados.

1. Resultados

PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO DE LA MICROALGA
H. PLUVIALIS

Se presentan los resultados de 13 trabajos realizados por el Grupo Bioprocesos y
Control sobre los parametros cinéticos determinados para las condiciones trabajadas
usando los medios de cultivo RM, BBM y OHM, incluyendo el modelo matematico
realizado, la velocidad de crecimiento (umax.), el tiempo de duplicacion (td) y el
coeficiente de correlacion (R?) que indica como se ajustan al modelo matemdtico
aplicado segun el coeficiente de correlacion con un valor de 1.

Tabla 1. Parametros cinéticos del cultivo de H. pluvialis bajo diferentes condiciones
obtenidos en la aplicacion de modelos matematicos.

Modelo Medio N°de Tiempo de
de Dato Dato duplicacion | Bibliografia
cultivo |Datos |minimo |maximo Velocidad de Coeficiente de (td)
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Crecimiento Determinacion
(umix.) (R?)
Logistico RM 13 4 5,878 0,092 0,97 7,53 Nino et al.,
OHM 13 4 5,535 0,062 0.99 11,18 2017
BBM 13 4 5,588 0,056 0,97 12,38
Gompertz RM 13 4 5,878 0,092 0,96 7,53
Logistico RM 5 4 4,509 0.0329 0,99 21,06 Cueru et al.,,
2019
BBM 5 4 4,580 0.0326 0,98 21,26
Gompertz BEM 5,19 Rios y
Castaneda, 2016
N4% 7 4 1120000 0,1334 0,92
Logistico RM1 10 4 6,222 0,041 0,73 16,90 Rodriguez,
RM2 10 4 5,975 0,317 0,62 2,19 2020
RM3 10 4 5,986 0,292 0,48 2,37
RM4 10 4 5,853 0,009 0,35 7,7
RM5 10 4 6,368 0,285 0,73 2,43
Baranyi- RM2
Roberts Medio 2,2
RMeon |, 4.0 5.97 0.315 0.90
fosfatos
de 30
mg/L,
Baranyi- 2,37 Gomez et al.,
Roberts 6,684 0,292 0.87 2019
RM 10 4
RMN 6,571 0,240 2,89
4% 13 4 0.93
RMN 6,559 0,248 0,90 2,79
5% 13 4
Baranyi- 0.0321 0.07 Pérezy Ayala,
Roberts 2019
Modelo Medio 0,1885 3,68h
Gompertz RM con 5 4.0 5.5
nitrogeno 0,711
al 5%,
Modelo Biostat A 0,242 0,997 2,86
logistico plus
Baranyi- Medio 0.267 091 3,20 Manrique y
Roberts BBM 11 4.0 7.45 Marin, 2019
Modelo Biostat 0,216 0,952* 3,20
Gompertz SL.




Modelo 0,673 0,942 1,03
logistico
Baranyi- Medio 0.29 0.869 Barreto y Ortiz,
Roberts RM con 2020
Modelo fosfatos 0,392 0,896* 1,77h
Gompertz al 10%, 14 4.0 0.94
nitratos
al 5%,.
Modelo Biostat A 1,19 0,94 0,58
logistico plus
Baranyi- Medio 6 4.0 43 -0.0602 0.775 11,51 Garcia, 2018.
Roberts RM con
Gompertz 0,299
mg/L de
acetato
de sodio,
biorreact 6 4.0 4.3 -0,0394 0,993 17.6
or TEC-
FERM
de 5
litros
Baranyi- Medio 6 4.0 51 0.0536 0.89 13 Leiton, 2018.
Roberts RM
Gompertz biorreact 7,5
or TEC-
FERM 6 4 5.09 0,0924 0,999
de 5
litros
Baranyi- Medio 5 4.0 6.09 0.77 0.984 0,9 Hernandez,
Roberts OHM, 2019.
Gompertz biorreact
or TEC- 16
FERM 5 4.0 6.09 0.0426 0,993
de 5
litros
Gompertz Medio
RM con Rodriguez,
acetato 7 4 4.62 0,0133 0,992 2019
de sodio 52
1,6 g/lL'y
Cloruro

39




de sodio

64 g/L

RM2: 20 mg/L de fosfatos, RM3: 30 mg/L de fosfatos, RM4: 40 mg/L de fosfatos, RM5: 20 mg/L de fosfatos con
5% de nitrogeno. RMN4%: deficiencia de 4% de nitrogeno, RMN5%: deficiencia de nitrogeno al 5%

En la tabla 1 podemos observar que los parametros cinéticos determinados para los
trabajos realizados por el grupo Bioprocesos y control utilizando diferentes condiciones
con medios de cultivo RM, BBM y OHM, que se obtuvieron al aplicar los modelos
matematicos logistico (Verhulst,1838), Gompertz (1825) y Baranyi-Roberts (1994),
indicaron que el modelo que mas se ajusta para explicar el crecimiento de la microalga
bajo las condiciones de cultivo es el modelo logistico (Verhulst,1838), porque el
coeficiente de correlacion (R?) obtenido en los trabajos donde aplico se aproxima mds
a 1, usando los medios de cultivo RM y BBM. Con valores de 0,99 usando medio OHM
(Hernandez, 2019) y RM (Nifio et al., 2017). El coeficiente de determinacion indica si
el modelo esta bien adaptado a los datos del experimento y puede considerarse
suficiente para describir la produccion de biomasa por la microalga en el medio. ((Mohd
et al., 2020).

Los valores de tiempo de duplicacion méas bajos con valores de 2, 19 dias obtenido
con el modelo logistico (Verhulst,1838) y de 2,2 dias obtenido con la aplicacion del
Modelo Baranyi-Roberts (1994), para el estudio donde se utilizO6 medio RM
suplementado con 20 mg/L de fosfatos bajo las condiciones de pH de 6.8, fotoperiodo
de 20h luz y 4h oscuridad e irradiancia de 75 luxes en fase de estrés, lamparas
fluorescentes blancas TIt 20 w/54RS marca Phillips, temperatura de 20 +1 °C. agitacion
diaria 10 segundos (Rodriguez, 2020).

Los tiempos de duplicacion mas altos se reportaron para el trabajo realizado bajo las
condiciones donde se usan los medios Rudic’s medium (RM) y Bold’s basal medium
(BBM), suplementados con concentraciones de acetato de sodio de 0.248 mg/mL,
0.310 mg/mL, 0.372 mg/mL, luz blanca y azul con una irradiancia de 150 pE m-2s-!,
con CO, al 5%, agitacion con burbujeo, temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo 20:4
Luz/ Oscuridad y pH 6.8.de las células, con valores de 21,06 dias para medio RM y
21.26 dias para medio BBM. (Cueru et al., 2019)

A continuacion se presenta las curvas de crecimiento H. pluvialis en medio RM (Figura
2) obtenidas en el Modelo Baranyi-Roberts (1994), Modelo Gompertz (1825) y Modelo
Logistico (Verhulst,1838).
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Modelo Baranyi-Roberts (1994)

Velocidad de

. . . . - Cocficiente de
Condiciones del cultl.Vf). medio de cultivo y N° Datos l?a'to l?afo crecimiento determinacién
condiciones Minimo Maximo ,
Cel/dia (R
Medio RM con fosfatos al 10%, nitratos al 5%,
pH 6,8, ¢ irradiancia de 280 luxes con el uso de
LED de colores azul, rojo y blanco 14 40 9.04 0.29 0.869

combinadas con lamparas fluorescentes en
biorreactor Biostat A Plus de 5 Litros. (Barreto
y Ortiz, 2020)

Figura 2. Curva de crecimiento H. pluvialis en medio RM a. Modelo Baranyi-Roberts

(1994); b. Modelo Gompertz (1825); c. Modelo Logistico (Verhulst,1838)

Chart

Data points

o

i)

a. Curva de crecimiento Modelo Baranyi-Roberts
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CURVA DE CRECIMIENTO
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RM 13 6,35 9,94 1,19 0,94
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La velocidad de crecimiento (umax.), segin el modelo logistico es 0,092 por dia para el
tratamiento donde se us6 medio RM con las condiciones de cultivo: pH 6.7 a 7.0, CO»
al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70 pE/m2s (Nifio et al.,
2017).

Cuando se utiliz6 fosfatos en diferentes concentraciones, se increment6 la velocidad
de crecimiento observandose que el tratamiento con mayor valor en este pardmetro es
en el que se utilizo medio RM suplementado con 20 mg/L de fosfatos (RM2) bajo las
condiciones de pH de 6.8, fotoperiodo de 20h luz y 4h oscuridad e irradiancia de 75
luxes en fase de estrés, luz blanca, temperatura de 20 =1 °C. agitacion diaria 10
segundos(Rodriguez, 2020), con un valor de 0,317/dia (R?: 0,62).segin modelo
logistico (Verhulst,1838) y de 0,315/dia (R*:0,90), segiin modelo Baranyi-Roberts
(1994).

Segun lo observado el medio BBM utilizando el biorreactor Biostat A Plus de 5 L.,
fue en el que se present6 una velocidad de crecimiento (umaéx.) mayor con un valor
de 0,673/dia.

PRODUCTIVIDAD DE ASTAXANTINA

La deficiencia de nitrégeno es una condicién de estrés que favorece una mayor
produccion de astaxantina. Se han usado otras condiciones que también contribuyen a
la acumulacion de este ketocarotenoide en los trabajos realizados, lo cual se reporta a
continuacion:
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Tabla 2. Productividad de astaxantina y clorofila en H. pluvialis

Condiciones de estrés y de cultivo

Concentracion de Productividad de Bibliografia
estandar astaxantina astaxantina (Xp/Xx)

Medios de cultivo (BBM, OHM, RM). Medio RM con una Nifio et al.,

Aumento en la irradiancia a 140 pE m- concentracion de 8.3 1,10x 10 pg/cel.mL 2017

2s-1 y adicion de acetato de sodio de pg/mL

0,310g durante 16 dias

medio RM con nitrégeno al 4.0% y una La produccion de 3,52x10¢ pg/cel. mL Gomez et al.,

irradiancia alta de 140 pE/m?s astaxantina fue de 2019

3,52x10¢ pg/cel. mL
con una
concentracion de
nitrogeno al 4.0% y
una irradiancia alta de
140 pE/m?3s,
incrementandose en
un 40% frente a la
obtenida con
nitrégeno al 5.0% de
2,08x10¢ ug/cel x mL.
Los genes psy, pds, lcy,
bkt y chy, se expresaron
con nitrogeno al 4.0%,
mientras con
nitrégeno al 5.0% solo
se expresaron psy, pds

y chy.
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Medio Basal Bold (BBM) con deficiencia | La mayor produccion 3,55x10¢ pg/cel. mL Riosy Vargas,
de Nitrogeno, en una concentracion de | de astaxantina se 2016
4% fotoperiodo 20/4 luz/oscuridad con | obtuvo en el método
lamparas fluorescentes blancas Tt 20 1 con BBM con
w/54RS marca Phillips, Irradiancia 75 | deficiencia de
luxes temperatura 21°C, humedad Nitrogeno al 4% con
relativa de 45% y agitacion manual una | una concentracion de
vez al dia durante 10 segundos. 0,102 ug/ml a 3,058
ug/mL.
Medios Rudic’s medium (RM) y Bold’s Se obtuvo una mayor | 3.26x10-5 pg/cel. mL Cueruetal.,
basal medium (BBM), suplementados concentracion de 2019
con concentraciones de acetato de sodio | astaxantina en el
de 0.248 mg/mL, 0.310 mg/mL, 0.372 | medio RM
mg/mL, luz blanca y azul con una 5.06pg/mL
irradiancia de 150 pE m-2 s-1,con CO, | significativamente mas
al 5%, agitacion con burbujeo, eficiente para la
temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo produccion (F=52.74;
20:4 Luz / Oscuridad y pH 6.8. P=<0.0001;GL=1),
en el cual se utilizo
una concentracion a
0.372 mg/mL de
acetato de sodio, luz
azul e irradiancia 150
PE m—2 s—1 como
factores de estrés.
Biorreactores de S00mL con 350mL de El tratamiento optimo | 7.24 x10-5 pg/cel. mL Avilaetal.,
medio y 1x10%cel/ml de in6culo en fase para mejorar la 2019

exponencial, las condiciones de cultivo
empleadas fueron: pH 6.7 a 7.0 CO; al
5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8
oscuridad, irradiancia 70 uE/m2s con
variacion del color de luz y un segundo
tratamiento con variacion del color de
luz y nitrégeno al 4.0%, cada fase se
desarroll6 en un periodo de 30 dias, de

produccion del
pigmento fue con luz
roja en el medio BBM,
alcanzando una
produccioén de 7.24
x10-3 pg/cel. mL de
astaxantina
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los cuales 15 dias fueron de crecimiento
y 15 dias de estrés (luz roja, luz azul) ; se
llevo a cabo en los medios RM y BBM

Medio RM bajo un pH de 6,8, El tratamiento al cual 1.73 x10* pg/cel. mL Rodriguez,
temperatura 20£2°C, aire filtrado, se le adiciond 1,6 g/ 2019
iluminacion con ldmparas blancas con | de acetato de sodio y
20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 pE | 6,4 g/L de cloruro de
m—2s—1 con diferentes concentraciones | sodio presento la
de 1,6 g/L de acetato de sodioy 6,4 g/ | mayor produccion
de cloruro de sodio adicionadas a astaxantina en un 20%
diferentes tiempos, durante 56 dias. superando los demas

tratamientos con 7,3

pug/mL
Medio RM y una concentracion de El tratamiento RM2 6.12 x10 pg/cel. mL Rodriguez,
fosfatos de: 20 mg/L, 30 mg/L y 40 (30 mg/L de fosfatos) 2020
mg/L, ademas de un medio con 20 obtuvo mayor
mg/L de fosfatos con 5% de nitrégenoy | concentracion de
un medio control. Se utiliz6 un pH de astaxantina con 5.772
6.8, fotoperiodo de 20h luz y 4h pug/mL
oscuridad e irradiancia de 75 luxes en
fase de estrés, luz blanca, temperatura de
20 £1 °C. agitacion diaria 10 segundos.
Medio RM con nitrégeno al 5%, 1.1 ug/mL 3,45 x 10 pug/cel. mL Pérezy Ayala,
fotoperiodo de 20:4, pHde 5,72 6,3 y 2019
agitacion constante en un biorreactor
Biostat A plus
Medio BBM pH 6,8; T°: 20 +2°C; 3.1 pg/mL 1,08 x 107 Manrique y
fotoperiodo 18:6, luz blanca, azul y roja pg/cel. mL Marin, 2019
con LEDS; irradiancia 180 hasta 210 lux;
aire filtrado a una velocidad de 1,7
L/min y agitaciéon 100 rpm.
Medio RM con fosfatos al 10%, nitratos | 2.5 ug/mL 2,9x 10-19 pg/cel. mL Barreto y
al 5%, pH 6,8, temperatura 20°C, Ortiz, 2020
agitacion 100 rpm; velocidad de aire 1,7
L/min; aire filtrado estéril; luz blanca,
fotoperiodo 20h luz y 4h de oscuridad, e
irradiancia de 280 luxes con el uso de
LED de colores azul, rojo y blanco
combinadas con lamparas fluorescentes.
Medio RM con 0,299 mg/L de acetato 5.67 x 105 pg/cel. mL Garcia, 2018
de sodio, pH de 6.7, fotoperiodos 20:4, 1.9 pg/mL

luz blanca, temperatura 25 £+ 2° C, aire
filtrado y agitacion a 100 rpm en un
biorreactor TEC-FERM de 5 litros
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Medio OHM, fotoperiodo 18:6
luz/oscuridad, luz blanca por medio de
lamparas fluorescentes (Phillips master
TL5 HO de 54W/827) con irradianza de
65 lux, pH 6.8, agitacion 100 rpm, aire
filtrado a una velocidad de 0,1 vvm y
temperatura 20° C = 2 por un periodo
de 21 dias de cultivo

8.21 ug/mL

6.67 x 10-% pug/cel. mL

Hernandez,
2019

Biomasa obtenida en el Biorreactor
BIOSTAT A PLUS de 5 litros, sometiéndose
a las condiciones de estrés acetato de sodio
0,375 mg/L y una irradiancia de 360 lux con
LEDS blanca en cajas de cultivo celular

6.088 ug/mL

2,02 x 108 pg/cel. mL

Torres y
Ubaque, 2021.

Biomasa obtenida en el Biorreactor
BIOSTAT A PLUS de 5 litros, sometiéndose
a las condiciones de estrés acetato de sodio
0,375 mg/L y una irradiancia de 360-lux con
LEDS blanca, en medio RM con def. de
fosfatos y de nitratos y sales en cajas de
cultivo celular

5,178 ug/mL

6,11 x 10-5 pg/cel. mL

Ubaque, 2021

Se puede observar en la tabla 2 que las condiciones de estrés utilizadas permitieron
obtener astaxantina con una productividad entre 1.73 x10* pg/cel. mL.y 2.9 x1071°
pg/cel. mL. Las condiciones de estrés revisadas con las cuales se obtuvo la mayor
productividad de astaxantina (1.73 x10™* (0,000173) pg/cel. mL), son el uso de medio
RM, pH de 6,8, temperatura 20+2°C, aire filtrado, iluminacidén con lamparas blancas
fluorescentes, fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 uE/m?s, 1,6 g/L de
acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 dias de cultivo (Rodriguez, 2019).
Seguido por las condiciones donde se uso luz roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO- al
5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 140 pE/m?s, 30 dias de cultivo
con una produccion de 7.24 x107° (0.0000724) pg/cel. mL de astaxantina (Avila et al.,
2019).

El trabajo donde se obtuvo la menor productividad de astaxantina utilizo las
condiciones de estrés medio RM con fosfatos al 10%, nitratos al 5%, pH 6,8,
temperatura 20°C, agitacién 100 rpm; velocidad de aire 1,7 L/min; aire filtrado estéril;
luz blanca, fotoperiodo 20h luz y 4h de oscuridad, e irradiancia de 280 luxes con el uso
de LED de colores azul, rojo y blanco combinadas con lamparas fluorescentes en el
Biorreactor Biostat A Plus de 5 L con un valor de 2,9 x 10°'% pg/cel. mL (Barreto y
Ortiz, 2020)
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DISCUSION

Los modelos matematicos son herramientas ampliamente utilizadas para determinar el
comportamiento de un sistema. En la industria de la microbiologia, el modelado
matematico se emplea para estimar las tendencias de crecimiento celular mediante el
céalculo de la tasa de crecimiento méaxima especificada, la fase de adaptacion (lag) y la
concentracion celular maxima (Mohd et al., 2020). En este trabajo se ilustra el ajuste de
la curva de los modelos logistico (1838), Gompertz (1825), y Baranyi-Roberts (1994)
sometida a diferentes condiciones estdndar de crecimiento y de estrés encontrandose
los estados de optimizacion de H. pluvialis para las condiciones.

Al aplicar el modelo de Baranyi y Roberts (1994), usando el programa DMFit (Cabeza,
2006), se obtuvo una mayor velocidad de crecimiento 0.77 /dia y un coeficiente de
correlacion de 0.984,siendo el estudio que mas se ajusto a este modelo donde se uso el
Biorreactor de 5 litros Tecferm, medio OHM, fotoperiodo 18:6 luz/oscuridad, luz
blanca por medio de lamparas fluorescentes con irradiancia de 65 lux, pH 6.8, agitacion
100 rpm, aire filtrado a una velocidad de 0,1 vvm y temperatura 20° C + 2 (Hernandez,
2019).

De acuerdo con bibliografia, el Medio Optimo de Haematococcus (OHM) puede ayudar
a incrementar la biomasa del cultivo inclusive 3 veces mas que el medio BBM, ya que
no solo posee los nutrientes requeridos para el crecimiento y metabolismo de la
microalga, sino que ademas contiene vitaminas como biotina, tiamina y vitamina B12.
Este medio no tiene algunos elementos como vanadio, yodo, boro y zinc, puesto que
se ha demostrado que no son esenciales para el desarrollo de H. pluvialis; sin embargo,
medios como el RM y BBM si contienen macronutrientes como el zinc. De igual forma
cabe recalcar que el medio OHM contiene mayor cantidad de nitrégeno en forma de
KNOs3, con una concentracion de 410 mg/L, superando la contenida en los demads
medios.

Como se sabe, el nitrogeno es esencial en todas las proteinas funcionales y estructurales
de las microalgas, ademas de que representa entre el 7 - 10% del peso seco celular en
las mismas. Por lo tanto, si existe una limitacion de la concentracion de nitrogeno en el
medio, H. pluvialis va a generar la degradacion de los ficobilisomas (compuestos
ubicados en la membrana tilacoidal que sirven para la captacion de luz), lo que causa
que la fotosintesis continue, pero a una velocidad reducida (Richmond, 2017). Es por
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esta razon, por la que probablemente este estudio obtuvo una mayor velocidad de
crecimiento del cultivo.

Al aplicar el modelo Gompertz (1825), se determin6 que para lograr una mayor biomasa
y mejor produccion de astaxantina se deben implementar condiciones de estrés como
pH 6.8, temperatura 20°C, fotoperiodo 20:4h luz/oscuridad, luz blanca, irradiancia de
70 -140 pE m s ! deficiencia de nitratos de 5% y fosfatos de 10%, agitacién 100 rpm,
adicion de acetato de sodio(1,6g/L) y NaCl (1,28 g/L) y aire filtrado, en medio de
cultivo RM, condiciones en las cuales se obtuvo la mayor biomasa de la microalga
8,62x10° cel./mL (Barreto y Ortiz, 2020), velocidad de crecimiento 0,39/dia, un tiempo
de duplicaciéon de 1,77 dias y mayor cantidad de astaxantina (7,3 pg/mL)
(Rodriguez,2020). El modelo se validé utilizando R%: 0,9 y 0,99 cercanos a 1, indicando
que este se ajustd a los datos experimentales (Pineda y Quevedo, 2021).

Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas también al modelo logistico calculando
el logaritmo en base 10 para obtener log vs t del crecimiento celular. El medio de
cultivo con la mayor velocidad especifica de crecimiento fue RM con las condiciones
de cultivo: pH 6.7 a 7.0, CO2 al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia
70 uE/m?s, con una velocidad especifica de crecimiento de 0,092/dia el coeficiente de
correlacion (R?) obtenido en los trabajos donde aplicé, presentaron valores de 0,99
usando medio OHM (Nifio et al., 2017) y RM (Cueru et al., 2019). Los tiempos de
duplicacion mas altos se reportaron para el uso de los medios RM y BBM, con acetato
de sodio.

El uso de fosfatos incrementd la velocidad de crecimiento observandose un mayor
valor usando medio RM con 20 mg/L de fosfatos, pH de 6.8, fotoperiodo de 20h luz
y 4h oscuridad e irradiancia de 75 luxes, luz blanca, temperatura de 20 1 °C. agitacion
diaria 10 segundos (Rodriguez,2020), con un valor de velocidad de crecimiento de
0,317/dia (R?: 0,62). segun modelo logistico y de 0,315/dia (R?:0,90), segin modelo
Baranyi-Roberts (1994).

Se encontrd que el andlisis del modelo Baranyi-Roberts (1994) era menos consistente
con los resultados experimentales. Los modelos de Logistico y Gompertz estaban en
linea con los datos reales, como se observa en los valores de los coeficientes de
correlacion (R? ~1).

El modelo Gompertz (1825), presenta una curva de crecimiento exponencial con una
fase de adaptacion (fase lag) definida (Figura 1 y Figura 2), encontrandose una velocidad
maxima de produccion de células y un tiempo de fase lag, como se ha observado para
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el crecimiento de la microalga en los medios RM y BBM usando biorreactor Tecferm
de 5 L., con valores de R? de 0,993 a 0,999. Este modelo se ha aplicado al crecimiento
de la microalga Botryococcus braunii (Hanief et al., 2020) y de la microalga Nostoc
ellipsosporum (Ortiz-Moreno et al., 2020).

El modelo logistico indica que el crecimiento aplicado al H. pluvilais bajo las condiciones
trabajadas ademas de depender de la poblacidn inicial , su crecimiento se ve afectado
por las condiciones ambientales y de estrés , como es el uso de biorreactores Biostat A
plus de 5 L con un R? = 0,947 a 0,997, como lo ha reportado Shoener et al 2019;
Mazundar et al., 2019; Hanief et al., 2020;Ortiz-Moreno et al., 2020, quienes lo han
utilizado evaluando diferentes condiciones en el crecimiento de microalgas.

CONCLUSIONES

El estudio del crecimiento de H. pluvialis bajo diferentes condiciones de cultivo y de
estrés comparando tres modelos usados para describir el crecimiento de la microalga
como son el modelo logistico, Gompertz y Baranyi y Roberts (1994), utilizan la maxima
velocidad de crecimiento (uméx), describen la forma adecuada del crecimiento, los
parametros que lo afectan y lo caracterizan, definiendo asi que los modelos se ajustan
al comportamiento de la microalga, estableciendo las condiciones adecuadas de
crecimiento y de obtencion del pigmento en mayor cantidad, y poder proyectarlo hacia
condiciones de produccion a nivel industrial. Los modelos Logistico y Gompertz se
ajustan mucho mejor a los datos experimentales (R* ~1).

Los parametros cinéticos utilizados para el monitoreo del cultivo de la microalga H.
pluvialis que llevan a una buena produccion de astaxantina son biomasas iniciales de la
microalga entre 1 x 10* cél. /mL hasta valores de 107 cél. /mL, con velocidad de
crecimiento entre 0.029 /dia hasta 0.6727 /dia y tiempo de duplicacion entre 0.67 hasta
0.99. La concentracion de astaxantina se encontrd con valores entre 2.5 hasta 354 mg/L
y La productividad de astaxantina se encontr6 entre 1.73 x10-4 pg/cel. y 2.9 x10-10
ug/cel. mL, presentandose la mayor productividad de este carotenoide con el uso de
medio RM, 1,6 g/L de acetato de sodio y 6,4 g/L. de cloruro de sodio.
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La gulupa es un fruto tropical que pertenece a la familia de las pasifloras y ha adquirido
importancia debido al incremento del mercado de exportacion. El mayor problema fitosanitario
del cultivo, es la infeccion causada por Fusarium conocida por los agricultores como secadera y
que ocasiona grandes pérdidas para la produccion; una alternativa de control diferente a la
quimica es encontrar antagonistas nativos en suelo y material vegetal de la planta. El objetivo
de este trabajo fue determinar la presencia de microorganismos nativos con potencial
antagonista empleando técnicas de identificacion por biologia molecular en un cultivo de
gulupa ubicado en Mosquera, Cundinamarca. La metodologia incluyoé el aislamiento de
microorganismos, extraccion de ADN, verificacion por PCR, secuenciacion, busqueda en las
bases de datos del genbank y ensayos de antagonismo. Los resultados permitieron identificar
la presencia de Kernia sp, Penicillium pulvillorum, Penicillium ochrochloron, Pseudomonas cedrina. Los
ensayos mas prometedores se evidenciaron al enfrentar el patégeno con Bacillus spp. y
Trichoderma intricatum puesto que lograron mayor inhibicién de crecimiento del patdogeno en
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comparacion con los otros aislamientos. A futuro, sera necesario evaluar la actividad
biocontroladora de los microorganismos aislados con ensayos in vivo controlados.

PALABRAS CLAVE: Antagonismo, Control, Gulupa, Fusarium oxysporum

INTRODUCCION

La gulupa (Pasiflora edulis Sims) conocida como fruta de la pasion parpura o maracuya morado
ICA (2009), pertenece a la familia Passifloraceae, es un fruto tropical nativo de la cordillera de
los Andes. En Colombia, la produccion y comercializacion esta adquiriendo cada vez mas
importancia debido al incremento de consumo y mercado de exportacion Miranda et al (2009),
segun la Federacion Colombiana de Productores de Pasifloras (Fedepasifloras) y Procolombia,
la produccion de este cultivo se concentra en 23 departamentos, siendo Antioquia, Boyaca,
Caldas, Cauca, Cundinamarca y Huila los principales productores, los cuales alcanzaron para el
afio 2018, un total de 24.799 toneladas y un aumento del 2.2 % registrado al cierre del afio
2019 (Agronegocios 2019).

La gulupa, al igual que las otras especies de la familia se han visto afectadas por muchos
patdgenos y plagas; actualmente, se han reportado alrededor de 16 enfermedades para todas la
pasifloraceas, provocadas por virus, bacterias, nematodos y en mayor proporcion por hongos,
todos estos con capacidad de invadir xilema, floema, afectar follaje, raices y frutos Hoyos (2010)
por ello es necesario intervenir de forma oportuna en el manejo fitosanitario del cultivo. El
género Fusarium ha tomado gran importancia en el sector agricola debido a las pérdidas
econdmicas que genera para el agricultor; sus principales especies patogenas F. oxysporumy F.
solani, causantes de la marchitez vascular, una enfermedad que disminuye drasticamente la
produccion y se caracteriza por la aparicion de sintomas que inician con clorosis, evolucionan
a defoliacion con necrosis en tallo, sintomas que por lo general no son claramente diferenciales
en una etapa temprana de la infeccion y que pueden ser confundidos con afectaciones de otra
indole.

Al igual que muchos otros cultivos en Colombia y en el mundo, el manejo de plagas y
enfermedades que se emplea es el uso de sustancias quimicas y su practica indiscriminada ha
generado diversidad de problemas como el deterioro del suelo, resistencia de los
microorganismos presentes y pérdida del bioma natural de la zona. En consecuencia, una de
las alternativas de manejo para las enfermedades, seria la busqueda de enemigos naturales
efectivos como un elemento importante a la hora de realizar un manejo integrado, puesto que
el control biologico representa una forma eficiente de contrarrestar la propagacion y desarrollo
del patdgeno dentro de la planta.
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Para mantener la salud de este cultivo, se requiere actuar de manera oportuna realizando una
vigilancia y control activo de las enfermedades, para disminuir la incidencia de problemas
fitosanitarios, aumentar la tolerancia de la planta al ataque, eliminar las condiciones que
favorezcan su propagacion y asi poder obtener un producto de calidad. Por esta razon, se hace
imprescindible tener en cuenta enfermedades frecuentes como la marchitez vascular que ponen
en riesgo la produccion 4. Con base en lo anterior, se plantea como objetivo principal, identificar
microorganismos antagonistas del fitopatogeno Fusarium oxysporum como alternativa de control
en el cultivo de gulupa proveniente de una finca de Mosquera, en Cundinamarca.

ANTECEDENTES

Se conocen casi 400 especies del género Passiflora, de los cuales alrededor de 60 son comestibles
y provienen de Latinoamérica especificamente de Brasil, a mediados del siglo XIX la
distribucion de variedades como la gulupa se expandieron a paises del continente hasta llegar a
regiones de Asia, Africa y Australia, promovida por su uso industrial, culinario y
medicinal(Ocampo,2006). Las primeras iniciativas para el desarrollo comercial del cultivo
iniciaron en los afios treinta en Australia, Nueva Zelanda, Hawai y Kenia (Ocampo y Wyckhuys

,2012); sin embargo, en la mayoria de estos paises, los cultivos comerciales fueron devastados
por una enfermedad que causaba la marchitez en las enredaderas del cultivo, y fue asi como
Purgs en 1954 describe por primera vez al posible patdgeno, Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae

Mas adelante Cook, en 1975 hace observaciones referentes a la infeccion de plantas en el
terreno y anota que el maracuya morado o Passilora edulis f. edulis Sims es muy susceptible a la
marchitez por Fusarium sp, por lo que considerd dicha infeccion una seria amenaza para la
produccion. Como resultado para el 2004, se inicidé una busqueda de especies resistentes
capaces de mostrar tolerancia al patdgeno, fue en este momento cuando P. edulis f.sp flavicarpa,
conocida como forma amarilla se convirtid en un mecanismo viable para hacer frente al
marchitamiento del cultivo causado por Fusarium oxysporum; sin embargo, para este momento
se encontro que Fusarium solani también producia los sintomas de clorosis seguida de necrosis,
defoliacion, fragmentacion del tronco y separacion de la corteza caracteristicas propias de la
enfermedad (Morton, 2004). Serrano et al (2007), investigan sobre las técnicas de control de
plagas y enfermedades. Una de las alternativas de tratamiento en el sector agricola es el control
biologico, un mecanismo basado en el uso de organismos (de sus metabolitos o subproductos)
capaces de contrarrestar los efectos producidos a la planta a causa de la infeccion por un
patdgeno. Destacan que es un gran reto multidisciplinar en el que distintos géneros de hongos:
Trichoderma sp, Gliocladium sp, Coniothyrium sp y Candida sp, y bacterias de los géneros Streptomyces

57



sp, Pseudomonas sp, Bacillus sp y Agrobacterium sp, aislados del suelo o de la planta pueden tener
potencial controlador frente a fitopatogenos.

Cole D, Hedges (2008) realizaron estudios sobre la marchitez del maracuyd morado causada
por Fusarium solani y el posible papel de Phytophthora nicotianae var. parasitica en la enfermedad,
puesto que con frecuencia esta especie fue hallada en la base del tallo de plantas marchitas. De
esta manera, lograron establecer que las plantas inoculadas con F. solani mostraban un
marchitamiento progresivo, mientras que las infectadas con F. solani y P.
nicotianae v. Parasitica murieron rapidamente; ademas, establecen que el maracuya rojo Passiflora
caerulea, podria ser considerado una porta injerto al resultar resistente a los dos patgenos.

Por su parte, Fernandez et al en 2011, conscientes de que la marchitez del maracuya (Passiflora
edulis Sims var. flavicarpa) causado por Fusarium oxysporum f. sp passiflorae afectaba en gran medida
el rendimiento del cultivo, establece como forma alternativa el control bioldgico y logra
demostrar que el crecimiento de Trichoderma harzianum en cultivo dual super6 el crecimiento del
patodgeno. En este mismo afio, Akila et al, también estudiaron la marchitez del platano causada
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense y productos vegetales combinados con agentes de
biocontrol, entre ellos Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis, en donde comprobaron la
reduccion de incidencia de la enfermedad que se correlacion6 con la actividad de enzimas de
peroxidasas y polifenol oxidasa.

Posteriormente, Ortiz y Hoyos en 2012, logran diferenciar la infeccion causada por F.oxysporum
de F. solani en cultivos de Gulupa en Colombia, observando los sintomas hallados en muestras
recolectadas en la region del Sumapaz y pudieron observar que el material infectado con
Fusarium oxysporum se caracterizaba por el retraso en el crecimiento, clorosis, pardeamiento de
color rojizo en los haces vasculares, diferente a Fusarium solani, que demostré pudricion de tallo,
clorosis de las ramas y cambio de color del cuello, sintomas que evolucionan a necrosis y
finalmente el marchitamiento.

En relacion con la fisiologia de Gulupa, Florez et al, caracterizaron la fenologia del ciclo
reproductivo de Passiflora edulis Sims y el crecimiento de su fruto, analizando los cambios que
pueden tener de acuerdo con la relacion de variables climaticas donde se encuentra el cultivo
Florez et al. (2012).

Lecomte et al, hacen énfasis en que Fusarium oxysporum es uno de los hongos mas patégenos y
destructivos con capacidad de afectar diversos cultivos de frutas y vegetales en diferentes fases
de la produccion. Como controladores encontraron especies de Pseudomonas sp y Trichoderma sp
como los mas efectivos los cuales podrian ser implementados como otros modelos para un
manejo integral de plagas y enfermedades que junto a un manejo cultural y alternativas como
aceites esenciales y barreras naturales serian una opcién viable. En el 2017, en Rumania se
adelant6 un estudio que se centré en métodos bioldgicos para controlar una enfermedad
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frecuente, mediante la inoculacion de sustratos estériles especificos en cultivos hidropénicos,
con organismos benéficos y que dio como resultado que las plantas tratadas con Trichoderma
spp, tuvieran un aumento hasta de dos veces la biomasa foliar y un mejor desarrollo de las
raices que las plantas inoculadas con el patdgeno Fusarium oxysporum Giurgiuy et al. (2018).
Para el afio 2018, Arcila y col. valoraron la cepa Streptomyces racemochromogenus en cultivos de
gulupa como método alternativo de control para Fusarium oxysporum, donde se demostro que el
tratamiento preventivo inoculado en la fase de preparacion de suelo refleja una evolucion
positiva en la sanidad. No obstante, también se concluye que el costo del tratamiento no es
viable para un agricultor con un cultivo extensivo, por lo que se debe seguir investigando para
optimizar el tratamiento. Finalmente , Khalil M, Shimaa H publicaron a inicios del afio 2020
los resultados de un experimento iz vivo en el cual se incluyeron condiciones controladas bajo
invernadero y condiciones de campo dadas por una infeccion natural de la zona, que dieron
como resultado la efectividad de Trichoderma harzianum frente al control de Fusarium oxysporum,
logrando establecer que la inoculacion de Trichoderma sp, ademas de proporcionar un control ,
también una aumenta de actividad enzimatica en la rizosfera y la calidad en el fruto, ademas de
sugerir un posible efecto sinérgico cuando se inoculd con Azospirillium braziliense como
biofertilizante.

Las pasifloras forman parte de la familia Passifloraceae que cuenta con al menos unas 630
especies repartidas en 18 géneros, de los cuales el mas relevante es el género Passiflora, debido
a que puede ser usada como un fruto comestible. Algunas pueden presentar beneficios
ornamentales o incluso usos medicinales. Su nombre proviene de la morfologia de sus flores,
pues se dice que, durante la colonizacion unos misioneros espafioles vieron en dicha flor
elementos de la Pasion de Jesucristo, y por este motivo la llamaron “Flor de la Pasion”(Miranda,
2009).

Las pasifloras crecen generalmente en lianas perennes o enredaderas con zarcillos; se cree que
su extensa variacion morfologica, es el resultado de las relaciones coevolutivas que ha tenido la
familia con diferentes organismos protectores y hasta polinizadores. América, cuenta con
aproximadamente 500 especies; en Colombia se incluyen 167 especies, de las cuales 165 son
nativas y representan aproximadamente el 27% de la familia(Ocampo, 2006), en las que 42
producen fruto comestible, 3 se consideran extintas y muchas se encuentran en peligro de
extincion. La siembra y la floracion del cultivo de Gulupa dura aproximadamente 180 dias, en
la cual se consideran10 estados fenologicos: yema floral, flor en antesis, fruto cuajado, fruto
con estructuras florales persistentes que lo cubren, fruto inmaduro en crecimiento, fruto en
madurez fisioldgica, fruto con 30% de coloracion purpura, fruto con 50% de coloracion, con
70% y finalmente 100% de coloracion purpura (Florez et al.,2012).

Estas caracteristicas hacen que la gulupa se haya posicionado como una buena alternativa
economica que fortalece el sector de agricola y a su vez ha podido ingresar a los mercados de
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exportacion con productos de alta calidad, disponibilidad y que cumplen con los criterios
acordados en tratados como el de Libre Comercio; por ello, la importancia de conocer
caracteristicas del cultivo para favorecer la produccion de este y ademaés tratar de evitar plagas
y enfermedades(Instituto Colombiano Agropecuario, 2017).Colombia por su variedad de
climas, cuenta con varias zonas ideales para el cultivo de especies de pasifloras, pero en especial
la gulupa (Passiflora edulis Sims.), también llamada fruta de la pasion plirpura o maracuya morado;
en los Ultimos afios, ha tomado un gran reconocimiento y demanda en mercados nacionales y
especialmente los internacionales, fomentando asi el incremento de areas de cultivo en el pais.

La gulupa se cultiva entre los 1600 y los 2200 metros sobre el nivel del mar (msnm), las
temperaturas bajas como lo son 15°C en el dia y 10°C en la noche reducen el crecimiento
vegetativo y las temperaturas mayores 30°C en el dia y 25°C en la noche, pueden afectar la
etapa de floracion(Hoyos 2010) . Con relacion a los requerimientos edaficos, los suelos deben
ser ricos en materia organica, francos o franco-arcillosos con buen drenaje, los cuales favorecen
su sistema radical al contar con una optima disponibilidad de agua (Ortiz,2010); se requiere
ademas baja presencia de sales y un pH entre de 6,5 y 7,5. El crecimiento, la apertura de flores
y su productividad también puede estar influida por los cambios de radiacion solar, ya que, un
exceso puede dafiar los frutos (Hoyos 2010).

La marchitez vascular es el nombre que se le otorga a una enfermedad que afecta a una gran
variedad de cultivos y confiere sintomas claves para su diagnodstico, en Colombia, se le conoce
como secadera; se han descrito 2 tipos de afectacion, una conocida como la marchitez que
inicia con retraso en el crecimiento, clorosis leve y evoluciona a necrosis, defoliacion con
rugosidades en frutos adheridos; la segunda genera pudricion, y se caracteriza por producir un
chancro en el cuello que progresa desde la epidermis hasta la médula y logra la muerte de la
planta.

El ciclo de esta enfermedad inicia cuando las esporas de resistencia (clamidosporas) empiezan
a germinar en un suelo, las hifas se adhieren a las raices y el micelio comienza a ascender por
los haces vasculares especificamente por el sistema xilematico que da via a su rapida dispersion,
como mecanismo de defensa la planta genera gomas, las cuales, al igual que el patégeno, van a
obstruir el sistema hidraulico de la planta y es alli cuando la sintomatologia empieza a ser visible
en el exterior(Ocampo, 2007). La agresividad de la enfermedad depende de varios aspectos
como las caracteristicas del hongo, la edad de la planta, condicion ambiental que facilite la
interaccion del hongo y la planta, entre otros. Entre sus caracteristicas morfologicas, se destaca
la produccion de colonias de crecimiento rapido, con micelio aéreo algodonoso que varia de
blanco a tonalidades rosadas; en cuanto a su microscopia, cuenta con tres clases de esporas que
orientan la especie ; la primeras son las macroconidias hialinas y curvas en forma de hoz
septadas, con fidlides simples y cortas , las microconidias son esporas hialinas pequefias sin
septos y de forma ovalada y finalmente las clamidosporas estructura de resistencia, que se
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presenta como esporas de pared gruesa. Entre las especies reportadas como patogenas, se
destacan F. oxysporum, F. solani, F. verticilloides, responsables de afectar plantas, animales y las dos
primeras vinculadas a infeccion en humanos, sobre todo en pacientes inmunocomprometidos.
Dichas especies cuentan con mecanismos de accién como la liberacién de enzimas
degradadoras, toxinas o sustancias que logran romper barreras celulares, afectar estructuras
como el protoplasma o inhibir crecimiento, sumado a que su incremento micelial interfiere y
bloquea el paso de agua y nutrientes (Aguilar et al.,2012)

El manejo integrado de plagas y enfermedades incluye una gran variedad de herramientas, que
incluyen métodos preventivos, mecanicos, quimicos, bioldgicos, culturales, etiologicos entre
otros. Por lo tanto, la vigilancia y control se debe monitorear desde la fase de preparacion del
terreno, la siembra, el riego, fertilizacion, las podas, el uso de semilla sometidas a controles de
calidad fitosanitaria, manejo de arvenses y son los primeros pasos para asegurar el cultivo. Otra
medida, son las buenas précticas agricolas de gran importancia en el manejo fitosanitario del
cultivo junto con datos climaticos, el monitoreo y la combinacion integral y equilibrada de
estrategias de control biologico, quimico (rotacion de ingredientes activos), fisico y
biotecnolodgicas, llegan a ser el mecanismo mas efectivo para mantener las poblaciones de
patdgenos y plagas en un umbral bajo o controlable en donde el daio a la planta o a el cultivo
no sobrepase el limite (Hoyos et al.,201).Por sus caracteristicas morfo - fisioldgicas, las
pasifloras son susceptibles a una gran variedad de plagas y enfermedades, por consiguiente, la
busqueda de estrategias disponibles para el control debe estar dirigidas a la prevencion y control
de incidencia de los agentes causales como mecanismo para mitigar los dafios y, por tanto, es
indispensable eliminar o modificar condiciones que favorezcan el desarrollo de plagas y
enfermedades (Instituto Colombiano Agropecuario, 2009).

En el cultivo de gulupa las principales enfermedades: Antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides) ,
Rofia o costra (Cladosporium herbarum), Mancha parda (Alternaria passiflorae) Marchitamiento
vascular o secadera (Fusarium oxysporum y F solani), Pudricion de la raiz y del tallo (Complejo
Fusarium solani, Phytophthora cinnamomi, Rhizoctonia solani y Pythium sp.) Mancha aceitosa
(Xanthomonas campestris pv. passiflorae). Las mas relevantes por la pérdida de produccion que
ocasionan son la rofia y la secadera debido a que afectan hasta un 80% la produccion.
Adicionalmente, la antracnosis y la mosca de las frutas deterioran la calidad del fruto y pierde
su valor comercial. Muchas de las enfermedades pueden afectar ya sea cuello de tallo y raices,
sus flores y frutos o pueden ser enfermedades vasculares y foliares (Hoyos et al.,2010; Khalil et
al.,2020). No obstante, muchos cultivos agricolas no son destruidos en su totalidad gracias a la
barrera natural capaz de controlar o reducir los efectos nocivos de un patégeno; y es asi, donde
el control biologico junto con un manejo integral de plagas surge como una estrategia eficaz
para mitigar el impacto de plagas y enfermedades.
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Para el control, los agricultores y productores han aumento las tasas de aplicacion de agentes
quimicos, generando resistencia a los diferentes insecticidas, herbicidas y plaguicidas
provocando otros riesgos a la salud vegetal , animal y humana, por ello en compaiia y dentro
del manejo integrado de plagas se encuentra el control biologico, el cual es “un medio
ambientalmente racional y eficaz de reducir o mitigar las plagas y los efectos de las plagas
mediante el uso de enemigos naturales” segin Bakera et al.(2020).Los enemigos naturales
incluyen parasitoides, depredadores, nematodos, entomopatogenos, patdogenos, los cuales usan
mecanismos como la antibiosis, produccidon de enzimas liticas, parasitismo, competencia por
los nutrientes y espacio e induccion de resistencia; cada una con gran importancia y regidas por
las caracteristicas del ambiente y el patdgeno, se convierten opcion para realizar el control de
fitopatogenos y de gran interés para los investigadores(Altieri et al.,1982;Bakera et al.,2020). El
control bioldgico es posible gracias a las interacciones dentro de un ecosistema, dadas por
complejas redes de interacciones y clasificadas de acuerdo con el beneficio o afectacion que se
dé dentro de la asociacion; por esta razon encontramos interacciones conflictivas, benéficas o
neutrales (Ho et al.,2016).

MATERIALES Y METODOS.

RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de suelo de cultivo de gulupa se recolectaron a una profundidad de 20 cm
en 10 puntos aleatorios en un area de una fanegada, los cuales se mezclaron para
obtener una muestra final de 1 kg. El material vegetal se recolect6 de tallos, hojas y
raices de plantas de gulupa aparentemente sanas. En todos los casos, las muestras
fueron almacenadas en bolsas ziploc y marcadas de acuerdo con el punto y su
contenido, transportadas y mantenidas bajo refrigeracion.

Aislamiento de microorganismos

Para las muestras de suelo, se realizaron diluciones seriadas (De 10" a 10) en agua
peptonada 0.1 % y posteriormente se coloco 50 ul en los agares Sabouraud, PDA y
BHI con el fin de recuperar la mayor cantidad posible de microorganismos. En cuanto
a las muestras vegetales, se realizé un lavado con Tween 80, y se colocaron cortes de
tallo, hoja y raiz en los tres agares y en cdmara hiimeda, con el fin de favorecer el
crecimiento de los hongos. Para el segundo aislamiento, se revisaron las colonias que
tenian similitud morfologica y frecuencia en los diferentes agares, las cuales se aislaron
en medios no selectivos para observar morfologia macro y microscopica. Con este
segundo aislamiento, se purificaron las siembras y se prepararon para realizar
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identificacion convencional por medio de, Azul de Lactofenol para hongos y levaduras,
coloracion de Gram y pruebas bioquimicas en tubo para Bacterias.

Pruebas de antagonismo in Vitro

El procedimiento tuvo tres réplicas en los agares Sabouraud, PDA y BHI, con el fin de
evidenciar el comportamiento de cada microorganismo. De igual forma, cada
microorganismo tuvo un control de crecimiento, fue sembrada cada colonia en un
medio independiente para lograr establecer el didmetro de crecimiento de cada unoy
asi observar el crecimiento individual. Finalmente, se seleccionaron los
microorganismos que presentaron antagonismo.

[dentificacion Molecular

La extraccion del ADN gendmico se realizo con el kit Quick-DNA™ Universal de

ZYMORESEARCH® (USA), siguiendo las instrucciones del fabricante para la
extraccion de DNA. Se realizaron 2 protocolos distintos de extraccion el primero para
procesar muestras de bacterias y levaduras, y el segundo para muestras de hongos.

Para las bacterias, la amplificacion de la region 16S por PCR se realizo utilizando los
cebadores 16s-8F* 5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3° y 16s-1492R* &'
ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’, siguiendo las instrucciones del fabricante y con
ADN genomico de Bacillus subtilis como control positivo de la PCR. La PCR se llevo a
cabo en un termociclador MultiGene Optimax (Labnet International, Inc., USA) y las
condiciones de PCR segutn lo descrito por Taylor 1990.

En cuanto a los hongos y levaduras, la amplificacion de la region ITS por PCR se realizo
utilizando los cebadores 1ITS1* 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ e ITS4* 5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’, sintetizados por Macrogen (USA) y la enzima
OneTaq® Quick-Load® 2X Master Mix with Standard Buffer de New England Biolabs (USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 ADN gendmico de Aspergillus niger
como control positivo de la PCR. Los productos de PCR tanto de bacterias como de
hongos y levaduras, se observo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en
TAE 1X, tenido con Gel Green Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X (Biotium, USA), con
un voltaje constante de 100V y 50 minutos de corrido. El gel se observo con el sistema
de documentacion Bio-Rad Chemi XRS Gel Documentation System y el Bio-Rad
Quantity One® software (Bio-Rad, USA) y el marcador de peso molecular utilizado fue
el Hyperladder IT (50-2000pb) de Bioline (USA).
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Una vez evidenciada las bandas en la electroforesis, los productos de PCR se enviaron
al servicio de secuenciacion de Macrogen-USA (USA). Alli fueron purificados y
posteriormente secuenciados por el método Sanger. La edicion de las secuencias se
realiz6 con el programa bioinformatico gratuito Chromas Lite 2.0 de Technelysium
(Australia) y mediante el uso del algoritmo BLASTn (BLAST®, National Library of
Medicine, USA) se hizo la comparacion de las secuencias resultantes con las bases de
datos internacionales.

RESULTADOS

En la primera fase de aislamiento, en las 4 diluciones empleadas se observo una gran
diversidad de microorganismos en las diluciones correspondientes a 103 y 10-* en
donde se evidenci6 un promedio de crecimiento de 82 y 17 colonias respectivamente,
de los cuales se seleccionaron 25 colonias con base a la frecuencia y similitud de
crecimiento en los diferentes agares, con el fin de iniciar la segunda fase de aislamiento
y posterior purificacion de cada una. Como resultado se obtuvo la seleccion de 4
bacterias, 4 levaduras y 10 hongos.

Tabla 1. Aislamiento de posibles microorganismos con funcion antagonista

AISLAMIENTO DE POSIBLES MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS

CODIGO DESCRIPCION CODIGO DESCRIPCION
PR1 PR4 ; \*
Figura 1 PR1 Figura 2 PR4
Colonia aterciopelada blanca Colonia pulverulenta de color blanco que se
torna a un verde olivo
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PRS8 PR9
~ Figura3 PR8 Figura 4 PR
Colonia pulverulenta de color blanco .
Colonias negras granulosa negras
PRI10 PR17
Figura 5 PR10 Figura 6 PR17

Colonia algodonosa plana anaranjada Colonia blanca algodonosa

PR18 PR19

Figura 7 PR18
Colonias blancas pequefias cremosas

Figura 8 PR19
Colonias blancas pequefias cremosas
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PR20 PR22
Figura 9 PR20 Figura 10 PR22
Colonias beige pequefias cremosas Colonia algodonosa de color blanco
PR23 y PARA
Figura 11 PR23 Figura 12 PRA
Colonia algodonosa de color blanco Colonia aterciopelada naranja con borde verde
PRB PRC

Figura 13 PRB
Colonias blancas cremosa

Figura 14 PRC
Colonias blancas cremosa
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PRCH PRD
Figura 1 PRCH Figura 16 PRD
Colonia pulverulenta de color blanco Colonias pequefias cremosas
No fermentadoras — Mc Conkey
PRF PRG

Figura 17 PRF
Colonia en forma rizoide
B hemolisis- Agar Sangre

Figura 18 PRG
Colonia medianas secas
B hemolisis Agar Sangre

Paralelamente, se procedio a realizar azul de lactofenol para las colonias de hongos,
levaduras y coloracién de Gram y para las bacterias. En el caso de los hongos, no se
pudieron identificar con precision por medio de claves dicotomicas. En cuanto a las
bacterias y levaduras se logré determinar su morfologia. En la Tabla 2 se presenta la

morfologia microscopica de los microorganismos aislados.
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Tabla 2. Identificacion microscopica, Bacterias, hongos y levaduras

CODIGO DESCRIPCION DESCRIPCION
PR1 _
Figura 19 PR1 Azul de lactofenol Hifas
Azul de
lactofenol
delgadas hialinas, cenociticas.
PR4
Figura 20 PR4 Azul de lactofenol
Azul de
lactofenol Hifas delgadas, hialinas, ramificada con fialides
solas, esporas pequenas agrupadas. Compatible con
Trichoderma sp
PR3 Figura 21 PR8 Azul de lactofenol
Azul de Hifas delgadas, hialinas, ramificada con fidlides
lactofenol solas, esporas pequenas. Compatible con
Trichoderma sp
PARA Figura 22 PRA Azul de lactofenol
Azul de Hifas hialinas, cenociticas.
lactofenol

68




Figura 23 PRCH Azul de lactofenol

PRCH
Hifas hialinas anchas, septadas, ramificadas.
Azul de Esporas ovaladas hialinas.
lactofenol
Figura 24 PRC Azul de lactofenol
PRC
Esporas circulares en gemacion, compatibles con
Azul de morfologia de levaduras.
lactofenol
PRD Figura 25 PRD Tincioén de Gram
Tincion de Bacilos cortos, Gram negativos
Gram
PRF \ - . L,
4“ (/ % T Figura 26 PRF Tincion de Gram
Tincion de \ /_ & wgf_@ Bacilos Gram positivos
Gram g VR S
L el
A i 5 ‘_&' ;’ B
i
s
PRG Lo T oo
; U»‘:( : Tt
Tincién de LT AR NS PN Figura 27 PRG Tincion de Gram
Gram -4 2 :{’ " |
¢ - R Bacilos Gram positivos
N .1""
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Posterior al aislamiento e identificacion morfologica de las bacterias (PRD, PRF Y
PRG), se realiz6 identificacion por medio de pruebas bioquimicas en tubo. Los
resultados se presentan a continuacion.

Tabla 3. Actividad enzimatica por pruebas bioquimicas

PRUEBAS BIOQUiMICAS IDENTIFICACION BACTERIANA

negativ PRD positives PRG

TSI K/A TSI A/A
LIA k/k Glucosa +
MIO -/-/+ Maltosa -
MOT - Sacarosa +
FeA - Arabinosa +
CS + Xilosa +
VP - Manitol +
RM + Urea -
Nitritos + Nitritos +
Urea + CS -
Glucosa + MOT +
Lactosa - Gelatina +
Sacarosa - Bilis es. -
Almidon +

Los resultados fueron comparados con las tablas de “Systematic bacteriology, second edition de
Bergey’s” identificando a la bacteria PRD como Bacilo Gram negativo del género Pseudomonas
spp y los bacilos Gram positivos PRG como Bacillus subtilis y PRF como Bacillus sp.
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El ensayo de antagonismo /n vitro se realizo empleando microrganismos aislados y puros. Todos
los enfrentamientos contaron con el control de crecimiento, en la tabla 10 se obser van los
resultados de esta fase.

Tabla 4. Pruebas de antagonismo /n vitro

Figura 28 Antagonismo en medio Sabouraud, Figura 29 Antagonismo en medio PDA, PRX
PRX contra PRA y PR1 contra PRA y PR1

Figura 30 Antagonismo en medio BHI, PRX | Figura 31 Antagonismo en medio PDA, PRX,
contra PRC y PRB PRCy PRB
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Figura 32 Antagonismo en medio Sab, PRX contra PRF y
PRG

Figura 33 Antagonismo en medio Sab PRX contra PR4 y PR

Figura 34 Antagonismo en medio PDA, PRX contra PR4 y
PRS

Figura 35 Antagonismo en medio PDA, PRX contra PRD y
PRG

Figura 36 Antagonismo en medio PDA, microorganismo
PRCH contra PR4y PRS

Figura 37 Antagonismo en medio Sab, microorganismo PR CH
contra PR4 y PRS

\ .

Figura 38 Antagonismo en medio BHI, microorganismo PRCH
contra PRA y PRI

Figura 2 Antagonismo en medio BHI, microorganismo PR CH
contra PRFy PR G

72



Figura 1. Antagonismo con Fusarium oxysporum
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En el antagonismo de los microorganismos aislados frente a la cepa Fusarium oxysporum
identificada como PRX, se evidencia un control de crecimiento de PRX de 7.5 cm y se destaca
como mejores bacterias antagonistas a PRF, PRG quienes lograron la menor expresion de PRX
(1,2; 1,4 cm), seguidos de los hongos antagonistas PR4 y PR8 que lograron disminuir le
diametro de crecimiento de PRX comparado con los otros aislamientos. Los microorganismos
identificados PRB y PRCH demostraron reducida actividad antagénica.

En las graficas siguientes, se evidencia el comportamiento de los microorganismos de acuerdo
con los enfrentamientos realizados y el medio de cultivo empleado.

Figura 2. Pruebas de antagonismo en agar BHI
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En los enfrentamientos en agar BHI representados en la grafica anterior, se puede evidenciar
la disminucion de crecimiento de los hongos PR9 frente a los hongos, PR1 y PR19, y PR A,
frente a PRCH y PR1, el mayor diametro de crecimiento fue dado por el microorganismo PR17
siendo el mayor antagonista frente a PRG Y PRF.

Figura 3. Pruebas de antagonismo en agar PDA
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En cuanto al agar PDA, el hongo con mejor crecimiento fue PR4 con 6.1 cm quien en este
caso redujo a 0,5 cm el crecimiento de PRCH, en los enfrentamientos 3 y 6 también se puede
evidenciar como las bacterias PRF, PRG,PRD y PRC obtienen un buen crecimiento sin hacer
antagonismo entre ellas.

Figura 4. Pruebas de antagonismo en agar Sabouraud
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En los enfrentamientos en agar Sabouraud se obtuvo buen crecimiento para la mayoria de los
microorganismos, y logrando el mayor diametro de crecimiento PR4.
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Los productos de PCR de hongos realizada con los cebadores ITS1 e ITS4 se observan
claramente en la figura 82, y los productos de PCR de bacterias realizada con los
cebadores 16S-8F y 16S-1492 se muestran en la figura 5.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa para muestras de hongos

PPM: Patron de peso molecular, C+: Control positivo DNA Aspergillus niger, C- muestra
sin DNA, De labanda 1 a la 7, se encuentran ubicadas PRC4, PR1, PRA, PRC, PR4,
PR8, PRCH, respectivamente.

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa para muestras de bacterias

PPM: Patrén de peso molecular, C+: Control positivo DNA Bacillus subtilis, C- muestra
sin DNA, De la banda 1 a la 3, se encuentran PRD, PRF, PRG.
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SECUENCIACION Y ANALISIS DE DATOS

Tabla 5. Resultados de secuenciacion y analisis de datos

N | Mx | COMPARACIO | COBERTUR |IDENTIDA | GEN
° N BLAST A D BANK
1 | PRC Kernia sp 96% 99.66% KY931505.
H 1
2 | PRI1 | Penicillium pulvillorum 70% 93.55% AF178526.1
3 | PRA Penicillium 49% 98.53% MT601879.
ochrochloron 1
4 | PRC Debaryomyces 91% 99.81% KF728799.1
nepalensis
5 | PR4 Trichoderma 84% 95.54% MF383141.
intricatum 1
6 | PR8 Hypocrea sp 99% 99.82% JF439479.1
7 | PRD | Pseudomonas cedrina 99% 99.88% KT767857.
1
9 | PRF Bacillus sp 96% 97.79% IN793563.1
10 | PRG Bacillus subtilis 100% 90.70% EF591777.1
DISCUSION

Uno de los problemas fitosanitarios que mas limitan el cultivo de Passiflora edulis f. edulis Sims
(Gulupa), es la marchitez vascular conocida como secadera; Aguilar et al. (2012) describen que
en la fase inicial de la enfermedad, se presenta deshidratacion y clorosis que aumenta al avanzar
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la infeccion afectando ramas y hojas hasta llegar a la defoliacion total de la planta, la tasa de
crecimiento disminuye y los frutos no alcanzan la madurez por causa de la necrosis y finalmente
muere?4; Fischer et al.(2008), afirman que esta enfermedad es causada principalmente por
Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae y F. solani , dos especies de gran importancia en el sector
agricola, puesto que, son los fitopatdogenos con mayor impacto econémico para la agricultura;
y demas cuenta con una gran variedad de plantas hospedantes. Por su parte, Garcés de Granada
et al.(2001), describe que el género Fusarium tiene una distribuciéon cosmopolita con la
capacidad infectar diferentes plantas por medio de varios mecanismos de accidon que
proporciona la patogenicidad y virulencia necesaria para derrotar la actividad enzimatica que
actia como defensa natural . Ademads, algunas de las especies llegan a ser patogenos
oportunistas para el ser humano y los animales, al producir micotoxinas que interfieren
gravemente en la salud (Arbeléez et al.,2000).

Por lo anterior, la busqueda de microorganismos en suelo y en tejido vegetal, con posible
capacidad antagodnica se convierte en una alternativa amigable que contrarreste el uso intensivo
de agroquimicos, favorezca el desarrollo optimo del cultivo y potencie interacciones benéficas
mediadas por microorganismos de suelo. Dentro de los aislamientos se destaca la diversidad
de colonias de hongos encontrados en las muestras de suelo analizados; resultados que pueden
estar explicados debido a que, son los hongos los representan una gran fraccion de la biomasa
microbiana, y su importancia radica principalmente en la capacidad enzimatica para degradar y
transformar. Asi mismo, muchos de los hongos filamentosos se asocian con la raiz de la planta
para generar una relacion simbidtica conocida como micorrizas, en las cuales se agregan una
gran diversidad de microorganismos que cumplen diversas funciones; Sierra et al. (2017),
indican diferencias significativas en la biomasa en plantulas de granadilla cuando hubo
colonizacion micorrizal; y encontrando una disminucion del efecto negativo del nematodo
Meloidogyne javanica en la produccion, sugiere la importancia de los hongos en la fase de vivero
del cultivo de granadilla, para incrementar la biomasa, la captacion de fosforo, y la tolerancia
de las plantulas a los nematodos del género Meloidogyne®2.

En cuanto a las bacterias, se evidenci6 crecimiento de abundante de colonias (Gram negativas
y Gram positivas), resultados que indirectamente reflejan el contenido de materia organica,
como lo indica Delgado (2006) en donde establece que, los suelos con alto contenido de materia
organica tienden a contener mas organismos, siendo la fraccion del suelo asociada a las raices
de las plantas, el punto de mayor concentracion. Los mecanismos de interaccion han sido
ampliamente estudiados para favorecer procesos de biorremediacion, promover crecimiento y
controlar especies patogenas; Hernandez et al.(2014), empled bacterias diazotroficas y
evidencié aumento de fijacion de nitrégeno atmosférico a la planta, liberacion de metabolitos
que disminuyen la concentracion y crecimiento de Pyricularia oryzae; resultados que reflejan la
capacidad de controlar cepas patogenas, estimular el crecimiento vegetal, disminuir los efectos
perjudiciales para el cultivo e indirectamente incidir en la reduccion del uso de fertilizantes
quimicos34.
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En los ensayos de antagonismo in vitro, se destacé la disminucion de crecimiento del
patdgeno Fusarium oxysporum por accion de las bacterias PRF y PRG, identificadas por
pruebas bioquimicas y de biologia molecular como Bacillus sp. y Bacillus subtillis. Datos
que concuerdan con los obtenidos por Jangira et al.(2018), en donde los metabolitos
bioactivos de la cepa Bacillus sp., aislada de la rizosfera del tomate, tienen gran actividad
de control del patégeno Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, y que enzimas como la
quitinasa y -1, 3-glucanasa podrian tener un papel importante en la digestion de las
hifas.

Asi mismo, B. subtilis es una de las especies que mas se han estudiado como agente de
biocontrol; Stein destaca que los genes que expresan biosintesis de antibidticos combinados
pueden sumar aproximadamente 350 kb, haciendo énfasis que B. subtilis dedica cerca del 5%
del genoma a la produccion de antibidticos(Stein, 2005). Adicionalmente, Fire et al.(2018),
seflalan estudios en los que se evidencia la actividad antifingica directa sobre hongos
patogenos, particularmente del género Fusarium sp. , por B. subtilis asi como también, Cucu et
al.(2020) dan un acercamiento de lo que seria aplicacion preventiva del microorganismo Bacillus
subtillis con ensayos “in situ”, demostrando que el tratamiento indujo la reduccion significativa
de la enfermedad, en comparacion con los testigos no tratados y evidenciando el control de
70% de la marchitez causada por Fusarium del tomate.

La capacidad antagonista presentada por las dos bacterias aisladas estd mediada por
mecanismos propios del género Bacillus, el cual se caracterizan por contar con una
distribucion mundial y la capacidad de formar endoesporas; una condicion que favorece
la diseminacion y prevalencia en diversos ecosistemas. Su principal reservorio es el
suelo, lugar donde establece interacciones con distintas comunidades microbianas
presentes en la rizosfera (Villarreal et al.,2018);de acuerdo con Fira et al. (2018), las
especies de Bacillus sp tienen la habilidad de competir por nichos ecologicos e inducir
resistencia sistémica en las plantas, agregando que las cepas de B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides, B. sphaericus, B.
mojavensis, B. pasteurii y B. pumilus son productoras de moléculas antibioticas fuertemente
inhibitorias del crecimiento de fitopatogenos *’. Ongena y Jacques también afirman que
Bacillus spp. puede llegar a sintetizar méas de dos docenas de compuestos
antimicrobianos, agrupados en péptidos sintetizados ribosomicamente (incluidas las
bacteriocinas) y péptidos sintetizados enzimaticamente por vias no ribosémicas; como
los lipopéptidos, sustancias ampliamente estudiadas la surfactina, potente
biosurfactante que por su naturaleza anfifilica pueden unirse en las capas de los lipidos,
y dependiendo de la cantidad pueden afectar la integridad de la membrana bioldgica.
Las iturinas han mostrado una fuerte accion antifingica al formar poros que alteran la
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permeabilidad de la membrana; finalmente las fenicinas tiene fuerte toxicidad,
principalmente mente contra hongos filamentosos (Ansari et al., 2004).

Por otra parte, de los aislamientos realizados los hongos PR4 y PRS fueron los que presentaron
mejor rendimiento y mayor accion antagdnica; estos microorganismos contaban con claves
dicotdmicas compatibles con el género Trichoderma sp., pero que gracias a la identificacion
molecular se logro identificar a Trichoderma intricatum (PR4) y Hypocrea sp.(PR8). El género
Trichoderma spp. pertenece a la familia Hypocreaceae, y cuenta con 27 especies conocidas entre las
cuales se destaca 7. harzianum; en la fase perfecta (estado Telomorfo) se ubica en la division
Ascomycetes, Orden Hipocreales, familia Hypocreaceae, género Hypocrea(Chaverri et al.,2015); se
caracteriza por ser un hongo cosmopolita, ampliamente estudiado por su alta capacidad
reproductiva, eficiencia en la utilizacion de nutrientes, induccion de mecanismos de defensa y
fuerte actividad inhibitoria contra hongos fitopatogenos.

Sundaramoorthy y Balabaskar (2013)aislaron a 7. harzianumy T. viride de rizosfera del tomate y
evidenciaron su funcion como fuertes y virulentos antagonistas, también vieron estudios donde
de igual manera eran buenos controlados de Fusarium spp. en otros cultivos como lo son
algodon, trigo y melon. Estos autores evidenciaron el crecimiento de la planta posiblemente
por la secrecion de auxinas, gibelinas y citoquinas, los cuales también fueron descritos por
Chaverri et al. (2015), quien indica que muchas de sus especies son el ingrediente activo de
productos que tienen como fin mejorar el rendimiento y crecimiento de plantas o se encuentra
disponibles para el uso en el control bioldgico .Como en el 2016, cuando Kouipou et al.(2016)
manifiestan que en experimentos in vitro e in vivo mostraron que dos cepas Trichoderma spp.
podria ejercer mas del 86% y 27% de inhibicion de crecimiento y germinacion de esporas
respectivamente de Fusarium solani .

Como se ha visto, son muchos los estudios que respaldan la eficacia Trichoderma, sin embargo; la
especie 7. intricatum no ha sido documentada, Sun, R. et al 2012 la informa por primera vez al
analizar la diversidad de especies Trichoderma en china (Sun et al.,2012), por lo anterior es
indispensable estudiar mas acerca del comportamiento de nuevas especies.

El microorganismo que mostré menor capacidad antagonica fue el PRCH, identificado como
Kernia sp, es un género de hongos del que poco se conoce, pertenece al filo Ascomycota,
Subclase Hypocreomycetidae, orden Microascales, familia Microascaceae cuenta con 11 especies
aceptadas(Su et al., 2019). Hasta el momento, solo han sido reportadas K. bifurcotricha y K. nitida
como dos de las primeras especies descritas en 1916 por Nieuwland(Rana et al.,2019). Las
especies de esos hongos son frecuentemente aisladas de estiércol, suelo, carne en
descomposicion y piel de animales, excepto K. retardata y K. peruviana aisladas tnicamente en
suelo (Udagawa et al., 1988). En cuanto a su morfologia microscopica, se encuentran hallazgos
compatibles con la descrita por Malloch en la cual especifica hifas septadas rectas, arqueadas, a
veces onduladas con paredes gruesas, lisas y con ascosporas hialinas de forma elipsoidal con
extremos redondeados(Malloch y Cain, 1971). De igual forma, de la familia Microascaceae se
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conoce que agrupa una gran variedad especies fitopatdgenas, saprofitas muchas con
caracteristicas intrinsecas de resistencia a algunos agentes antifingicos(Su et al,2020). Kernia spp
ha sido reportado en distintos paises y diversos cultivos (Rana et al., 2019) como
microorganismo endofito, es decir que hasta el momento su desempefio radica en vivir de
manera asintomatica en los tejidos de las plantas sin causar dafio y, como en la mayoria de
endofitos, posiblemente contar con metabolitos como flavonoides, isoflavonoides y fendlicos
capaces de atraer hongos de la rizosfera para colonizar el interior de la planta(Rodriguez y Dias-
Filho,1996). La posibilidad de convertirse en patdgeno, atin no se ha informado.

Entre los microrganismos que no presentaron una inhibicion significativa en
comparacion con los otros aislamientos, se evidenciaron géneros frecuentemente
aislados como Penicillium spp. el cual incluye una gran cantidad de mohos conocidos
por la capacidad de producir antibidticos, micotoxinas, asi como de contaminar
alimentos o ser patdgenos oportunistas en caso de personas inmunosuprimidas.
Pertenece al filo Ascomycota y eventualmente son empleados en biotecnologia por
producir enzimas como la celulasa como es el caso de Penicillium pulvillorum el cual
pertenece al grupo de las dos nuevas cepas lignoceluloliticas (Mariama et al.,2013) ;
ademas cuenta con otras proteinas de interés como el acido pulvillérico denominado
como acido graso inusual con capacidad antibiotica (Brian et al.,1957), y en el caso de
Penicillium ochrochloron reportado desde 1967, se le reconoce por su tolerancia a metales
pesados. En cuanto a la funcidn de este género en el suelo, segiin Hao et al. (2020), se
ha relacionado con el ciclo del fosforo, induciendo comunidades microbianas para
optimizar el proceso de fijacion y reciclaje de dicho elemento®*. También hay estudios
en donde la inoculacion de Penicillium sp y Trichoderma harzianum produjeron un aumento
significativo del contenido de Fosforo disponible en el suelo, aumentd su absorcion
por las plantas de maiz y, en consecuencia, una mayor produccion de biomasa de brotes
de maiz (Mercl et al., 2020).

Con relacion al ultimo género de microorganismos aislados, se sabe que Pseudomonas spp. ha
sido el microorganismo mas empleado como agente de biocontrol desde que se buscaron
alternativas sostenibles para la agricultura. Las especies mas estudiadas son P. putida y P.
fluorescens, la segunda con gran potencial, pero cuestionada por ser en casos especificos patogena
para el humano. Sus especies habitan en suelo y contribuyen al crecimiento vegetal, sintesis de
fitohormonas, produccion de siderdforos, solubilizacién de minerales, entre otros(Alvarez-
Garcia et al , 2020).
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Especificamente, la especie encontrada fue P. cedrina, microorganismo que ha sido estudiado
como bacteria entomopatodgena en larvas de Plutella xylostella, que en combinacion con B.
Thuringiensis logrd una mortalidad significativa de las larvas(Liu et al, 2019); adicionalmente, de
este microorganismo también se han evaluado los metabolitos capaces de foto-necrosis
oxidativa y un estudio reciente reveld que el cultivo bacteriano produce necrosis foliar en hojas
de papaya en presencia de luz solar(Mendoza et al , 2020).

CONCLUSIONES

De las muestras recolectadas, se lograron aislar 3 bacterias y 5 hongos de planta, suelo
rizosférico y fruto del cultivo de gulupa con posible potencial antagonista, pertenecientes a los
géneros Trichoderma spp., Pseudomonas spp. y Bacillus spp., de los cuales se ha respaldado la
eficacia de muchas de sus especies como agentes de control bioldgico.

Los microorganismos aislados previamente se utilizaron para evaluar actividad antagonica por
medio de pruebas in vitro, realizando un enfrentamiento dual contra patogeno Fusarium
oxysporum aislado de gulupa, en el cual se demostro actividad antagonista de PRF, PRG y PR4
identificados como Bacillus spp., Bacillus subtilis y Trichoderma intricatum, respetivamente, estos
fueron los 3 microorganismos presentaron mayor efecto inhibitorio en el crecimiento en
comparacion con los otros aislamientos.

Los demas microorganismos identificados por técnicas de biologia molecular fueron Penicillium
pulvillorum, Penicillium ochrochloron, Debaryomyces nepalensis, Hypocrea sp. Pseudomonas cedrina y Kernia
sp., los cuales no evidenci6 una inhibicion significativa in vitro contra el fitopatdgeno, deben ser
estudiados puesto que, pueden llegar a ser nocivos para algunos cultivos y para el ser humano.
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Estrategias virales para regresion
de tumores causados por virus
del papiloma bovino
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RESUMEN

Los Papillomavirus son pequeios virus de ADN bicatenario, especificos de especie. En
los bovinos, el VPB causa lo que comunmente se conoce como papilomatosis bovina,
una enfermedad infectocontagiosa de amplia distribucién mundial con repercusiones
econdmicas significativas, siendo considerada uno de los principales azotes de la
ganaderia bovina; mientras que en equinos se denomina sarcoidosis a la enfermedad
producida por los mismos VPB, categorizada como la neoplasia cutdnea mas frecuente
en caballos. Como caracteristica de la enfermedad, en bovinos se presenta una regresion
espontanea en la mayoria de los casos sin causar mayores consecuencias para los
animales infectados, por el contrario, en los equinos la enfermedad es clinicamente mas
severa, no demuestra regresion natural y en ocasiones, conduce a la muerte del animal
si no se trata de la mejor manera. Los nuevos tratamientos, especialmente para combatir
la sarcoidosis equina, demuestran una mayor eficacia para conservar la vida de los
animales infectados. De esta manera, el presente capitulo hace una revision de la
literaturatratando de explicar como se produce el fendmeno de regresion espontanea
de los tumores, los factores que influyen en este proceso, resaltando el uso de vectores
virales, especialmente de aquellos provenientes del Virus de la Influenza A y B,
modificados genéticamente, que permiten la produccion mejorada de IFN-y, y de esta
manera estimular la regresion de los tumores causados por el VPB en los equinos.
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Como metodologia se realiz6 una busqueda exhaustiva en bases de datos de articulos
cientificos y libros, especialmente publicados en el idioma inglés, con un amplio rango
en los afios de su divulgacion, los cuales permitieron obtener informacion precisa para
entender, con un orden légico, la tematica trabajada. Encontrando como resultado final
que en el manejo y regresion de tumores se ha utilizado vectores virales basados en el
Virus de la Influenza A recombinante, modificado genéticamente para eliminar su
proteina NS1, la cual actiia como un factor de virulencia que dificulta la respuesta
antiviral mediada por interferon de tipo I (IFN) del huésped. Estos avances son
prometedores para ser usados in vivo en tratamientos para la regresion de tumores
provocados por el Virus del Papiloma Bovino y ademas para obtener vacunas estables
dirigidas contra el mismo virus.

PALABRAS CLAVE: Virus del Papiloma Bovino VPB, Papilomatosis, Sarcoidosis,
Vectores virales, Regresion tumoral.

INTRODUCCION

La presentes revision abarca como punto central el uso de vectores virales como opcion
terapéutica para la regresion de tumores causados por el Virus del Papiloma Bovino
VPB; estos virus de tipo ADN, pertenecen a la familia Papillomaviridae y al género
Papillomavirus, su importancia radica como agentes etiologicos de la papilomatosis
bovina y sarcoidosis equina (Borzacchiello & Roperto, 2008), enfermedades cronicas e
infectocontagiosas de amplia distribucion mundial (Chambers et al., 2003; Lancaster et
al., 1977). Para el caso de los bovinos, el virus ocasiona una serie de lesiones en forma
de verrugas o papilomas, las cuales se comportan como proliferaciones benignas, que
si bien, no afectan la vida del animal de manera alarmante, provocan consecuencias
para el estado de salud del animal generando un retraso en el desarrollo, disminucién
en la ganancia de peso e incluso, predisposicion en el organismo para adquirir
infecciones secundarias de origen bacteriano (Nasir & Campo, 2008). Por otro lado, en
los equinos, las manifestaciones clinicas son mas severas debido a que las lesiones o
sarcoides, de tipo tumoral, no demuestran una regresion natural, y se tornan recurrentes
cuando el tratamiento no es el adecuado, llevando al animal, en el peor de los casos, a
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la muerte (Munday, 2014; Sloet van Oldruitenborgh-Oosterbaan & Grinwis, 2013;
Valenciaet al., 2013).

Actualmente se proponen posibles tratamientos enfocados en la regresion de tumores
ocasionados por el VPB, especialmente en equinos dada la severidad de sus
manifestaciones clinicas, los cuales cuenten con un porcentaje de efectividad mayor a
los tratamientos que cominmente son usados, y ademads, que no representen ningin
riesgo para la salud del animal al ser aplicados. Es asi como se ha demostrado el uso de
vectores de origen viral, especialmente basados en el Virus de la Influenza Humana A
y B modificados genéticamente para eliminar de forma parcial el gen NS1, creando asi
tratamientos que promueven la regresion de tumores presentes en equinos, que
acompanados con una estimulacion adecuada de la respuesta inmune, han mostrado
una gran efectividad para disminuir la cantidad de tumores presentes en equinos
infectados y mitigar los dafios que puede provocar el VPB en estos animales (Jindra et
al.,2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, este capitulo analiza el uso de vectores virales como
opcion terapéutica para la regresion de tumores provocados por el VPB, asi como
también muestra el proceso mediante el cual se lleva a cabo la regresion de tumores
presentes en animales ocasionados por el VPB, se describen los virus que participan
como vectores en las terapias enfocadas en la regresion de tumores provocados por el
VPB, y presenta las terapias usadas para la regresion de tumores, tanto en bovinos
como en equinos, causados por el mismo virus. Como metodologia para la
construccion del capitulo, se realizé una busqueda exhaustiva en bases de datos de
articulos cientificos y libros, especialmente publicados en el idioma inglés, con un
amplio rango en los afios de su divulgacion, los cuales permitieron obtener informacion
precisa para entender, con un orden logico, la tematica trabajada.

METODOLOGIA
El tipo de investigacion de este estudio es cualitativo, con alcances exploratorios,

descriptivos y de correlacion. Como poblacion se tomaron un conjunto de articulos
cientificos consultados en diferentes bases de datos reconocidas, los cuales aparecen

91



tras la busqueda inicial del concepto central de la investigacion; dentro de la muestra se
incluyen articulos cientificos, nacionales e internacionales, indexados, que cumplan con
los respectivos criterios de validez e inclusion, publicados en idioma espafiol e inglés,
comprendidos entre los afios 1979 y 2021.

Se realizé una busqueda inicial de informacion general, ordenada de manera logica 'y
secuencial, que permite descomponer el tema central desde lo mas basico y conceptual
como lo son las generalidades del Virus del Papiloma Bovino, sus caracteristicas y
patogenia, hasta su relacion con las enfermedades producidas en equinos y bovinos,
agregando datos sobre los tratamientos en los animales y nuevas estrategias a utilizar.

Se efectud una consulta en bases de datos como Springer Link, Scielo, Science
Direct,Pubmed, Elsevier, NCBI y Google académico, las cuales se encuentran
disponibles en Internet. Se utilizaron las palabras clave como Virus del Papiloma
Bovino, Papilomatosis, Sarcoidosis, Vectores virales y Regresion tumoral, en las bases
de datos anteriormente mencionadas.

La seleccion del material consultado ser realiz6 siguiendo los criterios previamente
establecidos, y se seleccionaron el total de 48 referencias bibliograficas, siguiendo el
diagrama de flujo descriptivo mostrado en la figura 1, distribuidas en el rango de fechas
de 1979 hasta 2021.
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Figura 1. Diagrama de flujo descriptivo de las etapas de revision bibliografica para la obtencion de
informacion. Fuente: elaboracion propia.

RESULTADOS Y DISCUSION

GENERALIDADES DEL VIRUS DEL PAPILOMA BOVINO (VPB)

Los papilomavirus bovinos (VPB) pertenecen al género Papillomavirus, virus pequefios
con un genoma de ADN bicatenario, los cuales infectan a los humanos y a muchas
otras especies de animales domésticos y salvajes, como es el caso de équidos y bovinos.
Su principal caracteristica es la generacion de lesiones hiperproliferativas en el epitelio
cutaneo y las mucosas. Los VPB se clasifican en 13 serotipos, siendo especie especificos
al no infectar otro huésped que no sea el natural; sin embargo, se ha presentado una
excepcion con el VPB tipo 1y 2 que infectan caballos y otros équidos (Carter et al.,
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2004; Méndez, 2019). En la tabla No 1. se presenta la clasificacion taxondmica de los
VPB, seglin parametros del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (en inglés
International Committee on Taxonomy of Viruses o ICTV).

Tabla No. 1. Clasificacion taxondmica del VPB

Familia Papillomaviridae

Género Xipapillomavirus, Deltapapillomavirus, Epsilonpapillomavirus.
Especie VPB1,2 3,456,789 10, 11,12, 13.

gz:gcoaf;‘m de | | (Virus de ADN bicatenario)

Fuente: Adaptado de (Lunardi ef al 2013)

El Virus del Papiloma Bovino presenta simetria icosaédrica sin envoltura de 55 a 60
nm de didmetro; contiene un ADN de doble cadena de aproximadamente 8.000
nucleotidos ensamblado por histonas celulares. Su capside viral estd compuesta por dos
proteinas estructurales, L1 de 55 kDa, y L2 de 70 kDa; su genoma codifica para otras
proteinas importantes en el proceso de replicacion e infeccion en el huésped E1 a E7,
al igual que proteinas estructlrales. La funcion de cada una de ellas se aprecia en la tabla
No. 2 (Lunardi et al., 2013).

Tabla No. 2. Proteinas virales del VPB

TIPO

NOMBRE FUNCION

El

Reconocimiento del origen de replicacion/actividad helicasa
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E2

Enganche de E1 al origen de la replicacion/modulacion de la
transcripcion de los primeros promotores virales

Proteinas no E4 Supuesta funcion auxiliar en la salida del virion de las células
estructurales infectadas

E5 Interacttia con el receptor B del factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF) y lo activa.
E6 Dirigida contra la proteina supresora de tumores p53
E7 Se une a proteinas de la familia del retinoblastoma
Proteinas L1 Componente de la capside viral

estructurales

L2 Componente de la capside viral

Fuente: Adaptado de (Lunardi et al., 2013)

Los Papillomavirus bovinos (VPB) estan clasificados en tres géneros, el primero,
Xipapillomavirus, con un tropismo especial por el epitelio, abarcan el VPB-3, VPB-4,
VPB-6, VPB-9, VPB-10, VPB-11 y el VPB-12; el segundo, Deltapapilomavirus, asociados
con fibropapilomas, que comprenden al VPB-1, VPB-2 y VPB-13; y el tercero,
Epsilonpapilomavirus, en donde se encuentra el VPB-5, cuyo genoma comparte muchas
semejanzas con los otros dos grupos de VPB, y el VPB-8 (Borzacchiello & Roperto,

2008; Carter et al., 2004).

Segun el grupo de Lunardi en el 2013, cada tipo viral representa un genoma completo,
quienes comparten en comun la secuencia de nucleotidos del gen L1, que codifica la
proteina principal de la capside, y a su vez, muestran al menos un 10% de diferencia en
comparacion con la misma secuencia de cualquier otro PV previamente identificado
(Lunardi et al., 2013; Munday, 2014).
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El genoma de ADN circular de doble cadena de los Papillomavirus, en general esta
conformado por tres regiones diferentes: la region de control largo LCR, por sus siglas
en inglés long control region, que contiene los elementos necesarios para la replicacion y
transcripcion del ADN viral, y dos regiones que contienen marcos de lectura abiertos
ORFs, por sus siglas en inglés open reading frames, correspondientes, por un lado, a genes
tempranos, y por otro lado, a genes tardios. Esta caracteristica de expresion temprana
o tardia depende de si se expresan antes o después de realizar la sintesis de ADN
destinado a la creacion de nuevas particulas virales (Corteggio et al., 2013; Guzman
Loépez et al., 2010). Se puede observar en la figura 2 que los primeros genes codifican
proteinas implicadas tanto en la replicacion y transcripcion del ADN viral como en la
transformacion celular, asi como E1, E2, E4, E5, E6 y E7; los segundos genes codifican
proteinas de la capside, es decir L1 y L2 (Borzacchiello & Roperto, 2008; Santos-Lopez
etal.,2015).

Figura 2. Genoma del VPB tipo 1 indicando las distintas regiones codificantes

Fuente: Adaptado de (Van Doorslaer et al., 2017)

EPIDEMIOLOGIA DE VPB

Segun reportes de la literatura, las infecciones por papilomavirus bovino se han
presentado a nivel mundial con una distribucidn por genotipos como se aprecia en la
figura 3. Es importante destacar que cada uno de éstos se distribuyen de manera
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heterogénea y que algunos representan una incidencia mayor en diferentes lugares del
mundo. Asi, los genotipos que tienen mayor prevalencia al estar presentes en una mayor
cantidad de paises son el genotipo VPB-1 y VPB-2, donde el VPB-1 se ha reportado
en Arabia Saudi, Nueva Zelanda, Brasil, India, Japon y Suecia, mientras que el VPB-2,
en Alemania, Brasil, Japon, Italia, Portugal, Rumania, Nueva Zelanda y Espafia. Por
otro lado, para los genotipos VPB-3, VPB-7, VPB-8, VPB-9, VPB-11 y VPB-12, se
conoce reportes unicamente en Japon y Brasil, y en un inico caso de papilomatosis en
un bisonte en Eslovaquia. El VPB-4 se ha encontrado en Brasil e Italia, el VPB-5 en
Brasil y el VPB-6 en Brasil, Reino Unido y Japon, el VPB-10 en Brasil y Japon, y, por
ultimo, el VPB-13, mas recientemente encontrado en Brasil (Diaz et al., 2012).

Figura 3. Distribucion mundial de los genotipos de papilomavirus bovinos BPV-1 al BPV-13

Fuente: Adaptado de (Diaz et al., 2012).

En Colombia se han registrado infecciones provocadas por el VPB, de manera precisa,
se han reportado casos a lo largo del territorio colombiano asi: en la zona Norte de
Antioquia; en la zona del sur-oriente de Santander, comprendiendo los municipios de
San Gil, Socorro, Guadalupe, Oiba, San José, Barichara, Charald y Pinchote; en el
departamento del Cauca, en los municipios de Santander de Quilichao, Popayan, El
Bordo, Timbio, Cajibio y Sotara; en el departamento del Caqueta, en los municipios de
Montaiiita y Puerto Rico; y por altimo, en el departamento de Cordoba, lo que
representa menos de 25% del territorio colombiano (Bolafios et al., 2017; Cardona-
Alvarez et al., 2018; Orrego et al., 1979; Valencia et al., 2013; Villafafie et al., 1984).
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INFECCION CAUSADA POR VPB EN BOVINOS Y EQUINOS

En general, los huéspedes de estos virus comprenden varias especies, principalmente
mamiferos y aves (Diniz et al., 2009; Frias-De-Diego et al., 2019). De manera
caracteristica en los VPB se han detectado saltos entre especies principalmente de los
serotipos VPB-1 y VPB-2, infectando también a équidos, bufalos y bisontes, dando
lugar a afecciones més complicadas denominadas sarcoides (Corteggio et al., 2013; Nasir
& Campo, 2008; Shafti-Keramat et al., 2009). De manera particular, se conoce que los
conejos fueron la primera especie animal afectada por virus de la familia Papillomaviridae,
en quienes se demostrd, también, la tumorigénesis como consecuencia de esta infeccion
(Campo, 2002).

El VPB se propaga facilmente por contacto directo entre animales infectados, con
mayor facilidad entre los que estan estabulados, a través de lesiones cutaneas, sangre
contaminada y fomites, capaces de transmitir el virus, como cercas infectadas,
narigueras, agujas hipodérmicas, instrumentos quirurgicos, entre otros; ademas por
manipulacion de los animales con las manos del ordefiador, e incluso gracias a vectores
artropodos, principalmente garrapatas y tabanos, los cuales transportan el virus y facilita
su entrada en los animales en el momento que ocasionan pequefias lesiones en la piel
sana cuando pican o muerden a los mismos (Cardona—Alvarez etal.,2018; Méndez,
2019).

Al tener contacto con la piel, el virus infecta directamente a los queratinocitos basales
del epitelio, en donde se replican exclusivamente en el nicleo, posteriormente se replica
en los queratinocitos del estrato espinoso y granuloso ocasionando hiperplasia
(crecimiento excesivo) del epitelio. Una vez infectada la célula, el virus puede seguir
tres posibles vias:

1. El virus puede causar una infeccion latente sin cambios morfoldgicos en los
queratinocitos.

2. Enlas células basales maduras, el virus puede pasar de una infeccion latente a
una productiva con formacion de viriones completos infectantes, dando lugar
a cambios morfologicos conocidos como citopatologia viral, que incluyen
hiperplasia epitelial, queratinocitos con citoplasma claro, nlicleos picnéticos, y
algunas veces cuerpos de inclusion intranucleares y/o intracitoplasmaticos.
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3. El virus se puede integrar al genoma de la célula del huésped, resultando en
transformacion maligna de la célula y cambios morfolégicos de neoplasia
maligna (Méndez, 2019).

Tanto los cambios morfolégicos como la hiperplasia celular, se debe a que los genes
virales E5, E6 y E7, estan asociados con la regulacion del ciclo celular y con el proceso
de promover el crecimiento celular al inactivar proteinas supresoras tumorales como el
pS3 y pRb; E6, al unirse a p53, induce su degradacion proteosdmica, lo que resulta en
evasion de la apoptosis y el incremento de la inestabilidad cromosémica. Por su parte,
la oncoproteina E7 al unirse a pRb activada la degrada y libera el factor de transcripcion
E2F que favorece la expresion del factor de crecimiento E2F1, dando como resultado
una proliferacion celular descontrolada (Figura 4), con una nula capacidad para reparar
el material genético provocando asi una transformacién maligna (Campo, 2002;
Méndez, 2019).

Figura 4. Mecanismo de carcinogénesis en la infeccion por Papilomavirus. Tomado y
modificado de tipificacion viral y caracteristicas inmunopatologicas de la fibropapilomatosis
bovina en diferentes regiones de San Luis Potosi.
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Asi mismo, dependiendo el género del papillomavirus, las infecciones que se producen
van a tener caracteristicas diferentes; asi, las ocasionadas por los Deltapapilomavirus, van
a transformar los fibroblastos subepiteliales, produciendo posteriormente una acantosis
epitelial y papilomatosis; las infecciones ocasionadas por los Xipapillomavirus, provocan
unicamente la transformacion del epitelio, mientras que las causadas por los
Epsilonpapilomavirus, causan tanto fibropapilomas como papilomas epiteliales
(Borzacchiello & Roperto, 2008).

PRINCIPALES ONCOPROTEINAS TRANSFORMADORAS PRESENTES
EN EL VPB

La proteina E5 presente en VPB 1 y VPB 4, es una proteina transmembrana de tipo II,
mayormente hidrofobica, situada entre las cadenas de acidos grasos de los lipidos de la
membrana, la cual atraviesa la membrana una sola vez, y que actiia como la principal
proteina transformadora del VPB (Corteggio et al., 2013). En primer lugar, se une y
activa al receptor del factor f de crecimiento derivado de plaquetas PDGF-R en células
ya transformadas, formando complejos estables junto con el receptor, provocando su
dimerizacion. Al estimular a PDGF-R se activa una cascada de sefalizacion del
receptor, que, en consecuencia, induce el crecimiento intracelular. Por otro lado, ES
también se une a la subunidad ¢ de 16kDa de ductina, un componente de las vias
comunicantes y la ATPasa vacuolar, provocando una regulacion negativa de la
comunicacion intracelular de la célula infectada con sus vecinas sanas. Esta interaccion
provoca también la alcalinizacion del aparato de Golgi y los endosomas, impidiendo la
salida de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de tipo 1. Su
ausencia en la superficie de las células facilita la evasion de la respuesta inmune del
huésped. Ademas, la oncoproteina ES activa algunas enzimas quinasas como Acdk-2,
MAP, JNK, PI3 y c-Src impidiendo que se desarrolle de manera correcta el control del
ciclo celular (Chambers et al., 2003).

La segunda proteina transformadora més importante del VPB es E6, cuya localizacion
varia entre pequeas fracciones de membrana y nucleo, y contiene dos dominios de
dedos de zinc reconociéndose como una proteina activadora de la transcripcion con
union al ADN. La funcién transformadora de E6 la realiza mediante la union a dos
moléculas. Primero a la proteina de union a calcio ERC-55/E6BP, y segundo al
coactivador transcripcional CBP/p300. La union de estas proteinas con la influencia de
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E6 interfiere en las funciones celulares normales. Adicionalmente, la oncoproteina E6
se une a la proteina de adhesion focal paxilina, provocando una interrupcion en el
citoesqueleto, cuya funcion es vital para el mantenimiento de la morfologia celular, la
motilidad, la division y las interacciones de la célula con otras células y con la matriz
celular; E6 también se une a la subunidad y del complejo adaptador de clatrina AP-1,
obstruyendo las vias del trafico vesicular, importantes para el control de la proliferacion
y diferenciacion celular (Chambers et al., 2003; Corteggio et al., 2013).

Por otra parte, el gen E7 codifica a una proteina de union a zinc de 127 aminoacidos,
denominada E7, que mejora la actividad de las oncoproteinas ES y E6 en la
transformacion celular. Esta proteina, provoca una sobreexpresion de la integrina 1,
importante para el proceso de regulacion de la proliferacion y diferenciacion de los
queratinocitos en el huésped; y también, interfiere en las respuestas celulares que
conducen al rechazo de tumores, al inhibir algunos factores responsables de la
regulacion del ciclo celular; ademas, interactua con p600, una proteina de 600 kDa que
desempefia un papel importante en la supervivencia celular y en la morfogénesis
(DeMasi et al., 2007).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Papilomatosis bovina: El signo mas caracteristico de esta enfermedad corresponde a
la aparicion de pequefios crecimientos nodulares en la piel, conocidos como verrugas,
que se observan a simple vista, como se evidencia la figura 5; en la mayoria de las
ocasiones tienen una regresion espontanea, o duran hasta un tiempo maximo de 18
meses, hasta que se necrosan y se desprenden de la piel del animal. De igual manera, el
resto de signos clinicos van a aparecer dependiendo del lugar en donde se ubiquen las
lesiones. Por ejemplo, si se localizan en espacio interdigital son dolorosos y pueden
provocar cojeras o postracion. En el sistema gastrointestinal, es poco comin que
presenten sintomas clinicos evidentes, aunque pueden provocar pérdida de apetito o
distension abdominal. En la glandula mamaria, pueden dificultar la extraccion de leche
o complicarse con infecciones secundarias, dando lugar a mastitis. En la vagina o el
pene, pueden causar interferencias durante el coito, sangrado, infeccion y obstruccion,
lo que puede afectar la reproduccién. (Cardona-Alvarez et al., 2018; Méndez, 2019).
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Figura 5. Ubicacion de las lesiones en bovinos con papilomatosis cutanea. a) Cabeza y cuello
y b) Dorso y torax. Adaptado de Caracterizacion clinica, histopatoldgica e histoquimica del
papiloma cutaneo en bovinos (Bos taurus) del departamento de Cordoba, Colombia.

Fuente: Cardona-Alvarez ef al., 2018.

De manera especifica, los serotipos del 1 al 6 se distribuyen de diferentes maneras en
el cuerpo de los animales asi: los serotipos VPB-1 y VPB-2 ocasionan papilomas en la
zona de la cabeza, cuello y hombros, ademds de localizarse en el pene y la mucosa
vaginal; el serotipo VPB-3 causa papilomas cutaneos persistentes; el serotipo VPB-4
estd implicado en la aparicion de papilomas en el tracto digestivo; el serotipo VPB-5
causa papilomas en el pezén de tipo “grano de arroz”; y el serotipo VPB-6 ocasiona
papilomas aplanados (en forma de fronda) también en el pezon (Carter et al., 2004).

Sarcoidosis equina: La sarcoidosis equina constituye una enfermedad que genera
tumores dermatologicos en caballos, burros, mulas y cebras (Nasir & Brandt, 2013;
Nasir & Campo, 2008). A diferencia de los papilomas bovinos, los sarcoides equinos
no demuestran regresion natural ni espontanea, y, aunque no hacen metastasis, pueden
ser recurrentes si no se tratan de manera adecuada. En la literatura se han descrito
diferentes tipos clinicos, tal como se observa en la figura 6. El tipo fibroblastico
presenta ulceracion agresiva en la epidermis; los tipos ocultos corresponden a placas
alopécicas planas, con hiperqueratosis o presencia de nddulos en su superficie; los
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sarcoides nodulares son masas redondas que no ocasionan ningun tipo de dafio al
epitelio, pero la piel suprayacente puede desprenderse o adherirse a la porcion
fibroblastica del tumor; los sarcoides de tipo verrugoso tienen una apariencia de
protuberancias de pequefio tamafio, tipica de las lesiones provocadas por los virus del
papiloma. Con frecuencia, se observan casos de animales que presentan sarcoides
mixtas, compuestas por dos o0 mas tipos de sarcoides. Las lesiones de tipo nodular,
verrugoso y oculto suelen permanecer estables a lo largo del tiempo por muchos afos,
y de manera espontanea, cambiar drasticamente y evolucionar a un tumor que crece

rapido, generalmente de tipo fibroblastico, que es muy dificil de tratar (Bogaert et al.,
2007).

Figura 6. Cuatro tipos clinicos de sarcoide equina. (a) Sarcoides fibroblasticos en el abdomen
ventral; (b) sarcoides ocultas en el hombro; (c) sarcoide nodular en el parpado superior; (d)
sarcoide verrugoso en la mandibula

Fuente: Adaptado de (Bogaert et al., 2007).

A partir de las caracteristicas de las lesiones como localizacion, tamafio, nimero, su
tendencia a resistir el tratamiento farmacologico, esta enfermedad puede comprometer
de manera integral el bienestar y estado natural de los animales afectados y causar
pérdidas econdémicas para los sistemas que de ellos dependen, siendo importante el
desarrollo de nuevas terapias que sean verdaderamente efectivas y que no provoquen
efectos secundarios al ser aplicadas en los animales, para garantizar una mejor
supervivencia y optimizacion de los recursos econdmicos, cuando sea el caso.
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OPCIONES TERAPEUTICAS PARA TRATAR EL VPB

En la mayoria de los casos las lesiones papilomatosas retroceden naturalmente sin
causar consecuencias mas graves al animal infectado, pero en situaciones particulares,
relacionadas con una mala higiene o cuidados inadecuados, las lesiones pueden ser
recurrentes, ademas de persistir y progresar en carcinomas, y es aqui cuando se vuelve
indispensable una intervencion terapéutica para tratar y erradicar la infeccion por
completo. El tratamiento de estas enfermedades ha estado limitado pues no hay
medicamentos que demuestren una efectividad del 100%, y es por esto que se han

desarrollado gran variedad de tratamientos con el fin de controlar la infeccion por el
VPB (Archana et al., 2019; Namgyel et al., 2021).

Dentro de los tratamientos usados para el control de la infeccion causada por el VPB
tanto en equinos como en bovinos, se encuentra una amplia variedad de
procedimientos y medicamentos con una efectividad variada. Por ejemplo, la cirugia se
lleva a cabo Uinicamente cuando las lesiones presentes en el cuerpo del animal son
pocas, removiendo la totalidad de las verrugas, lo cual lo convierte en un procedimiento
poco practico, que en la mayoria de casos no se realiza. Por otro lado, la vacunacion es
otra de las formas mas comunes de tratamiento y prevencion de la enfermedad
(Archana ef al., 2019; Bolafios et al., 2017). Las vacunas que se han implementado desde
el afio 1990 estan basadas en el uso de la proteina BPV L1 obtenida de manera
recombinante de organismos procariotas, y también en la obtencion de particulas
sintéticamente similares al virus mediante el uso de células eucaridticas, que tienen
como proposito inducir inmunidad en el huésped, pero que no demostraron una
proteccion eficaz contra la infeccion (Ugochukwu et al., 2019). Adicionalmente, las
vacunas autdogenas que se elaboran con sangre o tejidos de verrugas de animales
infectados también se implementan como medida de control, pero no es efectiva en la
mayoria de los animales afectados (Ugochukwu et al., 2019; Valencia et al., 2013).

Otras alternativas son el uso y suministro de medicamentos como el 4.4 Diaceturato
de Diazoaminodibenzamidina, el clorobutanol, inmunomoduladores como la
ivermectina y el levamisol, infusiones intravenosas de bismuto, amonio, acido salicilico,
etilenodinitrilo tetracetato de calcio, cobre o cloruro de magnesio. Por otra parte, se
dispone de alternativas terapéuticas que incluyen el uso de células inactivadas de
Propionibacterium hasta medicina homeopatica con el empleo del extracto de Thuja
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occidentalis (Bolados et al., 2017; Namgyel et al., 2021; Ugochukwu et al., 2019; Valencia
etal.,2013).

Particularmente, para la sarcoidosis equina no existe una terapia eficaz que facilite el
tratamiento de los animales afectados, y como esta enfermedad es clinicamente mas
severa, se recurre a procedimientos como la escision, la crioterapia y la
inmunomodulacién local, que, en la mayoria de los casos no presenta los resultados
esperados. La escision quirtrgica presenta consecuencias pues provoca en el animal
afectado una hiperproliferacion de las lesiones, debido a la activacion del VPB que esta
latente en el tejido aparentemente normal que rodea la lesion (Chambers ef al., 2003).
Ante estos resultados, en los Gltimos anos se han desarrollado vacunas basadas en
vectores del virus de la influenza A y B que inducen la regresion de tumores, las cuales
prometen un futuro alentador para todos los animales afectados con el VPB (Jindra et
al.,2021).

REGRESION DE TUMORES OCASIONADOS POR EL VPB

La regresion de tumores es un proceso que puede ocurrir de manera espontdnea, tanto
para el tumor primario, como para su metastasis, y recibe este nombre debido a que se
produce una disminucion en el tamafio del tumor, provocando “la desaparicion parcial
o completa de un tumor maligno en ausencia de tratamiento o en presencia de terapia
considerada inadecuada para ejercer una influencia significativa sobre la enfermedad”
(Papac, 1996). Para los cénceres que se establecen en el epitelio, el sistema
inmunologico es quien desempefia el papel principal para que se desencadene la
regresion de tumores, al detectarse la presencia aumentada de linfocitos T, y algunas
citoquinas (Salman, 2016).

Los tumores ocasionados por el VPB contienen una gran cantidad de células
inmunitarias, citoquinas inflamatorias como I[FN-y, TNF-a, IL-1B, IL-17A , IFN-a e
IL-12p70, y antigenos diana, que en conjunto constituyen un tipo de tumor
inmunoldgicamente “caliente”. Cuando se desencadena la respuesta inmune, aumenta
la transcripcion de genes regulados por IFN-y, demostrando que la participacion de
IFN es importante para la inmunovigilancia de estas lesiones (Zeng et al., 2021).
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En investigaciones recientes en las que ha sido utilizado el modelo murino para definir
el papel que cumple el IFN-y en el rechazo de tumores, se ha destacado la respuesta
del IFN-y en procesos de regresion espontanea de tumores, y, debido a este
comportamiento, se ha definido el papel que cumple el interferén en el control de
tumores ocasionados por algunos papilomavirus utilizando un modelo “regresor” de
tumores epiteliales. Es asi como se demuestra que para que se produzca el interferon,
los linfocitos T CD8+ cumplen un papel fundamental, quienes, al ser activados por los
linfocitos T CD4+ brindando una fuente temprana de IL-2, promueven la fase efectora
en la que se destruye el estroma tumoral de manera mas efectiva, y se aumenta la
produccion de IFN-y dentro del microambiente tumoral. Por otro lado, cuando no se
produce de manera efectiva el IFN-y, se disminuye la producciéon de quimiocinas
CXCL9, CXCLI10 y CCLS dentro de la masa tumoral, y, en consecuencia, una
reduccién en el nimero de linfocitos T capaces de infiltrar en el tumor. Los ligandos
CXCR3, CXCL9, CXCL10y CXCL11 aumentan en cantidad a medida que avanza la
formacion del tumor (Zeng et al., 2021).

Asi como se observa en la figura 7, la secrecion de CXCL10 proveniente de las células
tumorales es inducida por el IFN-y, siendo fundamental para que se establezca la union
de estas quimiocinas CXCL10 y CXCL11 junto con su ligando CXCR3, producido por
los linfocitos T CD8+, para controlar el crecimiento de los tumores. Es asi como se
podria concretar que el IFN-y producido por las células T CD8+ dentro del tumor
actan en un ciclo de retroalimentacion para inducir la expresion de CXCL10 en las
células tumorales, conduciendo a una mayor expresion de CD8+. Pero no solo los LT
CD8+ liberan IFN-y. Otras cé€lulas pertenecientes al sistema inmune innato como las
células natural killer (NK), las células dendriticas (CD), los macrofagos y las células T
vo estimulan la liberacion del interferén apoyando la produccion temprana de esta
citoquina para desencadenar la respuesta inmune (Zeng et al., 2021).
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Figura 7. Proceso de regresion tumoral en el cual esta involucrado el IFN-y producido por las células T
CD8+, y la quimiocina CXCL10, con su correceptor CXCR3. Tomado y modificado de (Zeng et al.,
2021).

VECTORES VIRALES COMO OPCION TERAPEUTICA EN LA
REGRESION DE TUMORES

El uso de virus como posibles vectores para tratamientos enfocados hacia diferentes
enfermedades tiene una amplia trascendencia. Los vectores virales estan disponibles,
segun el efecto deseado, pues son altamente inmunogénicos facilitando la propagacion
del antigeno, o material genético del mismo, debido a que se replican dentro de las
células huésped, ademas de demostrar tasas de infeccion significativamente importantes
(Lin et al., 2010).

Algunos de los virus que se usan como vectores virales son el Adenovirus, Virus
Adenoasociados, el Virus de la Viruela Aviar y el virus Vaccinia. De manera mas
detallada, el virus Vaccinia es un vector prometedor, al contar con un gran genoma y
por su naturaleza altamente infecciosa, reduciendo la patogenicidad producida
principalmente por las oncoproteinas E6 y E7. Por otro lado, los Adenovirus y Virus
Adenoasociados, son usados ampliamente debido a la facilidad que demuestran para
estimular una respuesta inmune del huésped de manera mas eficaz, al mejorar el
procesamiento del antigeno presentado al Complejo Mayor de Histocompatibilidad de
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clase I CMH-I de diferentes maneras, promoviendo una mejor atencion a la infeccion
(Chabeda et al., 2018; Lin et al., 2010).

Segtin el grupo de Wu et al 2010, para las terapias antitumorales también son usados
los vectores virales de tipo ARN, como el Virus del Bosque de Semliki (SMV), el cual
induce respuesta de linfocitos T citotoxicos inhibiendo la angiogénesis tumoral. En esta
familia también se encuentra el virus de la Encefalitis Equina Venezolana (EEV) y el
Virus Sindbis (SIN) (Lin et al., 2010); quienes, al tener la capacidad de autoreplicarse,
dan como resultado una expresion mas solida del antigeno, y, en consecuencia, una
mayor inmunogenicidad (Chabeda ef al., 2018). Sin embargo, el uso de vectores vivos
lleva consigo un riesgo de seguridad, principalmente para pacientes inmunosuprimidos,
situacion que se agrava con la posibilidad de aparicion de anticuerpos neutralizantes,
los cuales limitan las inmunizaciones repetidas, y la posibilidad de que exista una
inmunidad previamente establecida al vector en uso (Chabeda et al., 2018; Lin et al.,
2010).

Por otra parte, el grupo de Brandt (2021), plante6 la posibilidad de un nuevo
tratamiento Util para la regresion de tumores causados por el VPB, especificamente en
equinos, teniendo en cuenta que los sarcoides comprometen de manera severa la salud
y bienestar de los animales, debido a la tendencia a resistir al tratamiento y reaparecer
de forma mas grave. Asi pues, los investigadores desarrollan vectores del Virus de la
Influenza A y B, que contienen un gen NS1 truncado, que asegura la induccion de
interferon y, ademas, coexpresa las oncoproteinas del VPB 1 E6 y E7.

Ademas, en el estudio realizaron un ensayo que involucro6 a 29 caballos portadores de
sarcoide inducido por VPB 1, a los cuales se les inyecto intratumoralmente los vectores
denominados iINSA/E6E7 y/o iINSB/E6E7. El tratamiento indujo una respuesta
antitumoral sistémica reflejada por la regresion sincronica de las lesiones inyectadas y
no inyectadas. Se demostro la regresion completa del tumor en 10/29 caballos. Nueve
de estos pacientes gravemente afectados con un historial de intentos terapéuticos
fallidos no respondieron o solo transitoriamente al tratamiento (Jindra et al., 2021). Por
consiguiente, las vacunas basadas en vectores INSA/E6E7 e INSB/E6E7 demostraron
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ser seguros y efectivos para reducir significativamente la carga tumoral incluso en casos
graves.

En los ultimos afios se ha investigado e implementado el uso de virus de plantas para
el desarrollo de vacunas y otras sustancias terapéuticas. Es asi como se han disefiado
vectores de expresion de primera, segunda y tercera generacion que difieren entre si en
cuanto a su mecanismo de accion. Los vectores de primera generacion utilizan el virus
completo, el cual contiene el genoma completo con el gen de interés expresado desde
el mismo ORF que la proteina de la cubierta, ya sea como parte de una proteina de
fusion o también en otro promotor adicional que es incorporado al genoma viral. Por
otro lado, los vectores de segunda generacion no tienen limitacion en el tamafio de los
genes que se quieren insertar. Estos son una version mejorada de la primera generacion
al tener niveles de producciéon mejorados al estar compuestos tnicamente por los
componentes minimos que el virus requiere para la replicacion, mas el gen extraio de
interés (Hefferon, 2017).

En especial, la tercera generacion ha demostrado gran utilidad como opcion terapéutica
para tratar el cancer. Esta tltima generacion utiliza los virus de plantas como
nanoparticulas que provocan una respuesta inmunoldgica localizada contra las células
cancerosas, constituyendo una gran ventaja pues esta respuesta no es toxica y ademas
es biodegradable. Alli aparece el Virus X de la Papa (PVX) y el Potexvirus del Mosaico
de la Papaya (PapMV), los cuales pueden ser administrados intratumoralmente, al
actuar como nanoparticulas, provocando una regresion del tumor. En particular,
PapMYV tiene propiedades inmunoestimuladoras provocando una respuesta mediada
principalmente por INF a, y, al ser endocitado de manera rapida por las células
presentadoras de antigeno, esta respuesta inmune es acompanada de una significativa
proliferacion celular de linfocitos T CD8" (Hefferon, 2017).

Por todos los beneficios y ventajas que confieren estos vectores virales obtenidos de
plantas, principalmente para las terapias antitumorales, es importante que se contintie
con la investigacion y desarrollo enfocados en los muchos usos que pueden tener;
ademas de su produccion a nivel farmacéutico para aplicarlos posiblemente en el
tratamiento de papilomas y sarcoides ocasionados por el VPB, buscando beneficiar
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tanto a bovinos como a equinos, en los que se estimule de mejor manera la regresion
tumoral.

TERAPIAS DE INMUNIZACION PARA LA REGRESION DE TUMORES

Inmunizacién directa: de manera experimental, se ha demostrado la regresion de
lesiones papilomatosas en bovinos gracias a una inmunizacion directa con antigenos
virales que provoca una respuesta inmunitaria en los animales. De manera mas
especifica, se realiz6 un estudio en terneros de 8 a 12 semanas de edad, a quienes se
inoculd particulas del VPB-4 demostrando la regresion espontdnea de tumores
acompanados por infiltraciones de linfocitos CD4+ y CD8+. Estos resultados han sido
comparados de manera similar con papilomas que retroceden posteriormente al
tratamiento con la vacunacion o con inmunoterapia intralesional con Corynebacterium
parvum (Knowles et al., 1996).

Inmunizacién recombinante: la produccion de péptidos de E7 especificos del VPB-
4 utilizando E. coli también ha sido efectiva para inmunizar a bovinos, en los cuales se
induce el rechazo de tumores previamente establecidos, acompafiado, como
normalmente ocurre, de una respuesta inmune celular. Esto demuestra que en los
bovinos, una adecuada inmunizacion con la oncoproteina E7 puede provocar una
respuesta inmune suficiente para inducir la regresion de tumores, y ser usado como

vacuna profilactica y terapéutica en los casos de papilomatosis bovina (Campo et al.,
1993).

Adicionalmente, se han obtenido otras proteinas recombinantes de E. coli para vacunas,
como la L1 y L2 del VPB-2. En primer lugar, la proteina L1 induce inmunidad,
propiedad conservada atn en la produccion recombinante de la proteina, lo cual
demuestra que la respuesta inmune es consecuente al reconocimiento de antigenos en
el virion. En condiciones experimentales, la regresion del tumor ocurre
aproximadamente 12 meses después de la infeccion, pero prevalece el estadio de
ulceracion de la lesion. En segundo lugar, la proteina L2 permanece interna en el virion,
es decir, no se expone facilmente al sistema inmune del huésped, pero aunque ocurra
esta condicion, la ulceracion del tumor facilita la respuesta inmune frente a la lesion
(Jarrett et al., 1991; Selvakumar et al., 1995). Asimismo, la inmunizacién con otras
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proteinas de tipo no estructurales que puedan inducir respuesta inmune de tal manera
que provoque la regresion del papiloma, pueden ser la E1, E2, E6 y E7 (Selvakumar et
al., 1995).

En la actualidad la papilomatosis bovina presenta una regresion espontanea en la
mayoria de los casos, donde los animales infectados sobreviven sin que esto traiga
repercusiones negativas para su desarrollo, por esto no se desarrollan tratamientos mas
especificos que promuevan la regresion de tumores, sino que, por el contrario, se
utilizan técnicas y procedimientos mas naturales y rudimentarios en estos ambientes.

TERAPIAS UTILIZADAS PARA LA REGRESION DE TUMORES EN
EQUINOS

TERAPIAS GENERALES

La sarcoidosis equina no cuenta con un tratamiento gold standard que demuestre ser
efectivo como terapia para el 100% de los casos de équidos afectados con el VPB.
Teniendo en cuenta lo anterior, es frecuente que se incurra en errores al momento de
tomar decisiones clinicas, lo cual puede repercutir negativamente en el desarrollo de la
enfermedad, llegando a provocar resultados catastroficos (Knottenbelt, 2019;
Sprayberry & Robinson, 2014). Algunas de las técnicas y procedimientos mas usados
con diferentes grados de éxito incluyen la intervencion quirtrgica, ya sea por métodos
convencionales o con el uso de laser de dioxido de carbono CO», la crioterapia, la
hipertermia, la radioterapia, la quimioterapia, la inmunomodulacion topica y los agentes
antivirales (Taylor & Haldorson, 2013).

Es importante mencionar que el tipo de terapia que se escoja depende del tipo y
ubicacion de la lesion y de la disponibilidad de herramientas que pueden ser usadas en
el momento de tratar al paciente. Por ejemplo, la radiacion es la mejor opcion para
tratar el sarcoide periocular pero demuestra dificultades en cuanto al acceso y
disponibilidad. Por otro lado, dentro de la radioterapia existen varias opciones dentro
de las cuales se puede escoger el método de administracion, ya sea plesioterapia,
braquiterapia y teleterapia, y el tipo de radiacion, entre los que se encuentran electrones,
radiacion gamma o rayos X (Knottenbelt, 2019).
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La opcion terapéutica que se emplea con mayor frecuencia es la quirurgica, que puede
ser realizada de diferentes maneras, pero presenta grandes limitaciones en cuanto al
tipo, la ubicacion y extension de la lesion. Generalmente los sarcoides mas pequefios y
accesibles para intervencion quirargica pueden ser extirpados mas facilmente y no
presentan gran riesgo para la salud del animal; mientras que, los sarcoides gravemente
invasivos son mas dificiles de erradicar, y frecuentemente han demostrado recurrencias
debido a que posterior a la cirugia, se produce una siembra con células provenientes
del tumor, y la enfermedad puede llegar a ser clinicamente mas severa y agresiva. Para
contrarrestar estos problemas, la intervencion quirargica puede ser combinada con
algunos métodos complementarios como la quimioterapia y radioterapia (Knottenbelt,
2019; Sprayberry & Robinson, 2014).

Otro tratamiento que puede ser usado es la hipertermia, consiste en el sometimiento
de las lesiones a una temperatura de 50 °C por aproximadamente 30 segundos usando
un dispositivo de hipertermia que funciona con radiofrecuencia. Este procedimiento
puede inducir la regresion de tumores durante al menos 7 meses en casos de sarcoidosis
equina, y lo hace a través de la induccion de apoptosis en las células tumorales en
respuesta directa al calor. Sin embargo, se presentan muchas limitaciones pues solo se
pueden tratar tumores de menos de 1 cm de diametro a la vez, y por esta razon no es
muy recomendado en la mayoria de los casos (Taylor & Haldorson, 2013).

INMUNIZACION POR MEDIO DE VACUNAS

Las terapias de inmunizacion por medio de vacunas también han sido muy usadas,
especialmente aquellas compuestas con particulas similares al virus, demostrando
resultados particulares de regresion de tumores solo en la mitad de los équidos
sometidos a tratamientos. Estos hechos demuestran que es necesario que se desarrollen
investigaciones enfocadas en el campo del desarrollo de inmunoterapias basadas en
vacunas, teniendo en cuenta que son variadas las posibilidades de usos de vectores,

especialmente virales, aptos para que se produzca una buena respuesta del animal
afectado (Taylor & Haldorson, 2013).

Es asi como se ha demostrado el uso del virus de la influenza atenuado, manipulado
genéticamente con el proposito de usarlo en terapias basadas en vacunas. El Virus de
la Influenza A (H3N2) contiene un genoma de ARN de cadena negativa segmentado;
el segmento mas corto codifica para dos proteinas virales no estructurales, en primer
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lugar, la proteina no estructural 1 antagonista del IFN (NS1), y, en segundo lugar, la
proteina de exportacion nuclear (NEP). Cuando la induccion de IFN tipo I es
bloqueada, la proteina NS1 evita que las células alcancen un estado antiviral;
conociendo esto, las modificaciones genéticas en el ORF, eliminan la parte C-terminal
de NS1, provocando una supresion de la funcién inhibidora del IFN de NSI1 y, en
consecuencia, la atenuacion de los virus H3N2. De manera adicional, se ha demostrado
que el ORF de NSI1 tolera la insercion de secuencias extrafias de gran tamafio, muy util
para manipulaciones genéticas con fines terapéuticos. Ademas, NS1 se expresa en gran
medida, fomentando una buena respuesta inmune frente a antigenos coexpresados.
Otra ventaja es que los vectores recombinantes del Virus de la Influenza A con
eliminacion de NS1 no producen intermediarios del ADN durante su ciclo de vida, lo
que impide la integracion en el genoma huésped, confiriendo un nivel seguridad
importante para su uso (Jindra et al., 2015).

CONCLUSIONES

El uso de vectores virales como potenciales terapéuticos para combatir enfermedades
se ha investigado a lo largo de los afios y han tenido una gran acogida debido a la
efectividad de los resultados obtenidos. Estos vectores, obtenidos de virus de plantas,
han evolucionado de generacion en generacion y han sido aplicados incluso en
tratamientos contra el cancer, ya que actian como nanoparticulas que se aplican
directamente en la lesion tumoral, y estimulan una respuesta inmune localizada,
mediada por INF a, evidenciando un resultado positivo para el tratamiento de estas
patologias. Si bien, estos vectores provenientes de virus de plantas no han sido
estudiados como posibles tratamientos para la papilomatosis bovina y la sarcoidosis
equina ocasionadas por el VPB, hacen falta estudios ya que pueden ser potenciales para
mitigar las lesiones y los dafios provocados por el mismo virus.

Para el manejo y regresion de tumores se ha utilizado vectores virales basados en el
Virus de la Influenza A recombinante, modificado genéticamente para eliminar su
proteina NSI1, la cual actiia como un factor de virulencia que dificulta la respuesta
antiviral mediada por interferon de tipo I (IFN) del huésped. Estos avances son
prometedores para ser usados in vivo en tratamientos para la regresion de tumores
provocados por el Virus del Papiloma Bovino y ademas para obtener vacunas estables
dirigidas contra el mismo virus.
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El avance tecnolédgico y farmacéutico sobre posibles tratamientos aplicados en bovinos
que estimulen la regresion de tumores es pobre, principalmente porque la papilomatosis
bovina en la mayoria de los casos demuestra una regresion espontanea, salvo ciertos
casos especiales, y los animales infectados sobreviven sin que esto traiga repercusiones
negativas para su desarrollo. Ademas, algunas terapias basadas en la produccion
recombinante de proteinas virales como la L2 y la E7, han demostrado cierto grado de
utilidad, al inducir la regresion de lesiones causadas por el VPB. Asi, como estos casos
no se tornan clinicamente mas severos, se utilizan técnicas y procedimientos mas
naturales y rudimentarios en estos ambientes.
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RESUMEN

La malaria es una infeccion causada por protozoarios del género Plasmodium spp, de los cuales
existen seis especies que afectan al humano Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium vivax
(P. vivax), Plasmodium ovale wallikeri , P. ovale curtisi, Plasmodium malariae y Plasmodium knowlesi,
siendo P. falciparum y P. vivax las especies que reportaron en el 2020 mas nimeros de casos a
nivel nacional con un 46,5% y 53,1% respectivamente (World Health Organization, 2019, 2020,
2021). Por lo tanto, realizar estudios e investigaciones en esta patologia, permitirdan aumentar
el conocimiento de esta enfermedad, con el fin de proponer el desarrollo de vacunas, disminuir
los casos y erradicar las especies que afectan al humano, entre ellas esta el P. falciparum, que se
ha reportado anualmente en zonas endémicas.

Asi mismo, se ha descrito un aumento de casos de P. vivax siendo relevante en la region de las
Américas, en donde causa el 75% de los casos de malaria. Una de las principales complicaciones
para controlar la enfermedad causada por P. vivax, ha sido su estadio latente en el higado
denominado hipnozoito y la ausencia de sintomas en la etapa pre-eritrocitica de su ciclo
bioldgico (Howes et al., 2016). En esta fase participan un alto nimero de proteinas, donde la
proteina anonima relacionada con trombospondina (TRAP) es una de las mas trabajadas e
implicadas en los mecanismos de invasion del esporozoito (Sultan et al., 1997).

Por lo tanto, en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos que ataquen las formas parasitarias,
en especial la del estadio esporozoito que implicaria el bloqueo del desarrollo de la enfermedad,
se ha estudiado la proteina TRAP, un antigeno presente en las diferentes especies del género
Plasmodium (Rogers et al., 1992). Basados en la importancia de esta enfermedad en las zonas
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tropicales y subtropicales del mundo, se llevé a cabo una revision de la epidemiologia actual,
ciclo celular del parasito enfocado en las principales especies de Plasmodium. Seguido de esta
informacion se hace énfasis en las caracteristicas de la proteina TRAP y su relevancia en el ciclo
de invasion a la célula hepatica.

INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad antigua que fue comprendida gracias a Alphonse Laveran en
1880, quien analizo sangre de personas que presentaban picos febriles y sintomas inusuales para
la época, desencadenando una serie de investigaciones al respecto en donde fueron
descubiertos los estadios parasitarios y la transmision vectorial a mediados del afio 1897 (Cox,
2010). Pese a esto, no se comprendia a profundidad el inicio y la evolucion parasitaria,
resolviéndose en 1948 cuando Henry Shortt y Cyril Garnham mostraron la fase de division del
parasito en el higado (Shortt & Garnham, 1948), lo cual fue un gran aporte cientifico para lograr
comprender el ciclo de vida de Plasmodium spp. A medida que ha pasado el tiempo, la malaria,
catalogada como enfermedad transmitida por vectores, ha sido foco de multiples
investigaciones que han llevado a la identificacion de blancos terapéuticos para la generacion
de vacunas, con el fin de poder controlar esta enfermedad (Sato, 2021). Sin embargo, como se
mostrara mas adelante, el ciclo de vida de este parasito impone retos interesantes para el
desarrollo de métodos efectivos.

Ahora bien, buscando una solucién para controlar y erradicar la malaria se han realizado
investigaciones, detectando blancos para bloquear la infeccion, siendo uno de los mas
prometedores la etapa pre-eritrocitica, en donde se ve implicado la forma infectiva parasitaria
denominado: esporozoito (Frischknecht & Matuschewski, 2017). Esta fase es el estadio
infectante del parasito que es inoculado durante la picadura del mosquito hembra del género
Anopheles. Una vez dentro del tejido o vaso sanguineo humano, el esporozoito debe hacer un
viaje hacia el tejido hepatico (blanco), a través de un proceso denominado atravesamiento
celular “cell traversal” (Menard et al., 2013). Durante este proceso se ha documentado que el
parasito es capaz de atravesar distintas células humanas (epiteliales, células fenestradas, células
de Kupffer) para acceder finalmente a hepatocitos con alta concentracion de
glicosaminoglicanos (Mota et al., 2001).

La invasion a la célula hepatica implica por parte del esporozoito, el uso de un armamento
proteico proveniente del complejo apical y de la membrana plasmatica. Dentro de estos
antigenos se ha descrito ampliamente la participacion de la proteina circumsporozoito (CSP) y
la proteina anonima relacionada a la trombospondina (TRAP) (Mota et al., 2001).
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Esta revision, presenta las generalidades de la malaria, partiendo de un contexto
epidemiologico, ciclo de viva del parasito, manifestaciones clinicas de la infeccion y finaliza con
la proteina TRAP y su importancia a nivel de la interaccion en la infeccion del hepatocito.

METODOLOGIA

Diseiio del estudio: La presente revision de literatura tomo algunas fases del protocolo
PRISMA (Salameh et al., 2019), se investigaron los objetivos para plantear limitaciones con el
fin de crear la notacion de indagacion, hallando los articulos principales, subsiguientemente
fueron filtrados, examinando para presentar la informacién encontrada.

Fase 1. Se trazaron y constituyeron los objetivos pertinentes, la pregunta de investigacion que
busco responder ;Cual es el impacto en la salud piblica de la malaria y su relacion con la
proteina TRAP que se une a células hepaticas?

Fase 2. Se buscaron articulos cientificos en las bases de datos como ScienceDirect, Scopus,
PubMed, Web of Science, Ebsco, Taylor and Francis y Scielo, utilizando las palabras clave y
creando las formulas de indagacion.

Fase 3. En total se obtuvieron 138 articulos, los cuales fueron examinados por titulo, resumen
y contenido, tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion. Como resultado de este
proceso se escogieron aproximadamente 38 articulos para la construccion de la revision, en
caso de que el articulo no cumpliera los criterios de inclusion, se escogioé uno de los articulos
eliminados que poseia mas citaciones.

Fase 4. Los articulos seleccionados se analizaron de una manera detallada para hallar
informacion apreciable para desarrollar la revision, haciendo énfasis en la malaria: un problema
de salud publica y su relacion con la proteina TRAP. Se utilizaron las palabras clave como
“hepatic cells”, “malaria”, “pre-erythrocytic stage”, “thrombospondin-related anonymous
protein A” . Se escogieron aproximadamente 38 referencias para dar inicio al proceso de

revision.

La calidad de los articulos seleccionados fue determinada por cada autor empleando la
herramienta AXIS, la cual evalta calidad de la certeza de los estudios y el peligro de sesgo en la
eleccion. Se desarrolld con el uso indicador Delphi, que cuenta con cuatro moédulos:
introduccion, métodos, resultados, discusion, con un total de aproximadamente 20 preguntas
(Downes et al., 2016). Las condiciones de alta, moderada y baja calidad para cada uno de los
articulos evaluados se dispusieron con los criterios: Si (cumple), No (no cumple), No medible
(no detallado) y No aplica (N/A). Se determin6 como calidad alta a los articulos con mas de 15
puntos, calidad media 12-15 puntos y baja calidad a los articulos con menos de 12 puntos, solo
se revisaron articulos de alta y media calidad.
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El analisis cualitativo y procedencia de los datos Los articulos apartados fueron examinados y
revisados por los autores para efectuar una recapitulacion cualitativa; se extrajeron los datos:
apellidos de los primeros autores, afio y lugar del disefio del estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

EPIDEMIOLOGIA DE MALARIA NIVEL MUNDIAL

La malaria es una de las enfermedades transmitidas por vectores mas ampliamente distribuida
a nivel mundial que afecta principalmente zonas tropicales. En el afio 2020 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) reporté aproximadamente 241 millones de casos, encontrando un

gran impacto en las regiones de Africa, Asia y Latinoamérica (World Health Organization, 2019,
2021)

El impacto en salud publica de esta enfermedad se da porque afecta tanto a nifios, mujeres
embarazadas y adultos mayores de 60 afios, siendo nifios menores de 5 afios la mayoria de los
casos registrados por la OMS en el 2019 con un porcentaje del 67%. P. falciparum es el parasito
mas reportado, representando el 99,7% en la Region Africana, 50% en la region de Asia
Sudoriental y un 65% en la Region Pacifica Occidental. De igual importancia se reporta a P.
vivax en la Region de Asia Sudoriental en un 53% y predominando en un 75% en la Region
Americana segun la OMS, encontrando a Venezuela, Brasil y Colombia como los paises mas
afectados (World Health Organization, 2020).
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Figura 1. Malaria a nivel mundial. Este mapa muestra una aproximacion de las partes del
mundo donde ocurre la transmision de la malaria

. Malaria transmission is not known to occur
Malaria transmission occurs in some places
. Malaria transmission occurs throughout

Fuente: tomado del Center of Disease Control and Prevention (CDC)
https://www.cdc.gov/malaria/about/distribution.html.

Pese a los avances y a la disminucion de la tasa de incidencia a nivel mundial, la malaria contintia
siendo un problema dificil de controlar y provocando en el afio 2020, 627 mil muertes
reportadas por la OMS, de las cuales la mayoria de casos son presentados en nifios menores de
5 afios, siendo el grupo poblacional mas afectado, reportando un 67% de muertes (World
Health Organization, 2020).

EPIDEMIOLOGIA DE MALARIA EN COLOMBIA

En Colombia se registran aproximadamente 50.000 a 100.000 casos anualmente,
convirtiéndose en una enfermedad que conlleva a un problema de salud publica, siendo
predominante la especie de P. vivax en un 60 - 65% en el pais. La region del Pacifico ha sido el
foco de transmision de malaria presentando los departamentos del Chocd, Cauca, Narifio y
distrito de Buenaventura un porcentaje del 50 al 60% de infeccion, seguidos de la Region de
Uraba con los departamentos de Antioquia y Narifio con un 20 - 30%, continuando con la
region de la Amazonia con un 5 a 10% de casos registrados a nivel nacional (Ministerio de
Proteccion Social, 2021).
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Asi mismo, de Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) reportd en el afio 2020, 76.958
casos donde los departamentos mas afectados fueron Antioquia, Cordoba, Bolivar y las zonas

fronterizas (Ministerio de Proteccion Social, 2021) (Instituto Nacional de Salud, 2019) (Figura
2).

Figura 2. Numero de casos de malaria registrados en el 2019 en Colombia. Numero de casos
reportados en Colombia en el afio 2019. (Blanco) No se han reportado casos. (Amarillo) Se
han presentado de 0 a 600 casos. (Naranja) Reporte de 601 a 3.000 casos. (Rojo) Reporte de
3.001 a 6.000 casos. (Lila) Reporte de 6.001 a 8.800 casos. (Azul) Reporte de 8.801 a 11.000
casos de malaria en el 2019
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CICLO BIOLOGICO DE PLASMODIUM SPP

El ciclo de vida de la malaria inicia con la inoculacion de los esporozoitos provenientes
de las glandulas salivales del mosquito hembra Anopheles, los cuales inician la fase
hepatica. Alli los esporozoitos viajan al higado mediante un mecanismo de
atravesamiento celular, que les permiten alcanzar las células hepaticas (Menard et al.,
2013). Un alto nimero de proteinas del parasito son expresadas para interactuar con la
membrana de la célula hepatica (Dundas et al., 2019). Una vez dentro de la célula
hepatica, estos pardsitos continan su ciclo de vida madurando en su segundo estadio
llamado esquizonte hepatico en donde la mayoria de las especies de Plasmodium toman
alrededor de 5-7dias este proceso replicativo (Figura 3).

El esquizonte hepatico se fragmenta para liberar entre 10.000 y 30.000 de merozoitos
que invadiran eritrocitos humanos iniciando asi la fase eritrocitica. El parésito en este
estadio se desarrolla en varias fases intraeritrociticas denominadas, anillo, trofozoito y
finalmente esquizonte, el cual dard origen a nuevos merozoitos, en un tiempo
aproximado de 48 a 72 horas dependiendo de la especie parasitaria. El esquizonte
sanguineo se rompe y los merozoitos expuestos saldran a invadir nuevas células rojas.
Esta lisis celular es la responsable de toda la sintomatologia clinica de la enfermedad.
Ocasionalmente algunos merozoitos pueden convertirse en células sexuales 1lamados
microgametocitos (femenino) y macrogametocitos (masculino). Cuando estos estadios
sexuales son ingeridos por otro mosquito, en su estdmago se desarrollan estadios como
ooquinete que invaden la pared del intestino convirtiéndose en ooquistes que crecen,
se rompen y se liberan los esporozoitos hacia la proboscis del artropodo (Mueller et al.,
2009).

Es importante destacar, que el estadio hepatico donde participa el esporozoito es considerado
un objetivo atractivo para el desarrollo de vacunas y medicamentos. Esto es en primer lugar,
debido a que esta forma parasitaria se encuentra expuesta a los anticuerpos del hospedero
durante varios minutos; en segundo lugar, es considerada la etapa que genera un cuello de
botella en el ciclo de vida del parasito, con solo alrededor de 10 a 100 esporozoitos transmitidos
por la picadura de un mosquito infectado y finalmente es una etapa asintomatica, por lo que
bloquear esta fase podria prevenir el avance hacia la enfermedad clinica.
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Figura 3. Ciclo vida de Plasmodium spp en el humano. En el humano se encuentran dos
estadios de infeccion: el estadio intrahepatico donde participa el esporozoito y el estadio
eritrocitico donde encontramos al merozoito. P. vivax a diferencia de otros parasitos de la
malaria, infecta preferencialmente reticulocitos humanos. El hipnozoito es un estadio latente
en el tejido hepatico que aparece unicamente en P. vivax y P. ovale.
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PATOGENESIS

La evolucion de la malaria es la transicion imperturbable entre el mosquito al humano y
viceversa. Sin embargo, el impacto se evidencia a nivel individual, comunitario, nacional y
mundial.

PLASMODIUM FALCIPARUM

La biologia de P. falciparum medida in vitro es predecible y facilmente interrumpida, ya que su
ciclo biolédgico intraeritrocitico tarda aproximadamente 48 horas (Bozdech et al., 2003). Este
parasito pasa por mas de 10 estados morfologicos, infectando aproximadamente 10.000 células
pararealizar su replicacion (Dixon et al., 2012) (Mohandas & An, 2012).
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Se ha descrito que este parasito utiliza aproximadamente 6000 genes para realiza todo el ciclo
de vida, expresando diferentes proteinas para realizar los procesos de invasion en cada etapa
infectiva. Sin embargo, la mayoria de estos genes no tiene una funcioén conocida (Milner, 2018).

La enfermedad clinica humana es, por lo tanto, el resultado de la interaccion de la biologia del
parasito en concierto con la respuesta fisiopatologica humana. Las advertencias que agregan
variacion a esta interaccion hospedero-parasito incluyen la diversidad genética del parasito de
proteinas clave, coinfecciones, comorbilidades, retrasos en el tratamiento, polimorfismos
humanos y determinantes ambientales. El resultado final de la enfermedad clinica incluye un
espectro de fiebre, anemia y coma, entre muchos otros (Oakley et al., 2011).

Particularmente P. falciparum modifica la superficie del globulo rojo infectado y crea un fenotipo
adhesivo, que elimina el parasito de la circulacion durante casi la mitad del ciclo de vida asexual,
un periodo de tiempo Unico entre los parasitos de la malaria. La union de los eritrocitos
infectados puede ocurrir con endotelio, plaquetas o globulos rojos no infectados (Fairhurst &
Wellems, 2006).

El parésito logra este estado cito-adherente a través de la proteina 1 de membrana de eritrocitos
de P. falciparum (PfEMP1), que es el producto de la transcripcion del gen var. Se ha descrito que
una cepa de parasito P. falciparum puede contener hasta 60 copias del gen var, cada una muy
variable y diferente a las demaés. Estos genes son algunos de los mas diversos dentro del genoma
del parasito y dentro de la poblacion total de parasitos. Su expresion estd impulsada por varios
mecanismos, incluida la presion de seleccion inmunitaria y la epigenética. Este aspecto de la
biologia de los parasitos (expresion del gen var) ocurre en todas las infecciones, incluida la
malaria asintomatica y sin complicaciones (Smith, 2014).

Independientemente de la variabilidad de la enfermedad, el secuestro (eliminacion temporal del
parasito de la circulacion a través de la union a la superficie de los globulos rojos) de Pfocurre
durante cada infeccion humana durante la mitad del ciclo de vida asexual. Por lo tanto, en una
infeccion de bajo nivel en la que una sola picadura de mosquito ha introducido una sola camada
de parasitos sincronicos, los pacientes pueden mostrar frotis de sangre periférica negativos.

Todo esto puede ser especialmente cierto en los viajeros o residentes de regiones de baja
endemicidad. Sin embargo, en entornos altamente endémicos, los pacientes son mordidos
repetidamente y pueden presentar fiebre continua y un frotis de sangre siempre positivo
durante las primeras décadas de vida. A medida que evoluciona una inmunidad local a la
poblacion de P. falciparum en un hospedero determinado, los frotis pueden caer nuevamente a
niveles muy bajos e incluso volverse indetectables a pesar de la transmision continua (Smith et
al., 2015).
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PLASMODIUM VIVAX

P. vivax es el parasito de la malaria que mas cominmente causa enfermedad clinica fuera de
Africa. A diferencia de P. falciparum, pero como todos los demas parasitos de la malaria humana,

P. vivax no muestra un periodo prolongado de secuestro durante la infeccion. Por lo tanto, el
parasito a lo mejor esté mas frecuentemente expuesto a la eliminacion por el bazo y se observe
con mas frecuencia en un frotis de sangre periférica durante una infeccion. Una de las
caracteristicas Unicas de P. vivax es la preferencia de los globulos rojos por los reticulocitos y el
uso predominante del antigeno Duffy para la invasion, aunque no en forma absoluta (Moreno-
Pérez et al., 2013).

Esto conduce a una infeccion clinica con un nivel mas bajo de parasitemia que el observado en
P. falciparum. Debido a que los reticulocitos son mas grandes que los gldbulos rojos maduros,
las células infectadas parecen mas grandes que las células que las rodean en el frotis de sangre
periférica. Los puntos caracteristicos de Schuffner, que son estructuras de caveolas y vesiculas,
se ven tanto en P. vivax como en P. ovale. La forma diagnostica de P. vivax es la forma ameboidea
en la que el citoplasma, exclusivo de P. vivax, tiene proyecciones en forma de dedos sin una
estructura tipica redonda u ovalada (Bourgard et al., 2018) (Mueller et al., 2009).

Clinicamente, los pacientes se presentan de manera casi idéntica a otras infecciones de malaria
con fiebre, mas una constelacion de otros sintomas posibles. A diferencia de P. falciparum y P.
malariae (que tienen una sola ruptura del esquizonte hepatico incluso poco después de la
invasion de esporozoitos), P. vivax y pueden "resurgir" cuando los hipnozoitos (formas
inactivas que duran meses o afios en el higado por una sola exposicion a esporozoitos) liberan
merozoitos. Por lo tanto, el momento clinico de una enfermedad (muchos meses o afios
después de la exposicion) podria ser una pista para uno de estos organismos (Milner, 2018;
Mueller et al., 2009).

INVASION DEL HEPATOCITO

Los esporozoitos maduros de Plasmodium spp miden aproximadamente 10um de largo y menos
de 1um de grosor y presentan una curvatura ligera. En su interior, poseen organelos
caracteristicos de una célula eucariota anexando organulos reconocidos del phylum Apicomplexa
como lo son el apicoplasto y el complejo apical, este ultimo estd conformado por granulos
densos, rhoptrias y micronemas; confiriendo al parasito un mecanismo de invasion sofisticado
basado en secrecion de proteinas, lo cual ayuda al parasito en su adhesion a la célula hepatica,
motilidad y el desarrollo de la vacuola parasitofora (Ejigiri & Sinnis, 2009; Kori et al., 2018).

Los esporozoitos realizan una migracion y atravesamiento celular que esta dirigido por algunas
proteinas, las cuales hacen parte del complejo apical (Mota et al., 2001). Estas proteinas son
expresadas con base en la necesidad que el parésito las requiera. Algunas proteinas son
encargadas de abrir poros y asi ademas logran invadir ganglios linfaticos, capilares sanguineos

129



e incluso permanecer en la dermis. Sin embargo, es vital para el parasito establecerse en las
células hepaticas para continuar su desarrollo y evolucion (De Niz et al., 2017).

Una vez los esporozoitos llegan al higado, se encuentran con las células de Kupffer que logran
evadir con ayuda de algunas proteinas como SPECT1, SPECT?2, proteina similar a la perforina
(PLP) y CelTOS (Mota et al., 2001). Estos migran por medio de su locomocion que es
impulsado por un motor de actina —miosina para finalmente encontrar las células hepaticas.

Los hepatocitos, estan recubiertos por heparan sulfato y sin nimero de receptores que ayudan
a la célula a comunicarse con otras e interactuar con el exterior. No obstante, los esporozoitos
al estar cerca de la célula hepatica inmediatamente expresan en su membrana la proteina
circumsporozoito (CSP) que se conjuga con el receptor que utiliza el VHB, también se expresa
proteina TRAP, la cual atin no se ha identificado especificamente que receptor utiliza para darle
entrada al parasito, pero le confiere la adhesion necesaria para realizar la invasion de la célula.
(Acharya et al., 2017; Amino et al., 2008) Es alli en donde obtiene un ambiente benéfico para
continuar desarrollandose y continuar con su recorrido de infeccion en el hospedero.

Figura 4. Atravesamiento celular del esporozoito: (A) Morfologia y proteinas expresadas
en lamembrana parasitaria y su interaccion con receptores de la célula blanco. (B)
Atravesamiento del esporozoito para realizar la invasion a las células hepaticas.
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PROTEINA TRAP EN PARASITOS DE LA MALARIA

Una de las proteinas involucradas en el proceso de adhesion e invasion es la proteina andnima
relacionada a la trombospondina -TRAP, la cual se expresa en las micronemas de los
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esporozoitos y es traslocada hacia la superficie del parasito (Muller et al., 1993) donde se ha
visto involucrada en procesos de adhesion y motilidad (Sultan et al., 1997).

Esta molécula, ha sido estudiada en las especies que han desarrollado mayor impacto en cuanto
a su alta mortalidad. En el afio 2004 se estudio la estructura y funcionalidad de los dominios de
TRAP en P. falciparum (PfTRAP), en donde produjeron proteinas recombinantes expresadas en
bacterias y baculovirus, para posteriormente ser purificados y filtrados mostrando adhesion a
células hepaticas-HepG2 (Akhouri et al., 2004). Sin embargo, su capacidad de inhibicion fue
poco estudiada. Sin embargo, se logré demostrar que Pf/TRAP interactuaba con multiples
receptores durante el proceso de invasion de hepatocitos (Akhouri et al., 2004).

ESTRUCTURA Y FUNCION DE TRAP

La proteina TRAP, tiene un amplio rango de investigacion a nivel molecular y ha sido
involucrada en un amplio rango de funciones como motilidad parasitaria, atravesamiento e
interaccion especifica con el hepatocito convirtiéndola en un blanco prometedor para la
creacion de vacunas contra la malaria. Varios grupos de investigacion en los ultimos afios han
realizado diferentes modelos experimentales para lograr obtener informacion sobre esta
proteina. Uno de ellos fue en el afio 2012, donde analizaron los dominios y la conformacion
proteica de TRAP, lo que resultd en su implicacion en motilidad de deslizamiento en los
esporozoitos (Song et al., 2012).

TRAP contiene dos dominios denominados Factor A similar al Von Willebrand y el dominio
trombospondina-TSR, los cuales han sido también identificados en otras proteinas de
mamiferos tales como integrinas y factores del complemento y participan en interacciones
extracelulares (figura 5).

Figura S. Estructura primaria de la proteina TRAP. Se muestran cada una de las
regiones de la proteina TRAP incluyendo el péptido sefnal y dominios correspondientes
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La proteina TRAP esta ubicada en la membrana citoplasmatica del esporozoito y al momento
de la invasion e identificacion celular esta se transloca para lograr la interaccion con el receptor
en la membrana del hepatocito (Malpede & Tolia, 2014).

Recientemente se encontro que la proteina P/TRAP es capaz de interactuar a través del domino
A con la integrina avf33, lo cual muestra la versatilidad de interaccion de la proteina P/TRAP
con la célula hospedera (Dundas et al., 2018; Templeton & Kaslow, 1997).

La proteina TRAP, ha sido también identificada en otras especies de Plasmodium como
Plasmodium gallinaceum (P. gallinaceum), P. knowlesi, Plasmodium (Sultan et al., 1997). Estudios en
parasitos roedores como P. berguei mostraron que PbTRAP es esencial para la locomocion
deslizante y el proceso de invasion a la célula hepatica sugiriendo mecanismos conservados de
esta proteina en las distintas especies parasitarias (Sultan et al., 1997).

En P. vivax, la segunda especie mas relevante que afecta el ser humano se ha encontrado que la
proteina PvTRAP interactua a través de su ectodominio con heparan sulfato, sin embargo, hasta
el momento no se conocen las regiones minimas de interaccion que pueden estar participando
especificamente en la unién con la célula hospedera (Nazeri et al., 2018). Previos estudios en
otras proteinas de malaria se han enfocado en la identificacion de las regiones minimas de
interaccion especificas en busca de blancos terapéuticos contra la malaria (Molina-Franky et al.,
2020). Estas pequetias regiones han sido denominadas péptidos con alta capacidad de union a
la célula 0 HABPs y han sido identificados a través de una metodologia altamente robusta,
sensible y especifica (Curtidor et al., 2015).

TRAP EN EL CICLO DE INVASION DE LOS HEPATOCITOS

En el afno 2009, se realiz6 un estudio en donde asociaban a TRAP con la motilidad y un enlace
transmembrana entre el citoesqueleto del parasito interactuando con la célula hospedera,
uniéndose a la actina a través de su cola citoplasmatica, concluyendo que TRAP es una proteina
esencial que necesitan todos los Apicomplexa para proporcionar movilidad a los esporozoitos
y llevar a cabo la invasion de los hepatocitos, también define una familia de proteinas que son
conservadas a lo largo del ciclo malarico (Combe et al., 2009).

Ensayos de union celular y mutagénesis han sido dirigidos a dos dominios adhesivos
responsables del reconocimiento y la invasion de P. falciparum a las células hospederas,
demostrando que se logran conservar estos dominios y que la mayoria de los Apicomplexa
contienen estos dominios en TRAP (Pihlajamaa et al., 2013). Sin embargo, la mayoria de las
investigaciones a lo largo del tiempo se han realizado en P. falciparum dejando de lado la
probabilidad de analizar esta proteina de gran importancia en otras especies que también causan
la malaria en humanos. De esta forma, en el afio 2018 se hicieron ensayos de inmunizacion en
ratones combinando la proteina PYTRAP y PvCSP, encontrando inmunidad frente a malaria
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con la combinacion de los dos antigenos con respecto a los niveles proporcionados por vacunas
individuales (Atcheson et al., 2018).

En el afio 2017 Nazeri et al., realizo estudios de antigenicidad, donde se detectd que cerca del
40% de las personas evaluadas presentaron anticuerpos de tipo IgG anti-TRAP producidos
durante infeccion natural. Un analisis del isotipo IgG reveld principalmente la presencia de
I1gG3 e IgGl1, la cual no se correlaciono con la edad de los pacientes. De forma interesante la
presencia de anticuerpos IgG1 e IgG3 con alta e intermedia avidez fue mayor al 60%,
mostrando la relevancia de estos anticuerpos en la eliminacion de los esporozoitos (Nazeri et
al., 2018).

Pese a los esfuerzos que se han hecho para estudiar a P. vivax, aun no se cuentan con las regiones
necesarias de la proteina TRAP para ser incluidas en una vacuna contra esta especie parasitaria,
por lo que las investigaciones deben ser dirigidas a describir mas antigenos de la fase pre-
eritrocitica y a delimitar mucho mejor las regiones claves de la proteina PYTRAP.

CONCLUSION

La malaria es considerada una infeccion relevante a nivel mundial, por ende, es un blanco de
estudio para prevenir su transmisibilidad y la cronicidad en las personas que la padecen.

La proteina andnima relacionada con la trombospondina (TRAP) es un antigeno expresado en
el esporozoito y ampliamente caracterizado en especies como P. falciparum. Sin embargo, en P.
vivax se desconocen atin las regiones claves de interaccion entre la proteina y la membrana de
las células hepaticas.
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Mieloperoxidasa, biosintesis y
accion contra microorganismos y
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RESUMEN

La inmunidad innata o natural, es la primera respuesta del sistema inmunitario contra
diferentes agentes invasores externos, como bacterias, hongos, parasitos o virus; se
compone de barreras, como la piel, membranas mucosas, lagrimas y acido del
estbmago, también, de células como macréfagos, células dendriticas,
polimorfonucleares (PMN) y células asesinas naturales (NK). Siendo los neutrofilos las
células sanguineas que realizan la fagocitosis y eliminacion de microbios, el mecanismo
es posible por tres tipos de granulos, los azuro6filos (primarios) los cuales contienen
mieloperoxidasa (MPO); los especificos (secundarios) que contienen lactoferrina y
gelatinasas; y los terciarios con metaloproteinasa 9 (MMP 9). La MPO después de la
desgranulacion se conjuga en el fagosoma con peroxido de hidrégeno (H202), lo que
da como resultado una sustancia toxica para los microorganismos fagocitados.
Igualmente, la MPO se ha visto implicada en el estallido respiratorio como parte de una
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serie de enzimas que producen diferentes especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno como (RNS) como parte del mecanismo de defensa en la inmunidad innata,
su accion ha sido mayormente estudiada en levaduras, sin embargo, estudios recientes
corroboran su papel en diversas infecciones por virus, pardsitos y bacterias en
diferentes sistemas del cuerpo humano. Por otro lado, se ha descrito que existe la
posibilidad de presentar deficiencia primaria de MPO como un trastorno autosomico
recesivo, que presenta polimorfismos asociados con el procesamiento postraduccional
defectuoso de la proteina precursora y otras con errores pre traduccionales. Finalmente,
se ha descrito como una enzima potente que es capaz de reaccionar con fosfolipidos y
moléculas naturales de los sistemas bioldgicos contribuyendo a la aparicion y
exacerbacion de enfermedades inflamatorias como vasculitis, aterosclerosis, cancer y
otras en tejidos adyacentes al lugar de inflamacion.

Palabras clave: mieloperoxidasa, neutrofilos, antimicrobianos, estallido respiratorio,
fagocitosis, microorganismos.

INTRODUCCION

La inmunidad innata es la primera respuesta del sistema inmunitario contra diferentes
agentes externos, se compone de células como macrofagos, células dendriticas, PMN y
NK. Los humanos poseen en promedio entre un 50-70% de neutrofilos del total de
leucocitos; cuando los neutrofilos fagocitan microbios opsonizados, se forma el
fagosoma, y por la liberacion de enzimas, oxigeno y proteinas de los granulos
lisosdmicos al espacio fagosomico se forma el fagolisosoma; posteriormente el
complejo NADPH-oxidasa, se ensambla en la membrana del fagolisosoma y canaliza
los electrones del NADPH presentes en el citoplasma al oxigeno por transporte a través
de la membrana, produciendo aniones superoxido, sufriendo una dismutacién que
mantiene el pH intrafagosémico neutro y produce H202 que es un agente
antimicrobiano.

Se conoce que la MPO es una proteina miembro de la subfamilia de peroxidasas las
cuales tienen entre 576-738 aminoacidos y existen como monomeros, dimeros o
tetrameros, se presentan como isoenzimas; en los humanos existen diversos tipos de
peroxidasas como la peroxidasa de eosindfilos (EPO), la lactoperoxidasa (LPO) y la
peroxidasa de tiroides (TPO). Se encuentra codificada en el segmento q12-24 del brazo
largo del cromosoma 17. El producto transcripcional primario de este gen consta de 11
intrones y 12 exones, se sintetiza durante la etapa promielocitica del desarrollo de
células mieloides, y el producto resultante de la traduccion principal se somete a
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glicosilacion co-traduccional, posteriormente, a partir de aproproMPO se forma la
proMPO (enziméaticamente inactiva) debido a la unidén covalentemente un grupo
prostético hemo a la proteina el cual permite su salida del RER, su maduraciéon y que
salga al granulo azurdéfilo, donde finalmente pasa por tres modificaciones obteniendo
la MPO madura.

Esta forma proteica es una glicoproteina tetramérica, constituida por 4 subunidades
que forman 2 homodimeros. Cada uno de ellos contiene una subunidad a (pesada) de
aproximadamente 59 kDa y una subunidad B (ligera) de aproximadamente 14 kDa, con
un peso total de 130-150 kDa ; la proteina esta compuesta por un par de protomeros
idénticos que contienen polipéptidos pesados-ligeros unidos covalentemente a través
del grupo hemo unico en cada protémero, y los dos protdmeros unidos entre si
mediante un enlace disulfuro simple.

Por lo general, la mayoria de las reacciones de las peroxidasas implican la interaccion
con oxidantes como el H202, hidroperoxidos de alquilo, 4cidos peroxibenzoicos, i6n
hipoclorito (OCI-), ion hipobromito (OBr-), ion clorito (C102-), anién bromato (BrO3-
), ion peryodato (I04-), acido m -nitrobenzoico, etc. En este sentido, segun varios
estudios, la MPO tiene un papel critico en la defensa contra diversos microorganismos
cuando existe una alta carga a nivel sistémico, por ende, la generacion de los productos
oxidativos generados por MPO y NADPH oxidasa como el HOCI y el oxigeno
contribuyen a la muerte de estas levaduras.

GENERALIDADES DE LA MPO

La MPO es una enzima presente en neutrofilos, monocitos y macrofagos de los
diferentes fluidos bioldgicos como saliva, liquido sinovial, semen, entre otros, ademas,
en tejidos como corazon, rifion, piel, higado y placenta. La enzima se encuentra
localizada a nivel lisosomal, en los granulos azurdéfilos, constituye el 2-5 % de las
proteinas del PMN, con una concentracion en sangre humana normal de alrededor del
1 nM. Esta enzima fue aislada por primera vez por Agner en 1941, denominandose
verdoperoxidasa, y posteriormente en 1958 se purificd en forma cristalina. Ahora bien,
la MPO al ser una proteina miembro de la subfamilia de peroxidasas consta de
aproximadamente entre 576-738 aminoacidos, los cuales existen como mondmeros,
dimeros o tetrameros. Genéticamente se encuentra codificada en el segmento q12-24
del brazo largo del cromosoma 17, y la expresion del gen mpo ocurre entre las etapas
tardias de mieloblastos y promielocitos del desarrollo mieloide normal y disminuye
rapidamente a medida que las células se diferencian (Figura 1)
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Figura 1. Localizacién gen mpo. La MPO constituye el componente principal de los
granulos azuroéfilos de los neutréfilos, su gen se encuentra localizado en el cromosoma 17
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El proceso de biosintesis de MPO es complejo e incluye varios pasos de procesamiento:
eventos proteoliticos, adicion de hemo, adiciones de N-glicanos y dimerizacion; como
se menciond anteriormente, estos procesos se dan en la etapa promielocitica del
desarrollo de células mieloides como los neutréfilos. Inicialmente, el producto
resultante de la traduccidon principal o preMPO se somete a glicosilacion co-
traduccional en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) unicamente en los seis
residuos de asparagina (N139, N323, N355, N391, N483 y N729) con el fin de generar
apoproMPO, la cual se diferencia por que presenta cadenas laterales ricas en manosa
de 90 kDa, y por ser un producto enzimaticamente inactivo, asi mismo, la apoproMPO
tiene la capacidad de formar complejos con chaperonas como calreticulina, ERp57y
calnexina en el RER, en particular el complejo que puede formar con la calnexina es de
forma transitoria tanto con apoproMPO como con proMPO, mientras que ERp57,
calreticulina y calnexina se asocian de forma transitoria s6lo con apoproMPO;
posteriormente, a partir de aproproMPO se forma la proMPO, que igual que su
precursor es enzimaticamente inactiva, el paso de aproproMPO a proMPO se debe a
la unién covalente de un grupo protésico hemo a la proteina para permitir su salida del
RER, su maduracion y paso al granulo azurofilo, lo que significa que la proMPO se
transfiere al aparato de Golgi y los granulos donde los eventos proteoliticos adicionales
conducen al monémero MPO; por lo anterior, transcurren tres modificaciones de la
proMPO en el compartimiento post-RER donde una convertasa de tipo subtilisina
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escinde el propéptido de 116 aminoacidos de proMPO, luego, una cisteina proteasa
escinde un hexapéptido (ASFVTG) y finalmente, la MPO madura existe como un
dimero que contiene un sitio de union al calcio que estabiliza la estructura, y mantiene
los sitios N-glucanos para participar enzimaticamente dentro del estrés oxidativo; la
MPO madura estd compuesta por un par de protomeros idénticos que contienen
polipéptidos pesados-ligeros unidos covalentemente a través del grupo hemo unico en
cada protdmero, y entre si, unidos mediante un enlace disulfuro simple de la proteina
con subunidades alfa y beta por la cisteina 369, la subunidad alfa tiene 57 kDa con 467
aminoacidos, y la beta 12 kDa con 112 aminodcidos (Figura 2).

Figura 2. Proceso de biosintesis de la MPO en el RER durante el desarrollo de células
mieloides humanas (promielociticas y mieloblasto)
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Nota: Se observa el proceso de biosintesis de la MPO donde el gen mpo se transcribe y se genera el ARNm,
el cual se dirige al RER, y alli por el proceso de traduccion mediado por los ribosomas se genera el
producto primario de la traduccion de la MPO, se produce la modificacion postraduccional del preMPO,
se genera la apoproMPO a la cual se unen chaperonas, luego se da la union covalente de un grupo
prostético hemo a la proteina para permitir su maduracion y paso al granulo azuréfilo. Una vez esta en
el compartimiento post-RER, se da el procesamiento proteolitico mediado por una convertasa, luego
una cisteina escinde un hexapéptido (ASFVTQG) y finalmente, la MPO madura existe como un dimero
que pasa al granulo azurdfilo.

Granulo azurofilo

142



Cabe destacar que el sitio activo de la MPO madura contiene un grupo hemo que esta
relacionado con la protoporfirina IX, lo que le permite estructuralmente tener una
cavidad con estrecha abertura de forma ovalada, y a partir de esto se han descrito cuatro
formas de MPO dependiendo del estado de oxidacién del hemo; estas son: MPO
nativas que contienen la forma férrica (Fe(Ill); Compuesto I con la forma de catién-
oxoferril (Fe(IV)=0) que es una especie de radical libre; Compuesto II (Fe(IV)-OH) y
Compuesto IIT (Fe(IIT)O2 ). Asi mismo, el caracter catidnico de esta proteina permite
su union a moléculas con carga negativa como lipoproteinas o proteoglicanos presentes
en la pared de diversos microorganismos e incluso de la pared endotelial, asi mismo, la
proMPO monomérica puede llegar a sintetizarse in situ en sitios de inflamacién como
placas de ateroma, y por ende ser activo y promover la oxidacion y la formacion de
radicales libres de oxigeno.

PROPIEDADES DE MPO

La proteina MPO contiene motivos conservados en los lados proximal y distal del
grupo hemo esencial, un sitio de union al calcio (Ca') y al menos dos enlaces covalentes
que unen el grupo hemo a la columna vertebral de proteinas. Ademas, de los enlaces
de éster conservados en la bolsa de hemo, MPO contiene un tercero, un enlace de
sulfonio entre el grupo 2-vinil y la metionina. La presencia del enlace de sulfonio le da
poder a MPO con cualidades espectrales unicas, asi como un mayor potencial oxidante.
De manera que, los neutrofilos deficientes en MPO son notablemente menos eficaces
para matar C. albicans y Aspergillus hyphae, generando infecciones recurrentes por
levaduras. Debido a ciertas causas como la exposicion a metales pesados como cadmio
(Cd*), cobre (Cu*'*?), cromo (Cr*®) y niquel (Ni*?), asi como diferentes patogenos
como las bacterias que inducen o suprimen los niveles de ARNm se puede regular la
actividad de MPO. Por otro lado, la desregulacion de la MPO también se ha visto
implicada en enfermedades como la artritis reumatoide (AR), Alzheimer, esclerosis
multiple (EM), la aterosclerosis, cancer de pulmén y en el sindrome coronario agudo
(SCA). Lo anterior debido a la liberacion descontrolada de MPO en el sitio de infeccion,
generando inflamacion y dafio tisular incluso cuando no existe una causa aparente de
infeccion.

PAPEL DE LA MPO EN EL SISTEMA INMUNE E IMPORTANCIA DE
NEUTROFILOS
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En el momento que los neutréfilos fagocitan microbios opsonizados, se forma el
fagosoma, y por la liberacion de enzimas, oxigeno y proteinas de los granulos
lisosémicos al espacio fagosomico se forma el fagolisosoma; posteriormente el
complejo NADPH-oxidasa, se ensambla en la membrana del fagolisosoma y canaliza
los electrones del NADPH presentes en el citoplasma al oxigeno por transporte a través
de la membrana, produciendo aniones superoxido dentro del fagolisosoma, el cual sufre
una dismutacion que mantiene el pH intrafagosomico neutro y produce H>O; el cual
es un agente antimicrobiano. Adicionalmente, con el fin de descondensar la cromatina
y que se lleve a cabo el proceso de NETosis, se liberan trampas extracelulares de
neutrdfilos (NETs) permitiendo la liberacion de redes de cromatina con histonas,
proteinas citoplasmaticas del citoesqueleto o proteinas granulares hacia el medio
extracelular para atrapar y destruir patégenos.

Se ha evidenciado que los neutrofilos son células complejas que actiian como efectores
importantes de la inflamacidn aguda, cronica y en la respuesta inmune innata, también
participan en la cicatrizacion de heridas y limitan activamente el auto-reclutamiento
mediante la liberacion de moléculas enddgenas que inhiben la activacion de la integrina
o los cambios en el citoesqueleto. Como se ha mencionado anteriormente, los
neutrofilos tienen multiples funciones, por eso mismo representan el leucocito
predominante en la circulacion, y por tanto el primer respondiente a la infeccion, esta
ultima accion lo realizan mediante la ingestion de microorganismos, para esto activan
y ensamblan la NADPH oxidasa en el fagosoma, generando anion superoxido y H20x.
La accion antimicrobiana mas rapida y completa de los neutrdfilos contra muchos
organismos se basa en los esfuerzos combinados de la proteina MPO y H20- de la
oxidasa NADPH para oxidar el Cl-, generando asi HCIO y una gran cantidad de
productos de reaccion aguas abajo (Figura 3).

Como se menciond anteriormente, cuando los neutrofilos se activan durante una
infeccion se produce el estallido respiratorio, en este proceso se liberan especies
reactivas de oxigeno (ROS) que en conjunto con las enzimas presentes en los granulos
eliminan microorganismos y controlan la diseminacion de enfermedades, sin embargo,
también se ha reportado que la accion de estas enzimas propicia el medio para lesionar
tejidos normales donde se encuentre en el foco de infeccion debido a su alta actividad
inflamatoria.
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Figura 3. Reaccion intrafagosomal dependiente de oxigeno y de MPO para la eliminacion de
microorganismos
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Nota: La union de particulas a los receptores de la membrana del fagosoma del neutréfilo
provoca el denominado estallido respiratorio por activacién de la ruta de la hexosa
monofosfato donde participa el complejo NADPH oxidasa. A medida que los granulos
azurdfilos se fusionan con el fagosoma, la MPO es liberada al fagosoma. La MPO utiliza H202
y iones haluro (generalmente Cl-) para producir HCIO, sustancia muy toxica. Ademas, la
degradacion del HOCI genera espontaneamente el singlete de oxigeno (|O2).

A partir de este proceso, el estrés oxidativo puede surgir en el cuerpo como un proceso
producto de una infeccion y como un proceso no deseado; cuando se produce con el
fin de actuar durante la fagocitosis hay produccion de especies reactivas, lo cual ocurre
a través de enzimas como la MPO, NADPH oxidasa y 6xido nitrico sintasa; y por ende,
la expresion de estas enzimas sirve como un marcador adecuado para la inflamacion
que implica estrés oxidativo. Por otro lado, en comparacion con el proceso activo, en
el mecanismo no deseado de las especies reactivas, la produccion se basa en la
subproduccion de la especie por metabolismo basal o la generacién de especies
reactivas por algunas toxinas.
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Durante el estrés oxidativo la MPO reacciona con el H>O proveniente de las células
fagocitarias activadas por contacto con particulas extrafias, formando un complejo
enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa (reaccion 1). Este complejo se
combina con el haluro, generalmente cloruro, que se oxida para formar el acido
hipocloroso (HOCI) (reaccion 2). El compuesto I puede ser reducido a compuesto 11
por un exceso de H>O». Por ejemplo, concentraciones mayores a 20 mM lo transforma
parcialmente y mayores de 200 mM completamente, o por la presencia de un agente
reductor (AH2 ) como por ejemplo el ditiotreitol, cisteina, glutation y cisteamina
(reaccion 3). Este compuesto 11, a pesar de ser bastante estable puede reducirse a MPO
férrica en presencia de un agente reductor o el radical superdxido (O ) (reaccién 4) o
también puede oxidarse a compuesto III bajo concentraciones elevadas de H>O> (2-3
mM) (reaccion 5). Por otra parte la MPO nativa puede ser oxidada por el Oz a
oximieloperoxidasa (compuesto III) (reaccion 6). En presencia de un agente reductor
(RSH), la enzima se reduce a la forma ferro, que se oxida en presencia de O para dar
lugar al compuesto III que tiene capacidad oxidante. Figura 4.

El 4cido hipocloroso (reaccion 2) es un potente agente oxidante que si bien contribuye
al mecanismo de defensa contra los agentes infecciosos, puede actuar sobre las células
del hospedero lo que provocaria inactivacion de a a-antiproteinasa, entrecruzamientos
de proteinas y reaccion con acidos grasos insaturados para formar clorhidrinas, las
cuales pueden desestabilizar las membranas celulares. De aqui que el HOCI es un
candidato a causar mucho del dafio mediado y dar lugar al oxigeno singlete (reaccion
7) o reaccionar con aminas para formar las N-cloraminas que son altamente reactivas y
presentan un largo tiempo de vida media (reaccion 8).

HOCI + H20, HC1 + H,0 + O;" (reaccion 7)

HOCI1 + R-NH> R-NHCI + H>O (reaccion 8)
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Figura 4. Procesos de reaccion de la MPO
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Nota: Los neutrofilos contienen 4 formas de MPO, las cuales se denominan MPO nativa o
férrica, compuesto I, compuesto II, compuesto III, los cuales tienen similitud en su
composicion aminoacidica y actividad. La MPO reacciona con el H,O; proveniente de las
células fagocitarias formando un complejo enzima-sustrato (cloruro) con una fuerte capacidad
oxidativa. Modificado de Garcia Morales OH et.al. 1998

Finalmente, segln la literatura, la MPO tiene un papel crucial en la lucha contra los
patdégenos por sus propiedades virucidas y bactericidas. Por ejemplo, in vitro
experimento, la MPO administrada fue eficaz inactivando la carga del VIH incluso sin
proporcionar sustrato para la enzima; esto debido a que la enzima produce 4cido
hipocloroso a partir de H202 y cloruro, capaces de oxidar la mayoria de las
biomacromoléculas; y durante algunas condiciones patologicas como la infeccion por
virus de la hepatitis C, IMPO y las especies reactivas incluidas dentro de los lisosomas
pueden liberarse y circular.
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ENZIMOLOGIA DE LA MPO COMO PRIMERA LiNEA DE DEFENSA
CONTRA MICROORGANISMOS FAGOCITADOS

Como se ha mencionado anteriormente, los neutréfilos humanos, son los primeros
respondedores celulares a los microorganismos invasores, y en aquellos pacientes que
presenten defecto cuantitativos o cualitativos en los neutrofilos tienden a presentar
mayor numero de infecciones que causan morbilidad y mortalidad, lo que proporciona
una confirmacion clinica del importante papel de los neutrofilos normales para la salud,
asi también, de sus enzimas y compuestos enddgenos que participan en la respuesta
oxidativa.

En este caso, la actividad antimicrobiana dependiente de neutrdfilos contra los
microbios ingeridos en el fagolisosoma representa la colaboracion de multiples agentes,
incluidos los prefabricados durante el desarrollo de granulocitos en la médula 6sea 'y
los generados de novo después de la activacion de neutrdfilos. Ademas, la respuesta
innata no so6lo estd condicionada a los neutrofilos, sino también a los agentes
extracelulares y con otras células inmunitarias con los que colaboran para eliminar y
degradar de forma dptima los microbios invasores. Cabe destacar, la complejidad de
los eventos mediados por MPO durante las respuestas antimicrobianas endogenas, y la
sinergia entre el NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) oxidasa y la
fosfolipasa A(2) del grupo IIA derivada del plasma.

La MPO nativa es capaz de eliminar un amplio espectro de microorganismos, incluidas
bacterias tanto Gram positivas como Gram negativos; incluso, segtn sus estudios la
MPO podria combatir las bacterias resistentes a los antibidticos, lo que la hace muy util
para el tratamiento de infecciones nosocomiales e infecciones mixtas, siendo este un
método de reduccion de la morbilidad y mortalidad de las infecciones pulmonares
inducidas por Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

Durante las dos ultimas décadas han surgido mas de 20 nuevas enfermedades
infecciosas, y han aumentado el caso de bacterias multirresistentes las cuales son
complicadas de manejar, en este caso, la importancia de la MPO como primera linea
de defensa contra microorganismos fagocitados recae en la resistencia al tratamiento
convencional, lo que resulta en una enfermedad prolongada, mayor riesgo de muerte y
altos costos de atencion médica y por ende, en la necesidad urgente de descubrir nuevas
clases de agentes antimicrobianos, siendo la MPO un antimicrobiano que juega un
papel importante en la defensa del huésped. También se ha observado que los
neutrdfilos deficientes en MPO eliminan muchas especies de microbios patdgenos mas
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lentamente que los neutr6filos normales y que los ratones deficientes en MPO
sucumben mas facilmente a ciertos patdgenos. Con base en la evidencia acumulada, el
proceso por el cual los neutrofilos generan superoxido y luego usan MPO para
convertirlo en HOCl y cloraminas bactericidas se describe en la siguiente Figura 5.

Figura 5. El sistema antimicrobiano mediado por MPO: las propiedades de MPO se adaptan
bien a las condiciones del fagosoma de neutrofilos (azul) en la produccion de concentraciones
microbicidas de HOCI
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Nota: El contacto con una particula ingerible desencadena el ensamblaje de precursores de membrana
intrinsecos y citoplasmaticos de una NADPH oxidasa (NOX2), que transfiere electrones desde el
NADPH citoplasmatico (gris) al oxigeno molecular disuelto en el fagosoma. Los granulos (verdes) que
contienen MPO se fusionan con el fagosoma y liberan su contenido. Luego, la MPO cataliza la oxidacion
del cloruro mediada por H202 para formar HOCI, que reacciona con la bacteria (amarillo) o las proteinas
de los neutréfilos para producir cloraminas citotoxicas. Modificado de Klebanoff SJ, et.al.2013.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MPO CONTRA BACTERIAS

Respecto a la relacion de la MPO y su papel en las infecciones bacterianas, segun la
literatura, los leucocitos de no pueden matar a la mayoria de las bacterias catalasa
positivas, especialmente en pacientes con Enfermedad granulomatosa cronica (EGC),
sin embargo matan con facilidad a las bacterias catalasa negativas, debido a que al
producir H202 compensan la deficiencia metabdlica de la célula. Las bacterias catalasa
positivas quedan atrapadas en un fagosoma en donde no se produce H202, y al mismo
tiempo que las pequefias cantidades de H202 producido por los microorganismos
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como desecho metabolico son neutralizados por la catalasa de origen microbiano. Por
el contrario, los microorganismos catalasa negativos como los neumococos producen
H202 que no llega a neutralizarse por la falta de la enzima y es por ello que se concentra
en el fagosoma participando en la muerte del microorganismo.

La actividad microbicida del H202 se incrementa notablemente por la MPO
especialmente en presencia de un haluro. La MPO y el haluro, mientras disminuyen la
cantidad de H202 presente, incrementan su capacidad para atacar otros sustratos
vulnerables que son cruciales para la replicacion microbiana. La existencia de este
mecanismo bactericida en neutrofilos fue descrita por Klebanoff (1967), quien
demostré que el halégeno se fija covalentemente a proteinas de la particula ingerida. La
MPO es llevada al fagosoma por desgranulacion mientras que los haluros penetran por
difusion. Tanto el Cl- como el I- intracelulares pueden servir como cofactores para la
actividad bactericida en el fagolisosoma. El I- podria ser captado por los fagocitos a
partir de las hormonas tiroideas, e insertado subsecuentemente en las bacterias
fagocitadas. Para maximo efecto bactericida del sistema, la bacteria debe estar presente
en la mezcla de reaccion durante la oxidacion del yoduro; esto sugiere la participacion
de intermediarios labiles de oxidacion del I- mas que la participacion de productos
estables tales como el yodo (I2). La yodinacion de la bacteria por el sistema de la MPO-
I- -H202 se ha demostrado quimicamente y por autoradiografia.

Los procesos dependientes de la MPO son fuertemente favorecidos por los neutrofilos
humanos como mecanismo principal de destruccion oxidativa de S. aureus y el
superdxido contribuye directamente a su destruccion. Ademas, que se ha observado
que la MPO, se une selectivamente a las bacterias como son Escherichia coli'y Pseudomonas
aeruginosa, mientras que a Streptococcus sanguinis no se une frecuentemente, esto debido a
que es un miembro de la familia de bacterias del acido lactico y estreptococo viridans,
que 1o sintetiza citocromos y es catalasa negativa. Los productos metabdlicos de S.
sanguinis, es decir, acido lactico y H202, proporcionan una acidez y un sustrato 6ptimos
para la oxidacion MPO de cloruro a hipoclorito. El hipoclorito puede reaccionar con
sustratos organicos para producir productos deshidrogenados o clorados, pero cuando
el peroxido no es limitante, el hipoclorito reacciona con el perdxido produciendo el
singlete de oxigeno, por esto la mala union de MPO brinda proteccion y posiblemente
una ventaja competitiva a los Streptococos viridans.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el caso de un hombre de 45 afos con deficiencia de
MPO, el cual padecia una necrosis pancreatica provocada por una infeccion bacteriana,
la cual se complic6 a una pancreatitis aguda y que posteriormente murid de sepsis, se

150



evidencia que existe una asociacion entre la deficiencia de MPO hereditaria y adquirida
y la infeccion grave ya que la tincion con MPO de frotis de sangre antemortem terminal
y aspirados de médula dsea postmortem mostraron ausencia de MPO en células de la
serie mielocitica y monocitica.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MPO CONTRA HONGOS

La actividad contra levaduras por parte de la MPO durante la inmunidad innata ha sido
mayormente estudiada frente a Candida spp; la respuesta empieza por las células
epiteliales vaginales como principal defensa antimicrobiana, que no solo constituyen
una barrera mecénica y de atrapamiento con su material de superficie similar a la mucina
y la queratina, sino que también son capaces de responder mediante la activacion celular
y la secrecion de mediadores inmunes. El reclutamiento de PMN en la vagina, la
produccion de citocinas como IL-1B e IL-18 y la activacion de los subconjuntos de
linfocitos T-helper 1 y T-helper 17 (Figura 6), se les ha atribuido un papel contra
Candida spp. Asi también, la microbiota normal permite que el microambiente vaginal
sea lo suficientemente acido para inhibir la transicion de C. albicans.

Figura 6. Respuesta inmune frente a C. albicans por medio del reconocimiento de -1,3-
glucanos por el receptor Dectina-1

<D

«W ‘Lu/’ I,
@/ L Dectin1 .
Candida spp & \\Membrana @
2
& «© L) / <
v | IFNy, TNFa IL-17, IL-22
CARD9 \ i
CELULA DENDRITICA 81, Citoquinas pro y anti infl ias

H Quimiocinas
" de d P

Macrofagos

: /\J & “ "\Vﬁ ‘
NUCIEOw v “ @ L~
)
)

Nota: La Dectina-1 es un receptor de lectina tipo C (CRL) expresado en neutrofilos, se
caracteriza por contener dominios conservados de lectina tipo C, se induce la activacion de
diversas cascadas de sefalizacion, principalmente de la activacion de la quinasa Syk y de
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CARD?9, y por ende, la formacion del complejo CARD9-BcllOMALT]1 que corresponde a la
via de activacion candnica mas importante. Modificado de Vigezzi C.,. et.al. 2021.

Por otro lado, anteriormente se demostrd la capacidad de la MPO en los neutréfilos
humanos para unirse al polisacarido manano solubilizado de la pared celular por
ejemplo de levaduras como Candida albicans. Esta capacidad de union proporciona la
asociacion de la enzima con la levadura diana, lo que es esencial para una actividad
eficaz. Asi mismo, hay reporte donde se menciona que la interaccion entre la MPO y
el manano no permite que la enzima se disocie facilmente de la superficie de la levadura
objetivo, y por ende, es posible que la enzima no pueda disociarse de la levadura muerta
para estar disponible para unirse a objetivos fungicos adicionales.

Por otro lado estudios de terapia de inmunomodulacion se han vuelto cada vez mas
prometedores, incluso con los B-glucanos, por eso estudiaron la actividad microbicida,
la fagocitosis, la produccion de especies oxidantes intracelulares, el consumo de
oxigeno, la actividad de la MPO y la liberacion del factor de necrosis tumoral o (TNF-
a), interleucina-8 (IL-8), y concluyeron que los neutréfilos humanos que se enfrentaron
con C. albicans y C. glabrata aisladas de CVV, aumentaron significativamente la
produccion de especies oxidantes. Sin embargo, aunque existen informes que
demuestran que los pacientes con deficiencia de MPO pueden tener una mayor
incidencia de infecciones graves, se ha demostrado que la mayoria de los pacientes que
carecen de MPO no son particularmente susceptibles a las infecciones cronicas.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MPO CONTRA PARASITOS

Las infecciones por helmintos son un desafio para la respuesta inmunitaria, debido al
gran tamafo de los gusanos en relacion con las células del sistema inmunitario. La
respuesta inmune primaria o secundaria a los helmintos comprenden muchas
interacciones especificas de las células y moléculas huésped. Se ha identificado que
tanto los eosinodfilos como los neutrofilos son células efectoras e inmunomoduladoras
durante las infecciones por helmintos. La eosinofilia es un factor representativo de las
infecciones por helmintos y, en algunas relaciones entre el huésped y el parasito, se ha
observado que los eosin6filos matan a los gusanos. Estudios in vitro han evidenciado
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que los eosinofilos, asociados con anticuerpos especificos, pueden matar los nematodos
de Trichinella spiralis, Haemonchus contortus 'y Onchocerca volvulus.

La MPO purificada de los neutréfilos es toxica para Schistosoma mansoni 'y T. spiralis. Los
neutr6filos humanos deficientes en MPO tienen menor capacidad para matar la ameba
Naegleria fowleri. En el estudio realizado por O'Connell et al, los ratones del ensayo MPO

-/~ tuvieron una reduccion limitada en el tiempo de la inmunidad primaria protectora
frente a Strongyloides stercoralis una disminucion de la inmunidad secundaria protectora,
en dicho estudio se concluyo que la MPO de los neutrofilos funciona para matar las
larvas de S. stercoralis, por consiguiente la toxicidad de la MPO no se limita a los
patdgenos intracelulares, sino que también se dirige a los organismos extracelulares.

Por otro lado se cree que la mayor capacidad de los macréofagos activados para resistir
la infeccion por el protozoo intracelular Leishmania donovani, esta relacionada con el
aumento en la produccion de metabolitos de oxigeno en respuesta a la fagocitosis,
ademas las respuestas metabolicas oxidativas de los macrofagos activados desempefian
un papel importante en la capacidad acelerada de afectar la inmunidad mediada por
células. Segun la literatura una actividad regulada de NADH oxidasa y NADPH-oxidasa
puede explicar la persistencia de parasitos de Leishmania en los pacientes. Dado que
los ROI, resultado de la actividad del estallido respiratorio, son esenciales para la
actividad antileishmanial de los macrofagos, tanto la produccion de H202 y la
oxidacion de NADPH dependen directamente de la NADPH-oxidasa. Ademas se cree
que la MPO esta involucrada en el aumento de la actividad citotoxica de H202y O2 'y
otros intermedios de oxigeno que pueden mediar los efectos toxicos de los macrofagos,
ya sea directamente o en combinacion con MPO. La baja actividad de MPO observada
en pacientes con Leishmaniasis visceral activa puede contribuir a la supervivencia de
los paréasitos en los macrofagos.

Finalmente en la investigacion realizada por Montes et al, se evaluo el papel de los NET
y la actividad de la MPO en las interacciones de los neutréfilos de roedores con las
amebas y en modelos resistentes al absceso hepatico amebiano (ALA) y susceptibles a
ALA, demostrando que en los ensayos in vitro los ratones producian mayores
cantidades de NET y MPO que los hamsters, y la actividad de la elastasa era alta. Sin
embargo, la inhibicion de NET y MPO promovi6 un aumento en la viabilidad de la
ameba en los ratones. Los ALA de raton mostraron una presencia mas profunda de
NET y MPO que los ALA de hamster.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MPO CONTRA VIRUS

Por lo general, en infecciones virales incluidas en COVID-19, la respuesta inmunitaria
inflamatoria empieza con la liberacion de quimiocinas del tejido afectado, seguida de la
infiltracion de leucocitos, especialmente neutréfilos y macrofagos. En las primeras
etapas de la respuesta inmune, los neutrofilos juegan un papel crucial al neutralizar y
destruir proteinas virales con la ayuda de ROS como el singlete de oxigeno, H202, OH
y HOCI, los cuales como se ha mencionado anteriormente son de vital importancia en
el sistema inmune.

Para casos mas especificos como es el virus de la influenza en el estudio realizado por
Bongtae Kim et al , se midio la expresion de MPO en los neutrofilos infectados con el
virus de la influenza porcina (SIV) en los pulmones de cerdos experimentalmente
infectados con el subtipo HIN2 del virus de la influenza porcina (SIV) mediante
inmunohistoquimica, en el cual se determind distintas sefiales inmunohistoquimicas
positivas para MPO en los cerdos de estudio, también se concluy6 que el SIV puede
inducir la expresion de MPO en neutréfilo, la expresion de MPO puede estar
relacionada con la actividad antiviral, igualmente que la MPO inactivo la actividad de
hemaglutinacion del virus de la influenza humana, que es un factor clave en el inicio de
la infeccion por el virus de la influenza humana en las células huésped humanas.
Ademas, la MPO modifico las principales proteinas virales, incluidas las proteinas
internas de la envoltura, y parece causar la alteracion de la configuracion de proteinas
esencial para la infectividad viral en el virus de la influenza humana.

ACCION DE LA MPO EN LAS ENFERMEDADES NO INFECCIOSAS

El incremento de la actividad de la MPO se ha reportado en varios procesos patologicos
y est4 asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo, como en el caso de las
enfermedades infecciosas (generales o locales), las enfermedades inflamatorias (artritis
reumatoidea), vasculitis, aterosclerosis y la isquemia/reperfusion. En estos casos se
reporta un aumento significativo de la actividad de MPO, en proporcion directa al
numero de neutrofilos infiltrados en el tejido, por lo que se puede utilizar su actividad
como indice de migracidn leucocitaria y por lo tanto de estrés oxidativo.

Por ejemplo, en la fibrosis quistica, la actividad MPO estd aumentada
proporcionalmente al grado de obstruccion de las vias respiratorias que presentan estos
pacientes. La enzima por la via de inactivacion de la alfa-1 antiproteasa contribuye a
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incrementar la actividad de la elastasa de los neutréfilos sobre la elastina pulmonar, la
cual desempefia una importante funcion en la fisiopatologia de la enfermedad. Con
respecto al dafio pulmonar en pacientes fumadores se reporta que hay un incremento
de acidos grasos saturados libres que afectan el metabolismo oxidativo de los
polimorfonucleares. Se produce un aumento de la actividad MPO y la produccion de
HOCI, con lo que se amplifica el dafio oxidativo mediado por esta enzima en los
pulmones.

Por otro lado, respecto a las enfermedades del sistema circulatorio, la MPO es capaz
de generar especies reactivas que dafian lipidos y proteinas,y parece contribuir a la
aterogénesis a través de las reacciones oxidativas que ésta cataliza. Asi mismo, la MPO
se utiliza como indice de diferenciacion entre las leucemias linfoblasticas y
mieloblasticas, por el aumento de la enzima en estas ultimas. En los pacientes
ciclémicos se reportan aumentos significativos de MPO, con una correlacion inversa a
la concentracion de hemoglobina, lo que sugiere que los polimorfonucleares y el
sistema de complemento participan en los mecanismos fisiopatologicos de la
enfermedad, mientras que, estudios en pacientes con cirrosis hepatica y hepatitis
crénica muestran niveles aumentados de MPO.

Vasculitis: Las vasculitis, un grupo heterogéneo de trastornos que pueden afectar
multiples 6rganos y sistemas, asi mismo, es una enfermedad multisistémica autoinmune
que causa insuficiencia renal rapida y grave, se caracterizan por la inflamacion
perivascular y la entrada de células inmunitarias en la pared vascular. Las vasculitis se
subdividen clinicamente segun el tamafio del calibre del vaso y funcionalmente segtin
la causa. Por ejemplo, la granulomatosis de Wegener, la poliangitis microscopica y el
sindrome de Churg Strauss son formas de vasculitis sistémicas en las que los neutrofilos
y los monocitos macrofagos se infiltran en las paredes de los vasos sanguineos
pequefios, lo que lleva a la destruccion y la oclusion. Estas enfermedades estan
asociadas con autoanticuerpos dirigidos contra componentes granulares de neutrdfilos
y monocitos, es decir, anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo (ANCA). Los antigenos
diana mas comunes de ANCA en estas vasculitis son la MPO y la proteinasa 3 (PR3).
Los neutrofilos estimulados por ANCA danan las células endoteliales, un proceso que
depende de la produccion de radicales de oxigeno reactivos y la liberacion de
componentes granulares como MPO y PR3. El diagnéstico de vasculitis a menudo es
un desafio debido a los sintomas inespecificos, la deficiencia de criterios de diagnostico
estrictos y la falta de buenas pruebas de diagndstico.
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La MPO, una enzima altamente oxidativa producida por las células mieloides
proinflamatorias, se esta convirtiendo en un biomarcador clave de la inflamacion
vascular. Aunque el papel exacto de la MPO en la patogenia de la vasculitis sigue sin
resolverse, los estudios han sugerido un escenario multifactorial que implica la
produccion directa de especies reactivas de oxigeno, la facilitacion del cebado o la
activacion de neutrofilos, la elevacion de la actividad proteolitica extracelular o la
contribucion a la disfuncion endotelial.

Aterosclerosis: La aterosclerosis es una enfermedad en la que se acumula placa dentro
de las arterias, la placa estd compuesta de grasa, colesterol, calcio y otras sustancias que
se encuentran en la sangre. Con el tiempo, la placa se endurece y estrecha las arterias.
Esto limita el flujo de sangre rica en oxigeno a sus 6rganos y otras partes de su cuerpo.
Actualmente hay varios biomarcadores han sido identificados como utiles en el
diagndstico, manejo y estratificacion pronoéstica de pacientes con enfermedades
cardiovasculares, como MPO, ILIRL1, GDF15, CCL4, CCL7 y SORT]I.

Por ejemplo, la actividad reducida de la paraoxonasa 1 (PON1), una enzima asociada a
las lipoproteinas de alta densidad (HDL), se ha implicado en el desarrollo de la
aterosclerosis cuando hay modificaciones postraduccionales de PON1 que pueden
representar mecanismos importantes que conducen a una actividad reducida de la
misma. En condiciones ateroscleroticas, se sabe que la MPO se asocia con HDL,
generando los oxidantes acido hipocloroso y dioxido de nitrogeno, que pueden
conducir a la modificacion postraduccional de PON1, incluidas las modificaciones de
tirosina que inhiben la actividad de PON1, y por ende, conllevan a el desarrollo de
aterosclerosis tal como se observa en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema de la interaccion PON1-MPO con apoA-I en HDL y la produccion
de IsoLG. Los neutrofilos activados en el sitio de las lesiones ateroscleréticas liberan
MPO, que se asocia con las HDL circulantes. MPO forma un complejo ternario con apoA-
Iy PONI1. MPO cataliza la formacion de especies reactivas de oxigeno como el hipoclorito,
que peroxida el acido araquiddnico para formar IsoLG. IsoLG reacciona extremadamente
rapido con aminas primarias, como los residuos de lisina de las proteinas HDL para formar
aductos covalentes. Tomado de Aggarwal G, 2021.

Por otro lado, se ha demostrado que la sobreexpresion transgénica de la
apolipoproteina Al (apoA 1) retrasa la progresion de la lesion de aterosclerosis y
promueve la regresion de la lesion en modelos de raton; sin embargo, la apoAl esta
sujeta a oxidacion por MPO y consecuente pérdida de funcion, de otra manera, la MPO
también se ve implicada en el desarrollo de aterosclerosis cuando existe la suficiente
concentracion para oxidar la apoAl, lo anterior debido a que las modificaciones
oxidativas de HDL y LDL por MPO ocurren cuando la enzima se absorbe en
fracciones proteicas y localmente produce agentes oxidantes para modificar residuos
especificos en las apolipoproteinas A-1 y B-100. La oxidacion de lipoproteinas por
MPO (Mox) conduce a Mox-HDL disfuncionales asociadas con la deficiencia de salida
de colesterol y Mox-LDL que ya no son reconocidas por el receptor de LDL y se
vuelven proinflamatorias ya que el principal componente proteico de la HDL, es un
objetivo importante para la cloracion de tirosina catalizada por MPO en la circulacion
de sujetos con enfermedades cardiovasculares.

MPO Y CANCER

Durante algunos afios no sea considerado relevante el papel de los neutrofilos en los
estudios a nivel tumoral, aunque es un subtipo de leucocitos abundante nivel periférico
y que se encuentran con frecuencia infiltrado en tumores solidos, inicialmente se
considerd que la presencia de estos a nivel tumoral eran circunstancial, dado que era
dificil creer que este tipo de células con un periodo de vida muy limitado pudieran
ejercer un efecto biologico significativo en una enfermedad cronica y progresiva como
es el cancer. Sin embargo, recientemente el papel de los neutrofilos en el desarrollo de
enfermedades neoplésicas tomo importancia debido, a el reconocimiento de que esta
célula en el proceso inflamatorio cuenta con un papel importante en la carcinogénesis
ya que los neutrofilos como células efectoras del proceso antitumoral desarrollado a
partir de mecanismos de respuesta inmunitaria las diferentes sustancias como la MPO
con capacidad antimicrobiana y citotoxica contenidas en los granulos de los neutrofilos
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que pueden destruir las células tumorales, ademas que las citoquinas y quimioquinas
secretadas pueden reclutar otra serie de elementos celulares con capacidad antitumoral.

Ahora bien, la relacion del MPO con el cancer; radica en que a esta al ser formadora de
radicales libres como el H>O> lo que hace, es que puede danar de manera indirecta el
ADN, ademas que se produce cloraminas que al unirse con el HOCI tienen un poder
mutagénico conocido. En varios estudios la actividad de la MPO ha sido relacionada
con el metabolismo carcinogénico de los hidrocarburos presentes en el tabaco fumado,
por ejemplo; esos hidrocarburos han sido descritos como causantes de la mutacion del
gen de la proteina p53 observada en el cancer de pulmon.

Finalmente, los neutréfilos mediante la MPO y la formacion de HOCI son potentes
inhibidores de la via de reparacion de los nucledtidos, el HOCI es una molécula
relativamente estable y que se difunde bien hasta el nicleo celular esté, ya que es su
funcion esencial ante la defensa contra diferentes microorganismos; pero puede tener
un impacto pro carcindgeno, ademds que los neutrofilos promueven un
microambiente prooxidativo moldeando la matriz extracelular con ayuda diferente
citoquinas lo que facilita la migracion y extravasacion de las células tumorales.

CONCLUSIONES

La MPO es una proteina antimicrobiana presente en los granulos azuroéfilos de los
neutréfilos, después de la desgranulacion se conjuga en el fagosoma con H202, lo que
da como resultado una sustancia toxica para los microorganismos fagocitados. En este
sentido, segin varios estudios, la MPO tiene un papel critico en la defensa contra
microorganismos cuando existe una alta carga a nivel sistémico, por ende, la generacion
de los productos oxidativos generados por MPO y NADPH oxidasa como el HOCl y
el oxigeno contribuyen a la muerte de los mismos. Por otro lado, se ha visto involucrada
en enfermedades inflamatorias, mayormente en la vasculitis y la aterosclerosis, en esta
ultima, debido a la presencia de proteinas cloradas en placas ateromatosas.

En la respuesta inmunitaria contra diferentes microorganismos se genera una gran
cantidad de radicales oxigénicos, conocida como estallido respiratorio y representa una
estrategia del sistema inmune en la lucha contra las infecciones. Asi, los
microorganismos patdgenos se han visto obligados a plantear la lucha contra los
radicales libres en un doble frente: por una parte la proteccion frente a los radicales
generados en su propio metabolismo aerobio y por otra la defensa frente al contacto
con células fagociticas y sus radicales libres especificamente producidos contra ellos. A
esta resistencia frente a los ROS contribuyen enzimas antioxidantes tales como las
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superdxido dismutasas (SODs) y las catalasas, que intervienen en la eliminacion de
algunas moléculas generadas en la cascada de reacciones iniciada por la NADPH
oxidasa fagocitica.
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Bacterias causantes de sepsis,
fisiopatologia y respuesta inmune
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RESUMEN

La sepsis y el shock séptico son el resultado de una respuesta inmune exacerbada que
presenta reacciones inflamatorias sistémicas frente a un proceso infeccioso. Esta
patologia es mas frecuente en adultos mayores, pacientes con cancer o que se
encuentren inmunosuprimidos, pacientes con infecciones del tracto urinario y con
catéteres, personas con enfermedades cronicas como Enfermedad pulmonar
obstructiva (EPOC), enfermedad cardiovascular, cirrosis, diabetes, hipertension y
enfermedad renal cronica, entre otras. Los microorganismos mas frecuentemente
relacionados con la sepsis estan Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella spp., Escherichia coli'y Pseudomonas aeruginosa. En su forma
mas grave, la sepsis provoca una disfuncion de multiples 6rganos que puede producir
un estado de enfermedad crénica critica caracterizada por una grave disfuncion
inmunitaria y catabolismo. Por lo anterior, es importante que se realice un mayor
enfoque en el diagndstico temprano y la reanimacidn con liquidos, la administracion
rapida de antibioticos efectivos y otras mejoras en la atencion de apoyo para pacientes
en estado critico.
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La sepsis, sepsis severa (SS) y el choque séptico (ChS) representan unos de los
problemas mas antiguos y comunes en medicina. Los avances en la atencion
hospitalaria y sobre todo en las unidades de cuidados intensivos (UCI), han aumentado
la importancia y diseminacion de las guias basadas en evidencias con el objetivo de
reducir el inminente riesgo de muerte asociado a sepsis y las secuelas que estas entidades
ocasionan en los sobrevivientes, asi como los avances en biologia molecular han
provisto mas informacion de la compleja interaccion del patogeno y el huésped. En
1992 se defini6 por primera vez a la sepsis como un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) a una infeccion, notando que esta puede ser respuesta a multiples
causas infecciosas y que la septicemia no era necesaria. En 2003 se volvieron a revisar
estos términos y los signos del SRIS, ya que algunos signos como la taquicardia o
leucocitosis ocurre en muchas entidades infecciosas y no infecciosas.

En 2012 la Campana de Sobreviviendo a la Sepsis (SSC), defini6 a la sepsis como una

respuesta sistémica y perjudicial del huésped a una infeccion (sospechada o
documentada), que puede progresar a una sepsis severa, falla organica aguda secundaria
a la sepsis o a la hipoperfusion tisular, hipotension inducida por sepsis (presion arterial
sistolica, PAS <90mmHg o presion arterial media, PAM <70mmHg o una disminucion
de la PAS >40mmHg o menor a dos desviaciones estandar (DS) por debajo de lo
normal para la edad en ausencia de otras causas de hipotension) o choque séptico (ChS,
SS sumada a una hipotension no revertida con reanimacion adecuada mediante fluidos).

La Sepsis severa y el Choque Séptico son grandes problemas de salud que afectan a
millones de personas en todo el mundo cada afio; una de cada cuatro personas muere
a causa de ellos y la incidencia de ambos es cada vez mayor. Similar a otras entidades
(infarto agudo al miocardio, accidente cerebrovascular o el politraumatismo), la
velocidad y la precision del tratamiento administrado en las horas iniciales después del
desarrollo de sepsis tienen grandes posibilidades de influir en el resultado.

Tabla 1. Criterios diagndsticos de Sepsis y Sepsis Severa. Modificada de Dellinger y
cols (2014)

INFECCION DOCUMENTADA O SOSPECHOSA Y LOS SIGUIENTES
FACTORES

Fiebre > 38,3 °C

Hipotermia (Temperatura base <36 °C)
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Frecuencia cardiaca > 90/min o mas de dos DS por encima
del valor normal para la edad

Taquipnea

VARIABLES Estado mental alterado
GENERALES Edema importante o equilibrio positivo de fluidos (>20
mL/kg durante mas de 24 h)
Estado mental alterado
Hiperglicemia (> 140 mg/dL) en ausencia de diabetes
Leucocitos (recuento de globulos blancos WBCI > 12000 uL®
1
)
VARIABLES Leucopenia (recuento de globulos blancos WBCI > 4000 uL
INFLAMATORIAS | 1
Recuento de WBC normal con mas de 10% de formas
inmaduras
Proteina C reactiva en plasma superior 2 DS por encima del
valor normal
Procalcitonina en plasma superior a 2 DS por encima del valor
normal
VARIABLES Presion arterial sistolica <90 mmHg, PAM <40 mm Hg en
HEMODINAMICAS | adultos o inferior a dos DS por debajo de lo normal segun la
edad)
VARIABLES  DE | Hipoxemia arterial Pao2/Foz <300
DISFUNCION Oliguria aguda (0,5 ml/kg/h durante al menos 2 h a pesar de
ORGANICA una adecuada reanimacion con fluidos)
Aumento de creatinina > 0,5 mg/dL 0 44,2 umol/L
Anomalias en la coagulacion (RIN > 1,5 0 aPTT> 60 s)
fleo (ausencia de borborigmos)
Trombocitopenia (recuento de plaquetas < 100.000 uL™)
Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total en plasma > 4mg/dL o
70 umol/L
VARIABLES  DE | Hiperlactemia (> 1 mmol/L)
PERFUSION Reduccion en llenado capilar o moteado
TISULAR

Hipotension inducida por sepsis
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DEFINICION DE  SEPSIS
GRAVE=HIPOPERFUSION
TISULAR O DISFUNCION
ORGANICA POR  SEPSIS
(Cualquiera de los siguientes
casos debido a la infeccion)

Lactato por encima de los limites maximos
normales

Diuresis < 0,5 ml/kg/h durante 2 h a presar de la
reanimacion adecuada de fluidos

Lesion pulmonar aguda con Paox/Fio, <250 con
ausencia de neumonia como foco de infeccion

Lesion pulmonar aguda con Pao2/Fio, <200 con
neumonia como foco de infeccion

Creatinina > 2,0 mg/dL (176,8 umol/L)

Bilirrubina > 2mg/dL (34,2 umol/L)

Recuento de plaquetas < 100.000 uL.

Coagulopatia (razén internacional normalizada >
1,5)

Figura 1. Patogénesis de la Sepsis

* Supresidn inmune: contencian
* Respuesta inflamatoria de la infeccitn reducida
- > Progresiva + Dafio endotelial; disfuncidn de
Infeccion  ——{ Inflamacion e .
+ |nfeccion incontenible/ |a barrera
Dafio secundario + Disfuncidn epitelial: disfuncién
de barreras
Contencidn
exitosa
Falla multiple de drganes:
Sl Hypoxia/apoptosis
recuperacion

Cambios irreversibles
Muerte del huesped

Nota: La Sepsis tipicamente se desarrolla posteriormente a una infeccion o un evento inflamatorio que
no es contenido por el huésped. El deslabone en la respuesta inflamatoria lleva a un desequilibrio y dafio
al sistema inmune y varios tipos celulares del huésped. Las células endoteliales y epiteliales constituyen
una importante barrera para detener la infeccion y la inflamacion. El dafio a la barrera endotelial y epitelial
permite la consecuente diseminacion de la infeccion. La disfuncion celular e inmune generalizada se
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puede propagar ocasionando falla organica, y eventualmente llevando a un estado irrecuperable
(Modificado de Buras y cols, 2005).

INFECCION Y SEPSIS

La bacteriemia y la sepsis son problemas comunes en la practica clinica, donde hay
presencia de bacterias en sangre. La sepsis es un diagnoéstico clinico que necesita
reconocimiento del patégeno causante de la infeccion, donde se ha demostrado un
aumento en la tasa de bacteremia, tanto por bacterias Gram-negativa como Gram-
positiva, debido al incremento en el diagnostico, asi como el aumento en el uso de
terapias invasivas.

Existen diferencias en los mecanismos por los cuales las bacterias grampositivas
producen shock séptico y estan relacionadas con la estructura bacteriana, la toxicologia
y las respuestas del huésped. Las bacterias grampositivas son mds invasivas en los
tejidos del huésped e inducen una respuesta fagocitica mas enérgica comparada con las
infecciones causadas por gramnegativos. El peptidoglucano y toxinas secretadas,
reemplazan la produccion de lipopolisacaridos de los Gram negativos; estos
compuestos de la membrana de los Gram positivos, producen sefiales por medio del
mismo receptor que para la endotoxina gramnegativa, con algunas diferencias en sus
sefiales. Se ha reportado que en la infeccion por Gram positivos hay una respuesta
moderada de TNF, los mecanismos que llevan al shock son multifactoriales y de mayor
complejidad en el tratamiento. La genética, la estructura bacteriana y los mecanismos
de virulencia de los Gram negativos tienen mayor avance investigativo que los
analizados para los Gram positivos.

Inicialmente se penso que los principales organismos que causaban la sepsis bacteriana
eran bacterias gramnegativas, sin embargo, en los ultimos 25 afios se ha demostrado
que las bacterias grampositivas son la causa mas comun de sepsis. Algunas de las
bacterias aisladas con mayor frecuencia en la sepsis son Staphylococcus aureus (S. aureus),
Streptococcus pyogenes (S. pyogenes), Klebsiella spp., Escherichia coli (E. coli) y Pseudomonas
aeruginosa (P. aureginosa).

Dentro de los Gram positivos, los estafilococos, bacterias de la microbiota humana,
son los que estan mas frecuentemente asociados a infecciones sanguineas y en pacientes
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susceptibles puede llegar a la sepsis. Un estudio a nivel mundial indicé que tanto el
Staphylococcus aureus como los Staphylococcus coagulasa negativos (CoNS), son los agentes
causales de mayor frecuencia de bacteremias; el mas prevalente fue el Staphylococcus
epidermidis, aunque los CoNS no se identificaron a nivel de especie en muchos estudios;
esto indica que a nivel mundial se requiere la implementacion de métodos de
diagnostico estandarizados e investigar los factores etiologicos utilizando métodos
genéticos avanzados.

La bateremia causada por gramnegativos, puede deberse a la progresion de una
infeccion del epitelio hacia el torrente sanguineo favorecido por el aumento del
crecimiento bacteriano o el dafio del epitelio. La progresion a sepsis ocurre cuando la
respuesta inmune del huésped disminuye contra las bacterias y se produce disfuncion
organica. En la fase aguda de este proceso, estan involucradas la disminucion en
funciodn y alteracion del metabolismo de las células de la respuesta inmune y las células
endoteliales y la inadecuada perfusion de oxigeno en las células causando hipoxia e
isquemia. En conjunto, si la sepsis no es controlada puede progresar a shock séptico,
afectacion multiple de organos vitales hasta llegar a la muerte. Las bacterias Gram
negativas mas involucrados en estos procesos son Escherichia coli (E. coli), algunas
especies de Klebsiella'y Pseudomonas aeruginosa, las cuales representan el 72% de las
bacteriemias causadas por gram negativas, siendo la E. coli la de mayor prevalencia
(59%).

Como factor de riesgo para llegar a la sepsis son las infecciones del tracto urinario,
especialmente cuando se realiza un cateterismo. Estudios han demostrado que de los
aislamientos de E. coli, el 59% estaban relacionadas con atencion médica y 51%
provenian del tracto urogenital y el 84% de los aislamientos provenian de pacientes con
afecciones urinarias y que habian tenido catéter, factor asociado con técnicas estériles
inadecuadas durante la insercion o extraccion del mismo. Por lo tanto, es importante
identificar la problematica para intervenir en la prevencion de infecciones en la
comunidad y mejorar las medidas de salud publica.

Ademas, con el incremento en terapias con antibioticos y su uso indiscriminado ha
fomentado la resistencia microbiana, factor que no favorece que los tratamientos sean
efectivos en casos tan graves como es la sepsis. Estudios han revelado que en personas
mayores de 65 afos con infecciones del tracto urinario y con tratamientos inadecuados
con antibidticos, incrementan el riesgo de convertirse en poblacion vulnerable a
padecer infecciones mas graves.
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Otro factor que contribuye al incremento del riesgo de sepsis son las enfermedades
crénicas en donde hay procesos proinflamatorios, pro-oxidativos y pro-coagulantes,
los cuales contribuyen al dafio del tejido endotelial de los vasos sanguineos, como es el
caso de la Enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC), enfermedad cardiovascular,
cirrosis, diabetes, hipertension, y enfermedad renal cronica, entre otras.

EPIDEMIOLOGIA DE LA SEPSIS

La incidencia de la sepsis, Sepsis Severa y Choque Séptico depende en como la falla
orgénica se define y en si esta es atribuible a la infeccion o hipoperfusion. En Estados
Unidos el 2% de los pacientes hospitalizados presentan Sepsis severa, de los cuales la
mitad son tratados en una UCI, representando el 10% de las admisiones a estas
unidades, el cual excede las 750,000 admisiones por afio; sin embargo, diversos factores
como el inadecuado diagnoéstico pueden hacer estas cifras poco fidedignas. Se estima
una distribucion similar alrededor del mundo en paises desarrollados, sin embargo, la
incidencia de esta entidad fuera de una UCI, sobre todo en paises no desarrollados, no
es bien conocida. Extrapolando esta incidencia se estiman 19 millones de casos al afio
alrededor del mundo. La sepsis puede resultar de infecciones tanto extra o
intrahospitalarias; siendo la neumonia la causa mas comun (hasta la mitad de los casos),
seguido por la abdominal y la urinaria. Los hemocultivos son positivos solo en un tercio
del total de casos; siendo negativo en todos los sitios de toma igualmente en un tercio
del mismo total. El Staphylococcus aureus y el Stretococcus pneumoniae son los Gram positivas
mas comunes; E. coli, Klebsiella sp, y Pseudomonas aeruginosa los Gram-. Siendo mas comuin
los gran positivos, con un aumento de los Gram- e infecciones por hongos en los
ultimos afios, probablemente debido al aumento de pacientes inmunocomprometidos.
A pesar del nuevo conocimiento en la patogénesis de la sepsis en los ultimos afios, la
Sepsis y Sepsis severa, se mantienen con una mortalidad elevada e inaceptable variando
de 18-50%. Esta mortalidad aun con el apoyo de una UCI para los pacientes que llegan
a desarrollar Choque Séptico, continua siendo elevada, del 20-30% (hace 30 afios
rondaba el 80%), ademas, estudios han demostrado que el sobreviviente tiene un riesgo
aumentado de muerte durante los siguientes meses o anos, dado por el deterioro fisico,
neuroldgico, alimenticio y la calidad de vida. En Estados Unidos se registran de 500,000
a 750,000 casos de sepsis al afo, con mortalidad de 230,000 pacientes,
aproximadamente; en general, la mortalidad del estado de sepsis es del 20 al 50% en el
primer mes, teniendo como factores de riesgo una edad mayor de 60 afios (70%), sexo
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masculino (63%), con comorbilidades de origen pulmonar (47%) o abdominal (34%).
En Latinoamérica, existen pocos estudios acerca del comportamiento epidemiologico
de la sepsis; sin embargo, en Colombia se realizd un estudio con 826 pacientes
diagnosticados con sepsis, de los cuales el 51 % la desarrollo por infecciones adquiridas
en la comunidad, el 44 % en la UCL, y solo el 5 % durante la estancia en hospitalizacion
en salas generales; siendo las infecciones intra abdominales el diagnostico
mas frecuente en un 18.6 %, seguida por neumonia adquirida en el hospital con 17 %,
y la neumonia adquirida en comunidad en un 12.4 %. Las comorbilidades mas
frecuentes fueron la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), falla cardiaca
y diabetes mellitus (DM).

SEPSIS ABDOMINAL

La peritonitis o sepsis abdominal (SA) est4 definida como una infeccion peritoneal; esta
se puede clasificar en tres grandes grupos: primaria, secundaria y terciaria; ademas de
tener la presencia o no de absceso intraabdominal, seglin la clasificacion propuesta en
la reunién de Hamburgo en 1987 y avalada por la sociedad quirurgica de infeccion
(SIS), por sus siglas en inglés).

La peritonitis primaria (referida como peritonitis bacteriana espontdnea) surge en la
ausencia de una degeneracion anatomica identificable. La peritonitis secundaria, se
define como infeccion de la cavidad peritoneal resultado de la pérdida de las barreras
anatomicas del tracto gastrointestinal siendo el tratamiento de eleccion la cirugia con el
objetivo de controlar la fuente de infeccion y la reduccion de la carga bacteriana; siendo
el tipo de peritonitis mas comun. La peritonitis terciaria se concibe como un estadio
tardio de la enfermedad, con peritonitis clinica y signos sistémicos de sepsis o SRIS
(fiebre, taquicardia, hipotension, taquipnea, leucopenia o leucocitosis, gasto cardiaco
elevado, falla orgénica multiple, FOM), que persisten posterior al tratamiento de la
peritonitis secundaria y sin presencia de organismos patdgenos o con patdgenos con
baja virulencia, como enterococos u hongos, son aislados de exudados peritoneales.

La sepsis abdominal es una patologia muy frecuente, compleja, grave y potencialmente
mortal. Es una via final comiin de muchos padecimientos abdominales (inflamatorios,
isquémicos y perforativos) que se atienden en los servicios de cirugia de urgencias. La
infeccion e inflamacion peritoneal generan una respuesta inflamatoria sistémica
compleja que puede ser leve o severa, dependiendo del grado de contaminacion de la
cavidad peritoneal. Esta respuesta inflamatoria sistémica genera cambios vasculares,
celulares, inmunolédgicos y metabolicos que, si son persistentes, pueden provocar
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efectos isquémicos a diferentes niveles y desencadenar fallas organicas diversas (falla
renal, hepatica, pulmonar, cardiovascular, etc.). La SA es una de las principales causas
de admision y mortalidad en las UCI. La mortalidad de estos pacientes llega alcanzar el
25%.

Antes de que la terapia quirargica fuera usada de forma generalizada, cerca del 90% de
todos los pacientes con SA morian. Cuando los principios del tratamiento quirirgico
fueron establecidos y utilizados cominmente por Krishner en 1926, la mortalidad
disminuy6 hasta un 50% en grandes series, demostrando que la mejoria de la
supervivencia del 40 — 50% debe ser acreditada al manejo operatorio solamente. Desde
entonces, a pesar de los innumerables avances en las habilidades quirtirgicas, los agentes
antimicrobianos y los cuidados intensivos, la mortalidad de la peritonitis se reporta en
un intervalo del 3.6% hasta el 41.7%. La dificultad en el control de la SA ha sido motivo
de controversia en el campo de la cirugia, y sigue sin definirse la mejor estrategia para
lograrlo. El éxito del tratamiento de la peritonitis depende de eliminar la fuente de
infeccion (donde el tratamiento quirtrgico incide directamente en el control del foco
infeccioso, como factor mas importante, ya que bloquea el origen de la peritonitis,
“limpiando” la cavidad abdominal), el uso de antibi6ticos de una forma temprana,
apoyo hemodinamico y soporte nutricional adecuado.

FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

De forma general la sepsis se puede ver como una disregulacion de la respuesta inmune
provocada por receptores de reconocimiento de patdogeno (PRRs) ocasionados por una
invasion de un patdgeno, en donde el balance entre la respuesta inflamatoria y
antiinflamatoria es vital. Donde la respuesta del huésped, la heterogeneidad de los
pacientes, las caracteristicas de los patogenos, el tipo de infecciones y las fases de la
respuesta inmune representan los principales aspectos de su fisiopatologia.

Respuesta del huésped en la sepsis

Inicialmente como ya se ha mencionado se pensaba que la sepsis se debia a una
respuesta inflamatoria exuberante. Posteriormente, se introdujo la idea del Sindrome
de Respuesta Antiinflamatoria Compensatoria (CARS). Concluyendo que el huésped
responde de una manera compleja, variable y prolongada en el cual los mecanismos
proinflamatorios y antiinflamatorios pueden contribuir a combatir la infeccion y la
reparacion tisular, o bien producir dafio tisular e infecciones secundarias. La respuesta
dependera de las caracteristicas del patogeno (carga y virulencia), huésped
(caracteristicas genéticas y enfermedades coexistentes) con diferentes resultados a nivel
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local, regional o sistémico. En forma general la respuesta inflamatoria dirigida a eliminar
el patogeno ocasiona dafio colateral de los tejidos; mientras que la respuesta
antiinflamatoria limita el dafio local o sistémico de los tejidos y se encuentra relacionada
con la susceptibilidad a infecciones secundarias.

La respuesta del huésped a la sepsis es caracterizada por una respuesta proinflamatoria
y una respuesta antiinflamatoria inmunosupresora. La direccion, extension y duracion
de estas reacciones esta determinada por factores propios del huésped (genéticas, edad,
enfermedades concomitantes, medicamentos) y del patdogeno (virulencia, inéculo). La
respuesta inflamatoria es iniciada por la interaccion entre los patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs) expresados por los patogenos y los receptores de
reconocimiento del huésped expresados en la superficie de las c€lulas (receptores tipo
Toll, TLRs, y los receptores para lectina tipo C, CLRs), en el endosoma (TLRs) o en el
citoplasma. La consecuencia de esta exagerada inflamacion es colateral al dafio a tejido
y lanecrosis celular, que resulta en la liberacion de patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs), que perpetiian la inflamacion actuando sobre los mismos receptores
de reconocimiento de patrones liberados por los patdgenos.

Inmunidad innata

El patdgeno activa las células inmunitarias gracias a la interaccion con los receptores
del patron de reconocimiento, como los receptores tipo Toll (TLR), receptores de
Lectina tipo C, receptores de acido retinoico (CLRs) y los receptores de union de
nucledtidos (NLRs, nucleotide-binding oligomerization domain—like receptors) siendo
estos ultimos los que actuan con complejos proteicos llamados inflamosomas. Estos
receptores reconocen los patrones moleculares asociados a patogeno (PAMPs),
resultando en un aumento en la transcripcion de genes inflamatorios y la iniciacion de
la inmunidad innata; ademas de reconocer los patrones moleculares asociados a dafio,
(DAMPs) o alarminas, tales como la proteina B1, S100, ADN y ARN extracelular e
histonas.

Anormalidades de la Coagulacion

La sepsis severa se asocia a alteraciones en la coagulacion, siendo Coagulacion
Intravascular Diseminada (CID) una de las principales complicaciones. El exceso en la
deposicion de fibrina es causado por la accion del factor tisular (glucoproteina
transmembranal expresada por varios tipos de celular). Todo esto debido a la alteracion
en los mecanismos anticoagulantes (incluido el sistema de la proteina C y antitrombina)
y por la comprometida eliminacion de la fibrina debido a la depresion de los sistemas
fibrinoliticos. Los receptores activados por proteasa (PARs, protease-activated
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receptors) forman el puente molecular entre la coagulacion y la inflamacion. Existen 4
tipos, siendo el PAR1 en particular el implicado en la sepsis; gracias a que este ejerce
un efecto citoprotector cuando es estimulado por la proteina C activada (PCA) o a bajas
dosis de trombina, pero paraddjicamente también ejerce un efecto de dafio en la barrera
endotelial cuando es activada por altas dosis de trombina. El efecto protector de la PCA
en modelos animales depende de su capacidad de activar el PAR1 y no en sus
propiedades anticoagulantes.

Mecanismo Antiinflamatorios e Inmunosupresion

Los efectos humorales, celulares o neurales del SI atentian los efectos nocivos de la
respuesta proinflamatoria. Los fagocitos pueden cambiar a un fenotipo antiinflamatorio
que promueva la reparacion tisular, ademas de que los linfocitos T reguladores reducen
la inflamacion. El reflejo neuro inflamatorio, consta en la transmision a través del
nervio vago aferente al tallo cerebral, de donde el nervio vago eferente activa el nervio
esplacnico en el plexo celiaco, resultando en la liberacion de norepinefrina por el bazo
y de acetilcolina por una porcién de linfocitos T CD4+. Esta liberacion de la
acetilcolina es dirigida a los receptores colinérgicos a7 de los macréfagos, que suprime
la liberacion de citocinas proinflamatorias. Modelos animales han demostrado que la
perdida de este reflejo por vagotomia incrementa la susceptibilidad al ChS, mientras
que la estimulacion del nervio vago eferente o de los receptores colinérgicos atenta la
inflamacion sistémica. Los pacientes que sobreviven a una sepsis inicial pero que
contintan en un la UCI tienen evidencia clara de inmunosupresion, reflejada por una
reducida expresion del HLA-DR por las células mieloides. Se ha encontrado una
expresion aumentada de ligandos inhibidores para los linfocitos T en las células
parenquimatosas de bazo y pulmoén. El aumento en la apoptosis especialmente de
linfocitos B, linfocitos TCD4+ y células dendriticas foliculares se han implicado a
inmunosupresion y muerte. La regulacion epigenética de la expresion de genes también
contribuye a la inmunosupresion.

Disfuncion orgdnica

La hipoperfusion juega un papel fundamental. Factores como la hipotension, trombosis
y reduccion de la deformabilidad de los eritrocitos contribuyen a la disminucion del
aporte de oxigeno en la sepsis, sepsis severa y choque séptico. La inflamacion produce
una disfuncion del endotelio vascular, acompanado por muerte celular y perdida de la
integridad de la barrera, ocasionando edema. El dafio mitocondrial causa estrés
oxidativo y otros mecanismos que alteran el uso de oxigeno por la célula, ademas de
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liberar alarminas al medio extracelular (tales como el ADN mitocondrial) que activan a
los neutrofilos causando mas dafio tisular.

La sepsis esta asociada a trombosis microvascular causada por la activacion de la
coagulacion (mediada por el factor tisular) y el desbalance de los mecanismos
anticoagulantes como consecuencia de la actividad reducida de las vias enddgenas
anticoagulantes (mediadas por la proteina C activada, PCA, antitrombina y la vida
inhibitoria del factor tisular), ademas del desbalance en la fibrin6lisis y el aumento en
la liberacion del inhibidor del activador de plasminogeno tipo 1 (PAI-1). La capacidad
de generar PCA es afectada por la reduccion de dos receptores endoteliales:
Trombomodulina (TM) y el receptor de PCA. La formaciéon de trombos
posteriormente es facilitada por la liberacion de sustancias extracelulares de neutrofilos
(NETs) liberadas por los neutrofilos dafiados; esta formacion resulta en hipoperfusion
titular, que es agravada por vasodilatacion, hipotension y la reduccion en la
deformabilidad de los glébulos rojos. La oxigenacion titular se ve afectada por la
pérdida de la funcion de la barrera endotelial por la pérdida de la funcion de la cachetina
vascular endotelial (VE), alteraciones en las uniones estrechas, niveles altos de
angiopoietina 2 y un desbalance entre el receptor de esfingosina-1 fosfato tipo uno
(S1P1)y S1P3 en la pared vascular, que es debido a la induccion preferencial de S1P3
a través del receptor activado de fosfato tipo 1, resultado de la disminuciéon de PCA 'y
trombina. El uso de oxigeno es afectado a nivel subcelular por el dafio a nivel
mitocondrial debido al estrés oxidativo.

RESPUESTA INMUNE EN SEPSIS
Bacterias gram negativas

Los LPS y otras moléculas producidas por estas bacterias, son reconocidos por los
anticuerpos y moléculas del sistema de complemento permiten por medio de la
opsonizacion, efectuar la fagocitosis y la lisis bacteriana. Estas bacterias opsonizadas
son fagocitadas por los macréfagos y los polimorfonucleares contribuyendo con la
eliminacion del patdgeno. Esta respuesta inmune genera la liberacion de mediadores
inflamatorios, cambios vasculares y reclutamiento de células inmunes. Uno de los
principales mediadores es la citoquina denominada Factor de necrosis tumoral — alfa
(TNF-a), la cual es la primera citoquina liberada después del contacto de los macrofagos
con el LPS. Posteriormente con la produccion de las interleuquinas (IL) IL-1, IL-6, IL-
8, IL12, y los mediadores celulares de la inflamacion como el factor activador de

177



plaquetas (PAF) y los eicosanoides, producen un efecto sobre el tejido circundante.
Ademas, se activan las anafilotoxinas, C3a y C5a derivadas del complemento cuya
funcion es atraer PMN desde la circulacion, activarlos, que atraviesen el endotelio
vascular facilitado por la vasodilatacion y la presencia de moléculas de adhesion celular
y realicen la fagocitosis del germen; posteriormente mediante agentes microbicidas
oxigeno dependientes e independientes, se da la muerte intracelular del germen. Por
otra parte, los PMN producen leucotrienos B4, FAP que contribuyen ain mas con el
proceso inflamatorio. Muchos de los dafos endoteliales observados en la sepsis son
causados por estos agentes (4). Otro mecanismo proinflamatorio es el producido por
la accion de los TLR, donde el LPS se une a la Proteina fijadora de Lipopolisacarido
que se une al CD14, y activan al receptor Toll 4 (TLR4) induciendo en células de la
inmunidad innata la produccion de citoquinas proinflamatorias.

Los mediadores inflamatorios secretados por poblaciones de células diferentes, atraen
y activan linfocitos T y B. Ademas, la liberacion de mediadores como IL-2, Interferon
— gama (IFNy), Factor estimulante de colonias granulocitica macréfago (GM-CSF),
estan involucrados en la proliferacion y activacion de mas células mononucleares. La
accion de las células inmunes activadas combinada con los efectos de los mediadores
inflamatorios causan sintomas como fiebre, dafo endotelial, derrame capilar, dilatacion
vascular periférica, desordenes en la coagulacion, microtrombos y depresion
miocardica. Este fenomeno puede resultar finalmente en fallo multiorganico, shock y
muerte.

Bacterias Gram Positivas

En las bacterias gram positivas, el 4cido lipoteicoico (ALT), los peptidoglucanos (PGN)
y las exotoxinas, son las responsables de la respuesta inmunologica. E1 ALT y el PGN
inducen la produccion de 6xido nitrico (NO), IL1, IL-6, y TNF-a por monocitos y
macrofagos y activar la muerte oxidativa. La sepsis causada por bacterias Gram
Positivas se da por la produccion de endotoxinas y por la estimulacion de la respuesta
inmune.

La sepsis por bacterias gram positivas a menudo provienen de la piel, heridas, tejidos
blandos y catéteres mas que de fuentes genitourinaria o entérica como sucede en el caso
de sepsis causada por Gram negativos. Los Gram positivos también son atacados por
la fagocitosis y la muerte intracelular realizada por los PMN y macrofagos. Su virulencia
también se debe a que estos patdogenos actian como super antigenos (S. aureus y S.
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pyogenes), los cuales sobre estimulan la activacion de linfocitos T produciendo paralisis
inmunologica, liberacion descontrolada de numerosas citoquinas pro-inflamatorias,
especialmente INF-y y TNF-a., las cuales son las causantes del sindrome de shock
toxico y pueden algunas veces causar falla multiorganica.

Los ALT inducen la produccion de citoquinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y otras
moléculas activadas en la inflamacion. El PG de S. aureus induce la transcripcion del
RNAm de IL-6 e IL-10 en monocitos y células T. El PG y ALT de bacterias gram
positivas (Staphylococos sp., Streptococos sp., Listeria monocytogenes) se une a receptores Toll
(TLR2), que en cooperacion con el TLR6 inducen la produccion de TNF-a ,
favoreciendo el proceso inflamatorio.

Caracteristicas y antecedentes de las citoquinas en sepsis y choque séptico TNF-a e IL-1

IL-1 (IL-1ay la IL-1), en conjunto con el TNF-a son las citocinas mas estudiadas en
la fisiopatologia de la sepsis. Ambos son citocinas proinflamatorias que han sido
implicadas en un gran nimero de enfermedades inflamatorias infecciosas y no
infecciosas, como la aterosclerosis, AR, osteoartritis y enfermedad de Alzheimer. El
TNF-a es una proteina de 17 kDa, que se deriva de las células del SI como los
macrofagos y células como los fibroblastos en respuesta a un estimulo invasivo,
infeccioso, o inflamatorio. La liberaciéon de TNF-a por los macrofagos comienza 30
minutos después del evento, posterior a la transcripcion genética y traduccion de ARN,
que establece a este mediador como un regulador temprano de la respuesta inmune.
Este actia sobre receptores transmembranales especificos (TNFR1 y el TNFR2), que
llevan a la activacion de las células inmunitarias y la liberacion de mediadores
inmunorreguladores. Lleva a una diferenciacion en macréfagos por parte de las células
progenitoras, promueve la activacion y diferenciacion de los macréfagos, y prolonga su
supervivencia; todos estos efectos promueven las respuestas proinflamatorias de la
sepsis. En las células endoteliales, este promueve la expresion de moléculas de
adhesion, como la molécula de adhesion intercelular (ICAM)-1 y la molécula de
adhesion vascular (VCAM)-1, y otras quimiocinas; también incrementa la adhesividad
de las integrinas en el neutrofilo promoviendo su extravasacion a los tejidos. La IL-1
es liberada por los macréfagos activados en un tiempo similar que el TNF-a, a través
de la sefializacion de dos distintos receptores (receptor de IL-1 tipo I (IL-1R1) y el IL-
IR2), con efectos comparables sobre las células inmunitarias. Ambos se han
identificado como activadores de la coagulacion, el TNF-a es un potente promotor de
la expresion endotelial procoagulante. Adicionalmente, ambos amplifican las cascadas
inflamatorias de una forma autocrina y paracrina activando a los macréfagos para que
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secreten otras citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8 y MIF, mediadores lipidicos
y reactivos de oxigeno y nitrégeno, produciendo fallas organicas. Debido a su habilidad
de orquestar la cascada de citocinas, el TNF-a es considerado el regulador maestro de
la produccion inflamatoria de citocinas; tendiendo la IL-1 un rol regulador importante
en esta cascada. Gracias a que existen receptores de citocinas solubles y receptores
antagonistas, como los STNFRs, IL-1R2 y el IL-1Ra, los cuales modulan la accion de
estas dos citocinas.

Niveles elevados de sSTNFRs e IL-1Ra han sido encontrados en la circulacion sistémica
de voluntarios sanos a los cuales se les administro una endotoxina. En pacientes
sépticos la concentracion plasmatica de sTNFRs e IL-1Ra se correlaciono con la
severidad de la enfermedad, y en el caso del STNFRs con la mortalidad. En diferentes
modelos murinos de ChS, la administracion de IL-1Ra incremento la supervivencia,
sugiriendo un efecto terapéutico para el IL-1Ra. En cuanto al STNFRs, se propuso que
la proporcion entre el TNF-a y el sSTNFRs, mas que la concentracion absoluta de uno
u otro, tiene mayor valor pronostico en pacientes sépticos. Todo esto indicando que el
balance entre las citocinas y sus inhibidores solubles es crucial para un prondstico
positivo en este tipo de pacientes. Sin embargo, el mecanismo exacto de este balance
no es aun claro.

Figura 2. Efecto de las endotoxinas sobre las principales respuestas del huésped
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Modificado de Levinson W, Review of Microbiology and Immunology, 12th Edition.

IL-6

Glucoproteina producida por varias células, especialmente macrofagos, células
dendriticas, linfocitos, células endoteliales, fibroblastos y células de musculo liso en
respuesta al estimulo por LPS, IL-1, y TNF-a. Concentraciones elevadas de IL-6 estan
presentes en muchas condiciones agudas, como quemaduras, cirugia mayor y sepsis,
con un pico subsecuente a concentraciones altas de TNF-a e IL-1. Los niveles de IL-
6 estan establemente elevados en estas condiciones y se relacionan con muchos
indicadores de severidad, como escalas clinicas, estrés postquirirgico, trauma,
incidencia de sindrome de falla organica multiple (MODS), ChS, y mortalidad. Tiene
efectos biologicos como la activacion de linfocitos T y B, la activacion del sistema de
coagulacion y modulacion de la hematopoyesis. Una funcion basica es la induccion de
la fiebre y la mediacion de la respuesta de fase aguda, una reaccidn sistémica a un
estimulo inflamatorio que es caracterizado por fiebre, leucocitosis y la liberacion de
proteinas de fase aguda hepaticas como la proteina C reactiva, componentes del
complemento, fibrindgeno y ferritina. A pesar de estas caracteristicas proinflamatorias,
también se ha demostrado que promueve la respuesta antiinflamatoria; inhibiendo la
liberacion de TNF-a e IL-1 y promoviendo los niveles circulantes de mediadores
antiinflamatorios como la IL-1Ra, sTNFRs, IL-10, TGF-p, y cortisol.

IFN-y

Es principalmente producido por las células NK, linfocitos TH1, y linfocitos T CD8+
citotdxicos. Su produccion esta estrechamente regulada y estimulada por las citocinas
derivadas de macrofagos especialmente TNF-a, IL-12, e IL-18. Fue descubierto debido
a su actividad antiviral. Normalmente no es detectable en el plasma de humanos sanos,
pero sus niveles se elevan en pacientes con sepsis; sin embargo, estos niveles no se
relacionan con la severidad o mortalidad de la sepsis. Recientemente se ha mostrado
un rol en la reversion de la inmunoanalisis inducida por sepsis, durante esta paralisis,
los macréfagos muestran una alteracion en sus funciones fagociticas y una reducida
liberacion de citocinas promotoras TH1 ante la estimulacion bacteriana.

IL-10

181



Citocina homodimérica de 35-kDa producida por células del SI como monocitos,
macrofagos, linfocitos B, T y células NK. Tiene una actividad antinflamatoria; estimula
la produccion de IL-1Ra y de sSTNFRs, neutralizando la accion proinflamatoria de IL-
1 y TNF. Se piensa que la IL-10 podria regular la transicion de una etapa temprana
reversible de sepsis a un tardio e irreversible ChS, ademaés de que recientemente se han
estudiado polimorfismos en el gen promotor de IL-10 que afectan la susceptibilidad a
la sepsis.
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Resumen

Los xenobidticos son compuestos quimicos sintéticos, entre los que se incluyen
fertilizantes, pesticidas, colorantes, dioxinas, bifenilos policlorados e hidrocarburos
poliaromaticos. Estos compuestos, al no ser naturales, contaminan el medio ambiente
y pueden tener efectos perjudiciales en los seres vivos, ya que no se integran en las rutas
metabolicas celulares y son recalcitrantes. En la agricultura, se utilizan diversos
xenobiodticos como aldrin, dieldrin, endrin, clordano, heptaclorohexaclorobenceno,
mirex, toxafeno, glifosato y DDT. Se han descubierto microorganismos, como ciertas
especies de Pseudomonas y Bacillus, que poseen la capacidad de degradar estos
xenobidticos, lo que les confiere un gran potencial para la biodegradacion y la
biorremediacion. Bacterias especificas, como P. extremeustralis, B. subtilis y B. thuringiensis,
contienen enzimas con aplicaciones biotecnoldgicas. Sorprendentemente, hasta el 50%
de las proteinas en su genoma se consideran de funcion desconocida, lo que sugiere un
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papel crucial en los procesos de adaptacion. Estos microorganismos se presentan como
una herramienta poderosa en la lucha contra la contaminacion por xenobidticos y en la
restauracion de ecosistemas dafiados. Han demostrado su capacidad para descomponer
compuestos dafiinos para el medio ambiente y la salud humana, abordando una amplia
gama de contaminantes quimicos, desde hidrocarburos hasta productos farmacéuticos
y quimicos industriales. Su adaptabilidad a condiciones extremas, su capacidad para
formar biopeliculas y secretar enzimas, reduce la necesidad de productos quimicos
toxicos y métodos de limpieza costosos, promoviendo asi practicas mas sostenibles en
la gestion de la contaminacion.

Introduccion

A los compuestos sintéticos quimicos que no son naturales y vienen de fuentes
externas al ambiente, se llaman xenobidticos, estos pueden ser fertilizantes quimicos,
pesticidas, tintes, dioxinas, bifenilos policlorados (PCB), e hidrocarburos
poliarométicos que generan efectos secundarios sobre la biota, puesto que no pueden
ser reconocidos por los procesos bioquimicos en plantas y microorganismos,
haciéndolos resistentes a la degradacion (Singh A., 2016) (Okagu, 2023). Para los afios
70’s, en Colombia se hizo uso de plaguicidas con contaminantes organicos persistentes
(COP), como aldrin, dieldrina, endrina, Clordano, Heptacloro-Hexaclorobenceno,
Mirex, Toxafeno y DDT para cultivos como el maiz, arroz, papa, y algodon, los cuales
pueden estar en el suelo por afos (Kirichuk, 2023) . En las regiones agricolas de
Colombia, como la Caribe y Pacifica, los cultivos de banano, arroz, pastos, algodon,
maiz y frutales generan residuos de pesticidas que son lixiviados a los rios Magdalena y
al Cauca, lo que ocasiona contaminacidon persistente del compuesto organico
(Panorama de biorremediacion en Colombia ) (Rosso-Pinto Mauricio, 2023). Segtn la
estadistica de ““Comercializacion de plaguicidas quimicos de uso agricola 2013- ICA”,
los cinco plaguicidas mas consumidos en Colombia son el fungicida Mancozeb (20.379
ton), los herbicidas 2,4 Diclorofenoxiacético (12.797 ton) y glifosato (9.605 ton); y los
insecticidas imidacloprid (5920 ton) y clorpirifos (4421 ton), siendo estos causantes de
contaminacion del suelo generando infertilidad y toxicidad debido a su bioacumulacion
(Gomez LE, 2017).

Existe una variedad de microorganismos capaces de degradar compuestos
xenobidticos agricolas, algunos pertenecientes a los géneros Pseudomonas sp 'y Bacillus sp
(Garcia Birolli Willian, 2022) (Barman, 2024). Los microorganismos pertenecientes al
género Pseudomonas sp, son bacilos Gram negativos y generalmente moviles, se adaptan
a diferentes condiciones ambientales, que para otros microorganismos serian
desfavorables para su crecimiento (Ramasamy Kesava P, 2023). Lo anterior, gracias a
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su actividad enzimatica e informacién genética, confirmando asi que este grupo de
microorganismos son promotores de la biodegradacion y biorremediacion (Satapute P,
2019). B. subtilis y B. thuringiensis son bacilos Gram positivos, un sistema modelo para
diferenciacion y desarrollo celular (Stiilke J, 2023) (Almeida AL, Bacillus thuringiensis

: mecanismo de accion, resistencia y nuevas aplicaciones: una revision, 2016). Su
interaccion directa con el ambiente se produce gracias a produccion de enzimas que
degradan sustratos derivados de la fauna, flora y compuestos organicos como
hidrocarburos (Errington J., 2017) (Almeida AL, Bacillus thuringiensis : mecanismo de
accion, resistencia y nuevas aplicaciones: una revision, 2016) (Barman, 2024). Por
medio de la degradacion microbiana, el glifosato puede ser usado como fuente de C
por medio de la via 4cido aminometilfosfonico (AMPA) (Chen Yongsheng, 2022).
También el glifosato puede ser usado como fuente de fosforo, gracias al sistema
enzimatico de la via C-P liasa (Hove-Jensen B, 2014.).

Imagen 1. Metabolismo bacteriano del glifosato. Modificado de (Sviridov AV, 2014) .
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B. Metabolismo bacteriano del glifosato a través de la via via C-P lipasa
catalizada por la enzimavia C-P lipasa

Las proteinas son moléculas que cumplen funciones especificas, incluyendo
biorremediacion enzimatica (Morris R, 2022). Cuando se habla de proteinas hipotéticas,
se define como una proteina que al parecer se expresa a partir de un marco de lectura
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abierto, pero no hay evidencia experimental de su traduccion, es por lo anterior que no
ha sido caracterizada, pero es probable que alguna de estas proteinas hipotéticas puedan
realizar funciones bioldgicas que aun no se conocen, utilizando métodos de prediccion
funcional se busca la presencia de sefiales de orientacion subcelular y la presencia de
dominios caracterizados (Desler C, 2009) (Ijaq J, 2019). Los dominios de funcion
desconocida (DUF), son un gran conjunto de familias que no incluyen ninguna proteina
de funcién conocida, y no se sabe si estas familias representan un dominio de proteinas
o muchos (Lv P, 2023) (Bateman A, 2010). Una de las formas para determinar la
funcién de un dominio no caracterizado, es identificar la similitud con un dominio de
funcién conocida por comparacion de secuencias o por analisis estructural; otra forma
es el uso del contexto gendmico para identificar computacionalmente la funciéon por
medio de bases de datos como Pfam (Finn RD 1, 2014) y SUPERFAMILY 1.75
(Gough J, 2001); y por ultimo por biologia molecular o bioquimica (Bateman A, 2010).
Las proteinas huérfanas son enzimas que no tienen una proteina o secuencia de genes
coincidentes (Hanson AD, 2009). Los genes se pueden asociar por la proximidad de
los mismos en el genoma, donde los procariotas tienen genes organizados en operones,
también se pueden transcribir la proteina desde la region promotora (Hanson AD,
2009) (Spiers AJ, 2023).

Cuando las bacterias se encuentran expuestas a un estrés ambiental puede
ocurrir la expresion de las proteinas de choque térmico, las cuales estan encargadas de
mediar el plegamiento de las cadenas polipeptidicas, previniendo la agregacion de
polipéptidos (FT, 2010) (Iyengar BR, 2022). El sistema de chaperonina GroEL/GroES
es quiza uno de los sistemas de chaperona mds estudiados a nivel del mecanismo
molecular, tenido un peso de 60 kDa y el cofactor 10 kDa (Weiss C, 2016) (Iyengar BR,
2022).

Comprendiendo la biorremediacion de xenobidticos por Pseudomonas sp.y
Bacillus sp
Pseudomonas sp.

Las concentraciones de xenobioticos en el suelo, pueden causar la
bioacumulacion cuando este compuesto pasa a través de la cadena alimentaria de un
nivel tréfico a otro (Okagu, 2023). En las plantas se absorbe por raiz y pueden bloquear
procesos bioquimicos como el transporte de iones, nutrientes, inactivar enzimas, alterar
la integridad de la membrana celular y de los organulos (Singh A., 2016) (Okagu, 2023).
La transformacion biolodgica de los compuestos organicos por microorganismos, €s
llevada a cabo gracias a diferentes tipos de enzimas y acidos organicos que actiian sobre
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los compuestos xenobioticos y los degradan en formas mas simples (Okagu, 2023).
Algunas bacterias del género Pseudomonas sp. y Bacillus sp., tienen la capacidad de cumplir
una funciéon degradadora de xenobidticos incluyendo compuestos aromaticos
policiclicos, fertilizantes y pesticidas (Singh A., 2016) (Barman, 2024).

Las proteinas tienen diferentes funciones, ya sean enzimaticas, de transporte o
estructurales, las cuales son un producto genético que interactia para promover la
funcion estructural y el crecimiento celular (Desler C, 2009) (Morris R, 2022). Dentro
de la secuenciacion de genomas de organismos, hasta el 50% de los genes dentro de un
genoma se denominan como ‘“hipotéticos” o “desconocidos” (Desler C, 2009),
situacion que limita la comprension del papel que pueden desempefiar estas proteinas
hipotéticas en la supervivencia y en relacion con las diferentes condiciones medio
ambientales (Mulder, 2012). Se debe tener en cuenta que cuando la bacteria se
encuentra expuesta a un estrés ambiental puede expresar proteinas de choque térmico,
las cuales previenen la agregacion de polipéptidos ya que se encargan de mediar su
plegamiento (FT, 2010). Especificamente para P. extremaustralis, B. subtilis y B.
thuringiensis, algunas de estas proteinas podrian ser la respuesta al estrés por
xenobioticos.

Las investigaciones en suelos polares, evidencian que el derrame de un
hidrocarburo aumenta el nimero de bacterias biorremediadoras, incluyendo al género
Pseudomonas sp. La tasa de degradacion de hidrocarburos in situ es lenta debido a su
persistencia, tales como alcanos ligeros y aromaticos que se encuentren en el subsuelo,
los cuales no estan expuestos a la evaporacion y fotooxidacion; de manera que la
actividad de bacterias autoctona es limitada para los degradadores de hidrocarburos, ya
que las condiciones ambientales como la temperatura baja o fluctuante, la alcalinidad,
la humedad, la limitacion de nutrientes y la inhibicion ejercida por el hidrocarburo, son
desfavorables (Aislabie J, 2006). La temperatura es una condicién ambiental que influye
en la biorremediacion, a una temperatura baja aumenta la viscosidad del aceite y la
volatilizaciéon del compuesto lo que produce un aumento del tiempo para la
degradacion del hidrocarburo, sin indicar un cese de la actividad biodegradadora
incluso a temperaturas bajo cero (Aislabie J, 2006) (Qing Wang, 2022). En relacion con
las condiciones ambientales se considera que el nitrogeno es el principal nutriente
limitante, puesto que para la degradacion de hidrocarburos se dispone del nitrogeno
(N) y fosforo (P) que se encuentren en el medio, evidenciandose en P. putida,
Acinetobacter sp. y Rhodococcus sp., las cuales tuvieron la capacidad de crecer en una gama
de alcanos a partir de hexano (6C) a través de eicosano (20 C) y pristano compuesto
isoprenoide (2,6,10,14-tetrametil-entadecan) (Sun Y, 2021). El nivel 6ptimo de N para
la biodegradacion del hidrocarburo depende del tipo de suelo (Aislabie J, 2006)
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(Lawniczak %, 2020). Los genes homologos de P. putida (Pp alkB), Acinetobacter sp. (Ac
alkM) y Rhodococcus sp. (Rh alkB1 y Rh alkB2) codifican el sistema hidroxilasa alcano que
comprende una monooxigenasa alcano-integral de membrana y rubredoxina soluble y
rubredoxina reductasa los cuales estan involucrados en la biodegradacion del
hidrocarburo (Aislabie J, 2006) (Gouthami, 2023).

Javaid et al. (Javaid MK, 2016) sefialan que Pseudomonas sp. puede degradar
endosulfan utilizando un medio modificado con glucosa y atrazina, tomandolos como
fuente de carbono (C) (Javaid MK, 2016). El endosulfan se metaboliza en sulfato de
endosulfan, que es el unico producto del metabolismo del endosulfan por accion
bacteriana, donde el endosulfan logré degradarse en 50% a los tres dias, gracias a que
las enzimas para la degradacion de pesticidas organoclorados son principalmente
enzimas de deshidrocloracion, enzimas hidroliticas y deshidrogenasas, las cuales estan
relacionadas con los genes de la familia Lin (Javaid MK, 2016).

En Australia, se realizé un muestreo de cinco granjas de cana de azicar con un
antecedente de utilizar pesticida clorpirifos (CP) (Rayu S, 2017). Se utiliz6 el medio
MSM complementado con clorpirifos 20 mg/L y modificado con N, P y C, se obtuvo
como resultado que Pseudomonas sp. tuvo mayor degradacion en los medios de MSM sin
C (+ N/+ P /= C) en el cual utilizo 90% de clorpirifos (Rayu S, 2017).

El género Pseudomonas sp., fue descrito por primera vez por Migula en 1894
(Lopez NI, 2009). P. extremaustralis, es una bacteria aislada del extremo sur de la
Antartida, es un bacilo Gram negativo, no formador de esporas, moévil, con
metabolismo oxidativo evidenciado en oxidasa y catalasa positivo (Lopez NI, 2009). Su
crecimiento se da a una temperatura de 4 a 37°C, con morfologia circular, lisa y no
pigmentada (Lopez NI, 2009).

Las observaciones relacionadas con la biorremediacion de hidrocarburos,
indican que se necesitan microorganismos con una actividad enzimatica que les permita
adaptarse a la condicion adversa de contaminacion y asi sobrevivir (Raiger Iustman LJ,
2015). Es por lo anterior que la supervivencia de P. extremaustralis esta asociada a la
produccion de polihidroxialcanoatos (PHAs) cuando se encuentra en exposicion a
hidrocarburos (Raiger Tustman LJ, 2015). En el bioensayo realizado se encontr6 que P.
extremaustralis crece en medio MSM con 5% de diesel (CioH20) asociandose este
crecimiento a la presencia del gen a/kB que codifica para monooxigenasa, degradando
27.3 £ 6.0% de diésel (Raiger Tustman LJ, 2015).

Cabe resaltar que metabolizar compuestos aromadticos por parte de
microorganismos esta relacionado con entornos pobres en nutrientes (Raiger Tustman
LJ, 2015). La degradacion de compuestos complejos esta ligado con el metabolismo del
acido ferulico, el cual es uno de los acidos hidroxicindmicos méas comunes presentes en
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la lignina, donde P. extremaustralis presenta todos los genes de la ruta para el
metabolismo del acido ferulico en el cual los genes de porina especifica para el
hidroxicinamato (orpD) y transportador de hidroxicinamato (mhpT) son claves para la
captacion de derivados del acido cinamico, observados solo en P. extremaustralis, P.
fluorescens SBW2S y P. syringae pv. syringae B782a (Raiger Iustman LJ, 2015). Ademas, una
segunda copia de orpD solo se encontré en P. extremaustralis. Para la conversion de acido
fertlico en acido vanilico en el género Pseudomonas sp. se han descrito dos vias, en donde
una de estas vias transforma el feruloilCoA en acido vanilico mediante una acil-CoA-
deshidrogenasa y una enzima b-cetotiolasa, y la segunda via tiene la vanilina como
intermediario que conduce al acido vanilico por la enzima Vanilin deshidrogenasa,
ambas rutas se encontraron en P. extremaustralis (Raiger Tustman LJ, 2015).

Las especies de Pseudomonas sp. son metabdlicamente versatiles y se puede
obtener energia de diferentes vias centrales y secundarias, como la ruta Entner-
Doudoroff, la oxidacion periplasmatica de la glucosa (que involucra a los genes ged'y
gad), la oxidacion del etanol (incluidos los genes exad, exaB 'y exaC), la fermentacion de
piruvato (incluyendo ack, pta, adhA y ldhA) y arginina (incluyendo los genes
ldhA y arcDABC) (Tribelli PM, 2015). En este estudio para determinar la capacidad de
P. extremaustralis para crecer utilizando etanol como fuente de C se llevo a cabo en agar
LB, previamente modificado con etanol al 0.5% (v/v) para acumular asi PHA y para
estimar cuantitativamente la actividad del alcohol deshidrogenasa se utilizo el ensayo
de p-rosanilina, y se determino el espectro de absorcion (Tribelli PM, 2015). Los genes
involucrados en el metabolismo de oxidacion del etanol son genes exaA que codifica
un etanol deshidrogenasa dependiente de una quinona pirroloquinolina (PQQ), exaC
que codifica la enzima aldehido deshidrogenasa, y exaB codifica ¢550 citocromo, asi
como erbR que expresa un regulador transcripcional relacionado con oxidacion el etanol
en el género Pseudomonas sp. En P. extremaustralis las secuencias de aminoacidos de
ExaAl y ExaA?2 presentaron entre ellas el 51% de identidad y el 78% de similitud
(Tribelli PM, 2015). El gen de codificacion erbR se encuentra en la misma zona
genomica que exad, exaB y exaC, separados por nueve ORFs putativos (Tribelli PM,
2015).

Lopez et al. (Lopez G, 2017) realizaron un analisis experimental para
determinar la actividad lipolitica de P. extremaustralis USBA-GBX-515 (ID CMPUJ
U515), evaluando el crecimiento en trioleina, tributirina, Tween 80, aceite de oliva 'y
tricaprilina, usandolos como fuente de C durante 42 horas a 30°C. Se determin¢ la
actividad lipolitica maxima 2.0 UL umol/L/min a las 15 horas al final de la fase
exponencial (Lopez G, 2017). El andlisis gendmico identifico dos genes; uno de ellos
es lip5154 relacionado con una lipasa de triacilglicerol, y est5/54 una lipasa de
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carboxilesterasa (Lopez G, 2017). En estos genes se identifica una o/f hidrolasa
conservada que es comun en las enzimas lipoliticas importante para el metabolismo de
acidos grasos y lipidos. El gen lip515A4 mostr6 una identidad del 49% (valor E 3e-80con
una lipasa de triacilglicerol de P. fragi IFO-12049 (Lépez G, 2017). Para los genes de
PHA, se determind que se encuentra presente el operon phaABC, conteniendo la PHA
sintasa (phaC), B-cetotiolasa (phaAd) y acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADP
(phaB) (Lopez G, 2017).

Es necesario recalcar que Morita denominé los microorganismos que habitan
en ambientes frios como psicrofilos, es decir, que su crecimiento 6ptimo es a
temperaturas inferiores a 15°C (NI, 2018). Sin embargo, su metabolismo se ve alterado
por las bajas temperaturas, aumentando el estrés oxidativo a causa de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) (NI, 2018). Por medio del anélisis del transcriptoma del
ARN de P. extremaustralis, haciendo uso de la tecnologia deep-sequencing, colocando la
cepa en estrés con octanoato de sodio en medio LB favoreciendo asi la acumulacion
de PHA a 8°C y 30°C (Tribelli PM, 2015). Se identificaron diferentes genes, entre ellos
FLG, flgJH, fIgK, flgL, fleQ, FIliF, FliG, FLIM, FIhA que codifican para motilidad, y
fueron reprimidos a bajas temperaturas, incluso algunas chaperonas de choque térmico
como dnaJ y dnaK fueron reprimidos a 8°C (NI, 2018). Pero el gen principal cspA, que
codifica para las proteinas de choque frio, aumento su transcripcion a 8°C permitiendo
asi la bacteria adaptarse a las condiciones de baja temperatura (Tribelli PM, 2015).

Una de las condiciones para que los microorganismos tengan la capacidad de
biodegradar un contaminante es que se encuentre disponible (Vasquez F, 2018). El
diésel es un compuesto alifatico que, por la falta de grupos funcionales y baja
solubilidad en agua, no permite que sea utilizado por el microorganismo (Vasquez F,
2018). Sin embargo, la adaptabilidad de algunos microorganismos como P.
extremaustralis después de realizar la secuenciacion de ARN en cultivos aerdbicos y
microaerofilos, sobre expreso el gen a/kB en microaerobiosis, sin estar expuesto a un
hidrocarburo (Vasquez F, 2018). También se determino que este microorganismo solo
utiliza el diésel, al expresar el gen alkB en microaerobiosis (Vasquez F, 2018). Teniendo
en cuenta lo anterior, los microorganismos que permitan adaptarse son de interés para
la industria biotecnologica puesto que se pueden utilizar en diferentes procesos de
biorremediacion (Vasquez F, 2018).
Bacillus sp

Huang et al. (Huang Y, 2018) identifican diferentes microorganismos capaces
de degradar pesticidas, donde se menciona al género Pseudomonas sp. y Bacillus sp. Estos
microorganismos tienen la capacidad de adaptarse e inducir mutaciones que permiten
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degradar el pesticida, es por ello que se menciona que el género Pseudomonas sp. degrada
aldrin (C12 Hg Cle/ (1R,2R,3R,6S,7S,8S) -1,8,9,10,11,11-hexaclorotetraciclo [6.2.1.1 3,6
.0 2,7 ] dodeca-4, 9-dieno), clorpirifos (Co Hi1 Cl3 N O3 P S/ dietoxi-sulfanilideno-
(3,5,6-tricloropiridin-2-il) oxi-A’ -fosfano), coumaphos (C14 His C1 Os P S/ 3-cloro-7-
dietoxifosfinotioiloxi-4-metilcromen-2-ona), 0,0-DDT (Ci4 Ho Cls/ 1-cloro-2- [2,2,2-
tricloro-1- (2-clorofenil) etil] benceno), diazinon ( Ci2 H21 N2> O3 P S/ dietoxi- (6-metil-
2-propan-2-ilpirimidin-4-il) oxi-sulfanilideno-A> -fosfano), endosulfan (CoHeClsO3S/
1,9,10,11,12,12-hexacloro-4,6-dioxa-5A4 - tiatriciclo [7.2.1.0>® ] dodec-10-eno 5
6xidos), endrin ( C12 HsClsO/ 3,4,5,6,13,13-hexacloro-10-oxapentaciclo [6.3.1.1 6 .0
27.0%11] tridec-4-eno), hexaclorociclohexano (CsHeCle/1,1,2,3,3.4
hexaclorociclohexano), metil paration (CsHioNOsPS/ dimetoxi- (4-nitrofenoxi) -
sulfanilideno-A*> —fosfano), monocrotofos (C 7 His NO s P/ Dimetil [(E) -4-
(metilamino) -4-oxobut-2-en-2-il] fosfato), paration (Ci1o Hi4 NOs PS/ dietoxi- (4-
nitrofenoxi) -sulfanilideno-A> —fosfano). El género Bacillus sp. tiene la capacidad de
degradar Clorpirifos, coumafos, DDT, diazinon, dieldrina, endosulfdn, endrina,
glifosato (C3HsNOsP/ Acido 2- (fosfonometilamino) acético), metil paration,
monocrotofos, paration, e hidrocarburos policiclicos (Huang Y, 2018). El mecanismo
por el cual los microorganismos tienen la capacidad de degradar el pesticida es
enzimatico, donde el compuesto se degrada o se transforma en moléculas mas pequenas
no toxicas o menos toxicas (Huang Y, 2018). Los pesticidas se degradan por medio de
expresion de genes plasmidicos y genes del cromosoma de la bacteria (Huang Y, 2018).
La cepa ADP de Pseudomonas sp. tomo la atrazina como unica fuente de C utilizando
tres enzimas (Huang Y, 2018). Primero se cataliza la reaccion de la decloracion por
hidrolisis gracias a la enzima AtzA, luego la enzima fue AtzB, que cataliza la
deshidrocloracion de la hidroxiatrazina para producir N-isopropil cianurica amida, y
por ultimo la enzima AtzC, que cataliza el acido cianurico y la isopropilamina formados
por la N-isopropil ciantrica amida, mineralizando el pesticida a CO2 y NH3 (Huang
Y, 2018).

En los suelos de Kirguistan, se realizd6 un estudio para determinar qué
microorganismos ayudan en biorremediacion de suelos que fueron contaminados por
compuestos como el Aldrin (Doolotkeldieva T, 2018). Bacterias del género Pseudomonas
sp. y Bacillus sp., que presentaron los genes del citocromo P450 participaron en el
proceso de degradacion del compuesto xenobiodticos Aldrin encontrado en altas
concentraciones en los suelos de estudio (Doolotkeldieva T, 2018). De las bacterias
aisladas, capaces de degradar los pesticidas, 23% pertenecian al género Pseudomonas 'y
21% al género Bacillus sp. (Doolotkeldieva T, 2018).
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El compuesto toxico y recalcitrante 4-cloro-2-nitrofenol (4C2NP) es utilizado
para la fabricacion de medicamentos, pesticidas, colorantes y otros productos quimicos
(PK, 2012). La primera evidencia de degradacion microbiana de este compuesto se dio
gracias a una bacteria genéticamente modificada que fue Pseudomonas sp. N31 que
degradd el 4C2NP a través de la formacion de clorocatecol y la liberacion de nitrito y
cloruro de iones. B. subtilis RKJ 700 se aisl6 de una muestra de suelo recolectada en un
sitio contaminado con pesticidas en Punjab, India (PK, 2012), la cual decolor¢ el
4C2NP (0,5mM / 1.0mM / 1.5 mM / 2.0 mM) solo en presencia de una fuente de C
adicional (glucosa 10mM) en medio MSM (PK, 2012).

La decoloracion se controld midiendo la absorbancia del sobrenadante a 430
nm utilizando un espectrofotometro UV-visible (PK, 2012). B. subtilis RKJ 700 fue
capaz de decolorar 4C2NP hasta una concentracion de 1.5 mM a través de la
transformacion de 4C2NP, el cual se redujo a 4C2AP (4-cloro-2-aminofenol) que se
acetil6 aun mas en 4C2AAP (4-cloro-2-acetaminofenol) (PK, 2012). El producto
acetilado 4C2AAP se transformé en SC2MBZ (5-cloro-2-metilbenzoxazol), que se
detectd como un producto final en la ruta de biotransformacion de 4C2NP. La division
directa del anillo de 4C2AP también se inform¢ y cataliz6 por la enzima 2-aminofenol-
1,6-dioxigenasa, que es un mecanismo clave cuando las bacterias utilizan un compuesto
nitroaromatico clorado como Unica fuente de C y energia, y se formé 4C2AP como un
intermedio (PK, 2012). B. subtilis RKJ 700 no utiliz6 4C2NP como la tnica fuente de
Cy energia, por lo tanto, la division directa a 4C2AP puede no estar involucrada en la
ruta de degradacion de 4C2NP para la cepa RKJ 700 (PK, 2012).

Por otra parte, los microorganismos que no han sido manipulados
genéticamente son mas utilizados en las tecnologias de biorremediacion (Joo, 2013).
Muchos organismos que estdn expuestos a una sustancia toxica, son capaces de
descomponer estos compuestos en sustancias inocuas, obteniendo de ellas nutrientes y
energia (Joo, 2013). En la industria petrolera se utilizan emulsionantes de origen
quimico, el cual puede causar una contaminacion secundaria y problemas tdxicos por
su uso excesivo. Es por lo anterior que se ha propuesto el uso de biosurfactantes, los
cuales son producidos por microorganismos teniendo las caracteristicas de adherirse a
las superficies celulares, o siendo secretadas extracelularmente, permitiendo asi reducir
la tension superficial e interface en soluciones acuosas y las mezclas de hidrocarburos,
gracias a las propiedades antipaticas (Joo, 2013).

Estos biosurfactantes, se han utilizado en contaminantes orgédnicos, derrames
de petroleo, lugares contaminados por hidrocarburos y metales pesados (Joo, 2013).
Ademas, las ventajas del uso de biosurfactantes estan relacionadas con su fécil
degradacion por los microorganismos, mantienen su eficacia frente a variaciones en las
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condiciones ambientales como el pH, la temperatura y la fuerza idnica, ademas de tener
una baja toxicidad (Joo, 2013). En relacion con lo anterior, se considera que B. subtilis
es una fuente de produccion de biosurfactantes debido a su ausencia de patogenicidad
y alta actividad superficial, donde la produccion de estos, mas la relacion con
microorganismos nativos mejora la biorremediacion de suelos contaminados por
petroleo (Joo, 2013).

Sakthipriyaa N et al. (Sakthipriya N, 2015) investigaron la degradacion del aceite
crudo utilizando microorganismos productores de biotensoactivos, puesto que este
biosurfactante desarrolla la capacidad de las células microbianas a crecer sobre los
sustratos, que seria el hidrocarburo hidréfobico para aumentar su biodisponibilidad,
donde la bacteria B. subtilis, presenta caracteristicas ideales como potencial
microorganismo para tratamiento de derrames de aceite, estabilidad del
biotensioactivo, reduccion de viscosidad y alta velocidad de degradacion (Sakthipriya
N, 2015). El microorganismo B. subtilis YB7, aislado de la India en un sitio de derrame
por crudo, fue utilizado para determinar su capacidad de degradar el crudo tomando 1
ml de la alicuota con un 2% (V/V) de aceite crudo ceroso con un 99% de pureza en
un medio liquido a temperatura ambiente (Sakthipriya N, 2015). La degradacion del
aceite crudo y la reduccion de la viscosidad se observaron en concentraciones de 80%
y 60%, respectivamente, en 10 dias (Sakthipriya N, 2015).

Montagnolli RN et al. (Montagnolli RN) realizaron bioensayos en caldo
Bushnell Haas (BH) para analizar la biodegradacion del aceite diesel y keroseno (Ci2Hae)
afladiendo biotensoactivos a una concentracion de 1 g/L para mejorar el proceso de
biodegradacion (Montagnolli RN). La velocidad maxima de degradacion se dio a los
400 dias, ya que la biorremediacion implica varias etapas: adaptacion, degradacion, y
biodegradacién microbiana (Montagnolli RN).

Xiao et al. (Xiao Y, 2015) identificaron que la cepa B. subtilis BSFO1 utiliza los
insecticidas piretroides como unica fuente de C, degradando en un 89.4% la beta-
cipermetrina (beta-cp), en 9.2% a la cipermetrina, 86.9% para deltametrina, 86.5% a
beta-ciflutrina, y 76.8% con cihalotrina, a una concentracién de 50 mg/L en 7 dias
(Xiao Y, 2015). Beta-cp se metaboliza en primer lugar por hidrolisis de su enlace éster
gracias a una carboxilesterasas para producir 3-(2,2-dicloroetenil)-2,2-
imetilciclopropanocarboxilato y a-hidroxi-3-henoxibencenoacetonitrilo (Xiao Y, 2015).
El o-hidroxi-3-fenoxibencenoacetonitrilo fue inestable y se transformé
espontaneamente para producir 3-henoxibenzaldehido (Xiao Y, 2015).

Safdari et al. (Safdari, 2017) confirmaron que P. aeruginosa'y B. subtilis son
competentes para la eliminacion de hidrocarburos de petroleo, las cuales fueron aisladas
de una refineria industrial en Iran, siendo identificadas por pruebas bioquimicas y
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secuenciacion del gen 16S ARNr (Safdari, 2017). Se realizan los bioensayos en 50 ml
de MSMy 2,3.4 y 5% de diesel como tinica fuente de C. Se evidencia que la degradacion
disminuye cuando se aumenta de un 2 a 5 % la concentracion del contaminante diésel,
ademas de mostrar mayor eficacia de biodegradacion a los 20 dias (Safdari, 2017). La
cepa aislada del suelo identificada como P. aeruginosa mostro un 62% de capacidad para
biodegradar el diesel y B. subtilis un 61%. Se ha identificado que existe un consorcio
bacteriano en los lugares contaminados por hidrocarburos, pero factores ambientales
como nutrientes y biodisponibilidad limitan la degradacion; es por ello que se ha
utilizado la fertilizacion como método para ajustar la relacion C:N:O llevando una
eliminacion de hidrocarburos en ambientes contaminados (Safdari, 2017). Segun la
estructura del contaminante los microorganismos tendran la facilidad de utilizarlo como
fuente de C y energia, es por ello, que se les facilita metabolizar alcanos y no
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y cicloalcanos (Safdari, 2017). La
biorremediacion de petroleo se puede llevar a cabo por diferentes métodos como
atenuacion natural, bioestimulacion o bioaumentacion (Safdari, 2017). Para dar inicio a
una biorremediacion in situ es importante tener en cuenta los limitantes, la capacidad
metabodlica de la comunidad microbiana autdctona y la biodisponibilidad del
contaminante (Safdari, 2017).

Tabari et al. (Tabari, 2017) identifican que B. subtilis es un potencial
biorremediador de hidrocarburos, demostrando degradacion de alcanos alifaticos,
siendo la mejor cepa para producir biosurfactantes, y es estable a cambios de
temperatura, concentracion de sal y pH entre 5 a 12, después de haber realizado un
muestreo en suelos contaminados con aceite en Irdn (Tabari, 2017). Para realizar el
bioensayo de biorremediacion se us6é como fuente de C a hidrocarburos, tomando 50
ml de medio MSM y afiadiendo 2% de alcanos alifaticos y un Iml del inoculo,
colocandolo en agitacion por 10 dias (Tabari, 2017). En este estudio de determina de
B. subtilis biodegrada alcanos alifaticos, ademas de mostrar una reduccion de la tencion
superficial de 68 a 30 dinas/cm (Tabari, 2017).

Por otro lado, para la biodegradacion de estos compuestos, existen bacterias
aerobias que utilizan enzimas como dioxigenasas y las deshidrogenasas (Abdelhaleem
HAR, 2019). Se identifico que B. subtilis posee alta actividad de biodegradacion, la cual
puede tomar hidrocarburos policiclicos como tunica fuente de C y energia (Abdelhaleem
HAR, 2019). El estudio se baso en tomar 10 muestras de lodo en el suroeste de Egipto,
identificando por 16S ARNr a las cepas B. anthracis, B. cereus, B. mojavensis y B. subtilis, las
cuales fueron analizadas para degradacion de acenafteno, antraceno, dibenzoantraceno,
benzopireno, naftaleno, fenantreno y pireno. B. subtilis mostro mayor actividad de
catecol 1, 2 dioxigenasa en MSM complementado con antraceno biodegradando 99%
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y alfa-naftaleno degradando 41% a los 10 dias, y a los 28 dias Benzopireno, con una
eficiencia del 84.66% (Abdelhaleem HAR, 2019). Por medio de PCR se identifica el
gen catA, el cual codifica para catecol dioxigenasa (Abdelhaleem HAR, 2019).

Shi L et al. 2016 (Shi L, 2016) observan que en B. subtilis la proteina DnaK
estaba fosforilada tanto en condiciones de crecimiento exponencial como de
estrés/inanicidn , es por esto que en este estudio de evidencia que es debido a que
DnaK se fosforila en el residuo Y601 por una proteina bacteriana tirosina quinasa PtkA
, y se desfosforila por la fosfotirosina-proteina fosfatasa PtpZ, ademads, evidencia que
esta chaperona ayuda en supervivencia a choque térmico de B. subtilis (Shi L, 2016). La
proteina PtkA tiene actividad celular en proteinas de union a ADN monocatenarias
reguladores de la transcripcion, y algunas enzimas metabolicas; la proteina PtkA
pertenece a la familia de las tirosina quinasas bacterianas (BY-quinasas), tienen una
especificidad de sustrato generando nuevos pares quinasa-sustrato durante el proceso
de evolucion adaptativa (Shi L, 2016).

Seydlova G. et al. 2012 (Seydlova G, 2012), permiten evidenciar en su bioensayo
el sistema de proteccion frente al estrés ambiental, después de colocar la cepa B. subtilis
en estrés por etanol 3%, y después de exposicion prolongada se evidencia expresion de
las chaperonas DnaK y GroEL (Seydlova G, 2012).

Reddy et al. (Reddy, 2017) identifica que B. thuringiensis tiene la capacidad de
degradar el pesticida quinalfos a una temperatura de 35°C y una concentracion del
pesticida de 200 ppm, tomandolo como unica fuente de C (Reddy, 2017).

La degradacion microbiana del insecticida fipronil por B. thuringiensis, después
de su aislamiento en campos de cultivo de cafia contaminados por este xenobiotico, se
determina su capacidad biodegradadora de este compuesto a diferentes
concentraciones 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 y 1.50mg/kg, los cuales fueron analizados los
residuos de fipronil después de 28, 35, 35, 35 y 42 dias identificandose que no hubo
residuos de los metabolitos secundarios (Mandal K, 2013).

Chen et al. 2015 (Chen S, 2015), por medio de HPLC y cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS), se determina la degradacion de cihalotrina por
medio de una ruta metabolica completa para la degradacion, donde el primer paso seria
la hidrdlisis del enlace éster, realizada por una carboxilesterasas, sin ningiin producto
acumulativo persistente gracias a la cepa Bacillus thuringiensis ZS-19 (Chen S, 2015). Esta
cepa tomo el piretroide como fuente de C-N degradando completamente a las 72 horas.
Ademas, este microorganismo también degrado fenpropatrina, deltametrina, beta-
cipermetrina, ciflutrina y bifentrina (Chen S, 2015).
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Pseudomonas extremaustralis, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis: Tres
Actores Clave en la Biorremediacion de Xenobiéticos
Pseudomonas extremaustralis

El género Pseudomonas sp. se caracteriza por su diversidad metabdlica y el uso de
pocos componentes nutricionales, puede utilizar diferentes compuestos organicos
como unica fuente de C y energia (Vasquez F, 2018). P. extremaustralis es altamente
resistente al estrés, fue aislada de la Antartida, lado oeste de la peninsula Antértica a
64°09’S, 60°57° W. Su adaptacion para la colonizacién y supervivencia se ven
relacionados con activacion de diferentes vias metabolicas teniendo en cuenta las
condiciones que se encuentran en ambientes naturales: disponibilidad de oxigeno,
nutrientes, concentracion de sales, y temperatura (Raiger lustman LJ, 2015). Es una
bacteria no patdgena, resistente a los cambios de temperatura y al estrés oxidativo. Su
metabolismo es no fermentativo y se evidencia un pigmento fluorescente en medio

King B. Sus colonias son circulares, lisas y no pigmentadas. Es capaz de acumular
grandes cantidades de polihidroxibutirato (PHB) un tipo de polihidroxialcanoatos
(PHA), siendo estos un polimero de reserva de energia utilizado en casos de inanicion,
siendo una ventaja adaptativa (Catone MV, 2 de junio de 2014). P. extremaustralis
CMPUJ U515 es la cepa aislada del Parque Natural Nacional de Nevados (Nevados
NNP), un bacilo Gram negativo con un tamafnio de 1.0-3.0 pm x 0.5—1 pm, movil
gracias a la presencia de un solo flagelo, con crecimiento de 4° a 35°C, a pH de 7.0, no
formador de esporas, catalasa y oxidasa positivos; y con actividad de fosfatasa alcalina
y fosfohidrolasa. Esta cepa presenta susceptibilidad a imipenem, piperacilina,
ticarcilina, meropenem, levofloxacina, ceftriaxona, cefoxitina y ceftazidima y resistencia
a penicilina, colistina o polimixina y nitrofurantoina. Esta bacteria contiene 5665 genes
de los cuales 5544 codifican para proteinas, clasificandose la mayoria en la categoria de
aminoacidos y metabolismo (10.5%), transcripcion (8.38%) y los mecanismos de
transduccion de senales (7.3%) (Lopez G, 2017).
Bacillus subtilis

Este organismo fue una de las primeras bacterias estudiadas, y fue nombrado
Vibrio subtilis en 1835 y renombrado B. subtilis en 1872 (GenBank). Es una especie
ubicua, siendo un bacilo Gram positivo mévil, con crecimiento hasta los 70°C, de 0,5
a 2,5 um x 1,2-10 pm, produce endosporas termoestables a factores fisicos como
desecacion, radiacion y desinfectantes quimicos, produce enzimas hidroliticas
extracelulares que descomponen polisacéaridos, permitiendo que este microorganismo
emplee estos productos como fuente de C y energia. Ademads, produce antibidticos
como bacitracina, polimixina, gramicidina y circulina siendo inhibidores de hongos y
bacterias donde probablemente promueva el crecimiento vegetal (Earl AM, 2010) (JP,
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2010). Se demostré que B. subtilis no es un aerobio obligado ya que pude crecer
anaerobiamente usando el nitrato en lugar del oxigeno como aceptor de electrones,
gracias los genes que codifican una nitrato reductasa (Earl AM, 2010) (Barman, 2024).
Bacillus thuringiensis

En 1902 se identifica por primera vez que B. thuringiensis es un biocontrolador
de Bombyx mori el cual estaba causando dafios en la industria de la seda en Japon, donde
posiblemente utiliza alguno de los mecanismos de accion teodricos, siendo el primero la
formacion de poros en la membrana celular causando asi el desequilibrio osmotico y el
segundo seria la activacion de muerte celular dado la apertura de canales i6nicos
(Almeida AL, Bacillus thuringiensis: mechanism of action, resistance, and new
applications: a review, 2016). Es un bacilo Gram positivo, mévil, con un tamafo entre
lal.2 pumdeanchoy 3 a5 um de largo, esporulador (Portela DD, 23 de mayo de 2013)
siendo una de las caracteristicas de B. thuringiensis puesto que generan una espora
subapical al igual que uno o varios cuerpos parasporales compuestos de proteinas Cry
o Cyt, los cuales tienen una actividad insecticida especifica (Arrivillga, 2009) (Barman,
2024).

Mizuki et al., informan sobre una nueva categoria de proteinas de 90 kDa
nombradas parasporinas las cuales no causan dafio citopatico a los invertebrados, pero
muestra efecto toxico a células alteradas por algtn tipo de cancer (Almeida AL, Bacillus
thuringiensis : mecanismo de accidn, resistencia y nuevas aplicaciones: una revision,
2016).

El enigma de las Proteinas Hipotéticas: Un Vistazo al Mundo de las
Moléculas Sin Funcion Conocida

Las proteinas son biomoléculas formadas por C, H, O y N. Los genomas de
los organismos codifican una secuencia de aminoécidos especifica dando lugar a
proteinas sintetizadas en los ribosomas, que luego desempenan funciones estructurales,
enzimaticas, de transporte, movimiento, regulacion y sefalizacion (JM, 2017).

Determinar la funcidon de una proteina permite tener mejor comprension de los
mecanismos de adaptacion microbiana, pero todavia existe un numero considerable de
secuencias que no se pueden predecir puesto que entre el 30 y 40% de los genes no
tienen una funcion conocida a nivel bioldgico y fisiologico (EV, 2004) (Shahbaaz M,
2013), a estas moléculas se les conoce como proteinas hipotéticas (Islam S, 2015)
(Oliveira WL, 2018) (Ijaq J, 2019). Las proteinas hipotéticas son una fraccion de genes
en genomas secuenciados que se encuentran codificados en varios linajes filogenéticos
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pero no ha sido caracterizado experimentalmente, ni en su funcionamiento o términos
quimicos (Lubec G, 2005).

Los dominios de funcién desconocida (DUF) son aquel grupo de proteinas que
presentan un dominio funcional o estructural, pero no se ha demostrado
experimentalmente en términos quimicos, o que se pueda vincular a un gen (Lubec G,
2005). Se puede asignar su posible funcion basandose en homologia de la correlacion
con proteinas conocidas, ya que muchas se encuentran en mas de una especie
bacteriana, con probabilidad de que si se traduce tenga una funciéon y no que sea
producto de un pseudogen (Ijaq J, 2019).

Las proteinas huérfanas (ORF), o proteinas huérfanas mal conservadas, estan
conformadas por al menos 50 residuos de aminodacidos, con baja probabilidad de que
se expresen ya que son enzimas que no tienen una proteina o secuencia de genes que
coincidan (Lubec G, 2005) (Hanson AD, 2009).

Xenobidticos en la agricultura.

La demanda agricola y el cambio climatico generan presion para el uso de
fertilizantes quimicos y pesticidas, permitiendo asi satisfacer la demanda alimentaria
(Jallow MF, 2017). El uso indiscriminado de pesticidas causa problemas ambientales
como contaminacion del suelo, agua, aire, pérdida de fertilidad, acidificacion, lixiviacion
de nitrato en suelo e invasion de malezas, ademas de problemas en salud publica como
incidencia de enfermedades renales, autoinmunes, esterilidad, cancer, trastornos
endocrinos y neurologicos (Jallow MF, 2017) (Guyton KZ, 2015). Es importante
aclarar, que los pesticidas son el grupo de productos quimicos que controlan
organismos indeseables en la produccion, se aplican para mejorar el rendimiento y
calidad del cultivo (Okonya JS, 2019). Estos productos pueden ser inorganicos y
organicos como herbicidas, insecticidas, nematicidas, y fungicidas (Okonya JS, 2019).

Imagen 2. Impacto de los compuestos xenobidticos en el ecosistema del suelo (Okagu,
2023).
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El uso de pesticidas aumenta en paises en via de desarrollo, ya que son
econdmicos y de facil acceso, siendo India, Ecuador, Colombia, Ucrania, Turquia,
Bolivia, Pert, Reino Unido, Alemania y Chile los paises con mayor numero de tierras
agricolas en el mundo. Colombia cuenta con una superficie de 1.109.500 km?, de las
cuales 425.030 km? estdn destinadas a uso agricola, el pais tuvo una tasa de consumo
de pesticidas de 48,618.47 ton/afio, de las cuales, 17.595.15 ton/afio fueron herbicidas
(Verma JP, 2014). Para el aiio 2013, la tasa de consumo en Colombia del herbicida
glifosato fue de 9.605 ton, el cual es utilizado para inhibir la enzima 5-
enolpiruvilshikimato 3-fosfato sintasa de las plantas, cuyo objetivo es impedir la sintesis
de fenilalanina, triptofano y tirosina, al igual que del 4cido benzoico, matando asi la
planta (Hove-Jensen B, 2014.)

Biorremediacion por Pseudomonas extremaustralis, Bacillus subtilis y Bacillus
thuringiensis

La biorremediacion microbiana por hongos, bacterias, actinomicetos y virus son una
solucion a la problematica de contaminacion por pesticidas en los campos agricolas,
eliminando del suelo los organoclorados, organofosforados y carbamatos gracias a su
actividad enzimatica (Huang Y, 2018). Los microorganismos del suelo, que se
encuentran en contacto con un compuesto xenobiotico, desarrollan un sistema
genéticamente determinado para adaptarse a las condiciones de estrés, llevando a cabo
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biotransformacion, biomineralizacion, bioacumulacion, o biodegradacion del pesticida
(Huang Y, 2018). La degradacion de compuestos xenobidticos, es llevada a cabo por
los microorganismos gracias al uso de enzimas catalizadoras que generan reacciones
bioquimicas las cuales estdn involucradas en alguna via para degradacion del

contaminante. Las enzimas con la capacidad degradadora se pueden agrupar en

diferentes tipos, como se muestra en la Tabla 2. Diferentes cepas bacterianas se han
caracterizado por tener la capacidad de tener el armamento enzimatico para degradar
compuestos xenobidticos, como lo son Pseudomonas sp., Bacillus sp., Ralstonia sp.,

Rhodococcus sp., Nocardiopsis sp., Cryptococcus sp., Acetobacter sp. y Alcaligenes sp. (Verma JP,

2014)

Tabla 1. Enzimas que participan en la biorremediacion y sus funciones (Sharma B,

2018).

Enzima

Ejemplo

Funcion

Oxidorreductasas

Oxigenasas

Catalizar la oxidacion de compuestos aromaticos como por
ejemplo los policlorobifenilos incorporando uno a dos
moléculas de O llevando asi a la transformacion y
mineralizacion del compuesto.

Lacasas

En compuestos aromaticos realiza el corte del anillo,
reduciendo asi una molécula de O en agua y produce
radicales libres.

Peroxidasas

Cataliza la reaccion de reduccion en presencia de peroxidos,
como el perdxido de hidrogeno (H207) y generar radicales
libres reactivos después de la oxidacion de compuestos
0rganicos.

Hidrolasas

Lipasas

Tiene la capacidad de romper los triglicéridos en glicerol y
acidos grasos. Es utilizada en tratamientos de aguas
residuales, degradacion de hidrocarburos poliaromaticos,
etc.

Celulasas

Descompone los compuestos celuloliticos en azucares
simples. Son usadas estas enzimas en tratamientos de
residuos organicos, como los residuos de algodon aserrin y
arroz.
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Cataliza la hidrolisis del enlace éster carboxilico presente en
Carboxilesterasas | pesticidas sintéticos como los organofosforados con adicion

de agua.
. Cataliza la hidrolisis del fosfodiester, componente de los
Fosfotriesterasas
organofosforados.
Utilizado para la biodegradacién de compuestos alifaticos
Deshalogenasas P & P

halogenados como el 1,2,3-tricloropropano.

Se ha identificado que P. extremaustralis genera PHAs como mecanismo de
almacenamiento de C cuando se encuentra expuesta a ciertas condiciones de deficiencia
de P, Nu O, y al tiempo un exceso de fuentes de C (Lopez G, 2017). Se identifica el
operéon phaABC, conteniendo la PHA sintasa (phaC), la B-cetotiolasa (phad) y la
acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADP que permiten generar los
biopolimeros (Lopez G, 2017). Ademds de tener el gen A/kB que codifica una
oxigenasa la cual le permite degradar el diesel tomandolo como fuente de Carbono.

Se observa que B. subtilis tienen un armamento enzimatico con la capacidad de
degradar xenobidticos, como es el caso de 4-cloro-2-nitrofenil (4C2NP), siendo un
compuesto altamente toxico y recalcitrante, que se utiliza para la fabricacion de
colorantes, pesticidas, medicamentos y productos quimicos (PK, 2012). Este bacilo
degrada 4C2NP gracias a la oxidacion catalizada por una oxigenasa, liberando el ion
nitrito (PK, 2012). También, se ha identificado que puede degradar los compuestos sin
producir ningin producto toxico, como fue en el caso de la degradacion de la
cipermetrina asociada a los genes codificantes de enzimas esterasa (700 pb) y lacasa
(1200 pb) identificadas por PCR (Gangola S, 2018).

La bacteria B. thuringiensis también demostr6 tener la capacidad degradadora de
compuestos complejos como quinalfos y fipronil, siendo estos un insecticida (Reddy,
2017) (Mandal K, 2013). El bacilo los tom6 como unica fuente C (Reddy, 2017)
(Mandal K, 2013).

Conclusion

En conclusion, los microorganismos Pseudomonas extremaustralis, Bacillus subtilis y
Bacillus thuringiensis representan una poderosa herramienta en la lucha contra la
contaminacion por xenobidticos y la restauracion de ecosistemas dafiados. Estos
microorganismos han demostrado una extraordinaria capacidad para descomponer
compuestos perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana y se caracterizan
una gran versatilidad al abordar una amplia gama de contaminantes quimicos, desde
hidrocarburos hasta productos farmacéuticos y productos quimicos industriales;
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adaptabilidad a condiciones extremas, pues muchos de estos microorganismos son
extremofilos; su capacidad para formar biopeliculas y secretar enzimas los convierte en
agentes eficaces en la biorremediacion de suelos contaminados, cuerpos de agua y otros
entornos contaminados y por ultimo, la utilizacion de microorganismos degradadores
reduce la necesidad de productos quimicos toxicos y métodos de limpieza costosos, lo
que promueve practicas mas sostenibles en la gestion de la contaminacion.
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Potencial de los péptidos
antimicrobianos como agentes
antimicrobianos y antifungicos
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Resumen

El aumento de la resistencia a los antimicrobianos ha motivado la exploracion de nuevas
opciones terapéuticas. Entre las estrategias en estudio se incluye la investigacion de péptidos
antimicrobianos (PAMs), que son pequefias moléculas proteicas. A pesar de su importancia,
algunos de estos péptidos no solo afectan a los microorganismos, sino que también muestran
actividad en las células humanas. Por lo tanto, se han implementado diversas estrategias para
mejorar la selectividad de estas secuencias. El objetivo del capitulo de libro del diario de campo
busca mostrar la importancia de los PAMs como agentes antimicrobianos y antifiingicos. Se
realiz6 una revision de la literatura con el fin de abordar la importancia de la resistencia
microbiana, la estructura tanto de la pared de los microorganismos que son importantes en el
uso de estas moléculas como potencial terapéutico frente a la resistencia a los microorganismos.
La presente revision narrativa muestra la importancia de la resistencia microbiana, la estructura
de la pared de los microorganismos y la estructura de los PAMs para mostrar como pueden ser
utilizados como antimicrobianos. Finalmente, se presenta el potencial de los PAMs como
pequefias moléculas antimicrobianas y antifingicas, alternativas terapéuticas prometedoras a
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los antibidticos de amplio espectro y modo de accidon Uinico contra microorganismos
patdgenos.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos. Resistencia antimicrobiana, antibioticos.

Introduccion

La utilizacion extendida de antimicrobianos en las ultimas décadas ha promovido el
surgimiento de microorganismos resistentes a diversos farmacos. La resistencia a multiples
antibidticos se ha catalogado como uno de los treinta y un riesgos asociados a la problematica
de Salud Publica.

En la actualidad, la actividad de una nueva clase de antimicrobianos, conocidos como péptidos
antimicrobianos (PAMs), incluyendo los sintéticos cortos, esta generando un creciente interés
como una estrategia importante para combatir la resistencia. Se ha argumentado que, en
particular, los PAMs catiénicos exploran aspectos fundamentales de la célula bacteriana, lo que
reduce la probabilidad de que surja resistencia en comparacion con lo observado en el caso de
los antibioticos convencionales.

Frente a la resistencia antimicrobiana (RAM), se han propuesto diversas estrategias de
contencidon que involucran principalmente el desarrollo de politicas para controlar la
distribucién y uso de antibioticos y la prioridad en la investigacion y desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos. Dentro de éstos nuevos agentes, cabe resaltar el desarrollo de unas
moléculas denominadas PAMs, moléculas que han mostrado acciones rapidas sobre
microorganismos, distintos blancos y mecanismos de accion diferentes a los mecanismos
clasicos de los antimicrobianos convencionales (Boparai & Sharma, 2020).

Varios estudios han propuesto estrategias adicionales para mejorar la selectividad de los PAMs,
y la reduccion del tamafio del péptido se presenta como una alternativa sencilla, rentable y
efectiva (Chen et al., 2023). En términos generales, se espera que los nuevos péptidos
demuestren una mayor actividad bactericida que el péptido original. Ademas, los datos de
citotoxicidad deben confirmar que el péptido no causa hemolisis a una concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) evaluada. Estas investigaciones buscan identificar secuencias con una
selectividad superior hacia microorganismos de relevancia clinica, en respuesta a la urgente
necesidad de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos (Chen et al., 2023).

En este contexto, actualmente se estd trabajando en la identificacion y disefio de nuevos PAMs
a partir de extensas bibliotecas de péptidos sintéticos (Chen et al. en 2023). En estos estudios,
el grupo de Camargo, en 2013, descubrio que secuencias de PAMs con aproximadamente 17
residuos de longitud demuestran actividad contra cepas de bacterias E. coli ATCC 35218 y E.
coli ML-35, con concentraciones minimas inhibitorias de 22 uM y 44 uM, respectivamente. Sin
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embargo, es importante sefialar que a estas mismas concentraciones que inhiben las bacterias,
se observa una hemdlisis superior al 1% (Camargo & Serrano, 2013).

Importancia de la Resistencia Antimicrobiana

La RAM es uno de los principales retos que se afrontan actualmente para tratar enfermedades
infecciosas en el mundo (Morrison & Zembower 2020). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) reportd que las enfermedades infecciosas han sido y contintan siendo una de
las principales causas de mortalidad en el mundo, convirtiéndose en un desafio
epidemiologico de Salud Piblica (OMS,2017).

En el ambito clinico, los compuestos conocidos como antimicrobianos son las moléculas
de eleccion para combatir las infecciones. Estos antimicrobianos surgieron en el afio
1900 y experimentaron un crecimiento significativo hasta el afio 2000. Sin embargo, a
partir de ese afio, se ha observado un marcado descenso en la aprobacién de nuevos
antimicrobianos por parte de la FDA. Una de las causas de esta reduccion en la
introduccién de nuevos agentes antimicrobianos es la rapida aparicion de RAM (Karp et
al., 2017; Morrison & Zembower 2020). Estos compuestos se denominan antibioticos,
antimicoticos, antivirales y antiparasitarios segtn el tipo de microorganismo que combaten
(Vanzolini, et al..2022)

En el ambito clinico, los antibidticos son la principal herramienta terapéutica para combatir
microorganismos infecciosos (Pérez, 2019). Desde su introduccion, estos agentes han logrado
hazanas significativas en términos de eficacia. Sin embargo, el uso irracional de los mismos ha
desencadenado la emergencia y propagacion de microorganismos resistentes. Aunque la
resistencia a los antimicrobianos es un fendémeno evolutivo natural que puede ser acelerado por
factores epidemiologicos y biologicos, el uso excesivo e inadecuado de los antibidticos ha
intensificado su desarrollo (Gémez, 2020). Como resultado, se ha generado un problema de
dimensiones profundas que ha sido reconocido como una de las mayores amenazas para la
salud humana y para los sistemas de salud en el tratamiento de las enfermedades infecciosas
(Ioannou et al., 2023).

Que son los antimicrobianos
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Los antimicrobianos forman parte de los farmacos mas cominmente prescritos en el mundo.
Son sustancias quimicas de origen natural, semisintética o sintética que en concentraciones in
vivo, eliminan o inhiben el crecimiento de diferentes microorganismos como bacterias, virus,
hongos y parasitos, al interactuar con un blanco especifico (Aguirre Guataqui et al., 2023;
Oliveros et al.,2023).

Los antimicrobianos se pueden clasificar como de amplio espectro, cuando su actividad se
extiende a un gran numero de especies, como los carbapenemicos, amoxicilina, piperacilina-
tazobactam, entre otros (Fernandez-Cuenca et al., 2019); o de espectro reducido, cuando solo
presentan actividad sobre un pequefio grupo de especies como las cefalosporinas de primera
generacion, cuya actividad se refleja especialmente sobre los Staphylococcus resistentes a penicilina
y sensibles a meticilina. Dependiendo del agente sobre el que actian reciben distintas
connotaciones, particularmente sobre bacterias reciben el nombre de antibi6ticos. De acuerdo
con su actividad pueden ser bactericidas o bacteriostaticos; los bactericidas causan la muerte
bacteriana, mientras que los bacteriostaticos impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana,
procesos que el microorganismo recupera al retirar el antimicrobiano.

Resistencia antimicrobiana (RAM)

A pesar de los numerosos avances cientificos que han revolucionado nuestra comprension del
mundo antimicrobiano, se han identificado nuevas problematicas, como la aparicién de
patdgenos altamente resistentes a los antimicrobianos (Tang et al., 2023). La supervivencia de
los microorganismos involucra una serie de mecanismos que se propagan en las poblaciones,
lo que se ha convertido en uno de los desafios mas importantes de la salud publica en la ultima
década (Chavez-Jacobo, 2020).

La Resistencia Antimicrobiana (RAM) se puede definir como la capacidad que tiene un
microorganismo para reproducirse o mantenerse con vida cuando se encuentra expuesto a un
agente antimicrobiano (Mitchell et al.,2020). La RAM ha surgido debido a la aparicion de una
variedad de mecanismos de cambio en los microorganismos, donde las formas en que se
adquiere esta resistencia incluyen mutaciones en el material genético bacteriano o la
transferencia de genes de resistencia (Quifiones et al., 2017). Se distinguen dos tipos de
resistencia, a saber, la resistencia natural y la resistencia que se adquiere posteriormente
(Barbosa-Rengifo et al., 2016).
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La resistencia natural a los antimicrobianos se describe como una caracteristica resultante de
la seleccion natural, impulsada por mecanismos aleatorios especificos de cada familia de
microorganismos. Estos mecanismos permiten que los microorganismos que poseen esta
caracteristica prosperen al evitar que el antimicrobiano ejerza su efecto (Rojas & Ulate, 2017).
Ademas, se encuentra presente una resistencia innata o intrinseca en bacterias como el
Mycoplasma, las cuales no cuentan con una pared celular y, por lo tanto, carecen de un sitio de
union para los antibidticos betalactamicos (Angles, 2018). En el caso de la resistencia natural,
todas las bacterias de una especie especifica presentan resistencia a ciertas categorias de
antibidticos. Esto les proporciona una ventaja competitiva en comparacion con otras cepas, ya
que les permite sobrevivir si se utiliza ese tipo de antibidtico (Mora & Fabian, 2019).

En cuanto a la resistencia adquirida, esta surge debido a modificaciones especificas en el ADN.
Actualmente, este tipo de resistencia representa un desafio importante y se identifica mediante
pruebas de sensibilidad. Se manifiesta en los casos de tratamiento ineficaz, los cuales se
atribuyen a cambios en el material genético cromosdmico y a mecanismos de transferencia de
material genético adicional, como plasmidos, transposones o integrones. Como consecuencia,
el microorganismo deja de responder a un antimicrobiano al que previamente era susceptible.

Microorganismos de importancia clinicay RAM

A nivel mundial las organizaciones médicas como la OMS, han expresado grandes
preocupaciones sobre el estado actual de la salud humana debido al incremento y aparicion de
nuevas resistencias antimicrobianas (McEwen & Collignon,2018). En enero de 2013, el
informe emitido por el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades sefial6 que,
en el Reino Unido y los Estados Unidos, mas del 90% de las variedades de S. aureus eran
resistentes a la penicilina. Ademads, en algunas comunidades, mas del 50% de las cepas
mostraban resistencia a la meticilina. (MRSA).

La OMS y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) han evidenciado que la RAM ha
repercutido negativamente en la eficacia de los tratamientos de diferentes patologias
infecciosas y en la contencion de bacterias multi-resistentes (MDR) y extremadamente
resistentes (XDR), lo cual tiene un impacto directo sobre la mortalidad, estancia
hospitalaria, propagacion de la infeccion y costos asociados. A partir de este problema se ha
mencionado la necesidad urgente de aplicar estrategias para combatir microorganismos de
importancia clinica. Se estima que para el afio 2050 se generaran mds muertes a causa
microorganismos resistentes que por diabetes, cancer u otras patologias. En consecuencia y
con el fin incentivar el desarrollo de alternativas para mitigar la RAM, la OMS publicé una
lista en la que se enumeran los patdgenos prioritarios en investigacion y desarrollo de nuevos
agentes (Ayala, 2023).
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En se muestra tabla 1 los microorganismos clasificados segiin sus niveles de resistencia
antimicrobiana en prioridad critica, elevada o intermedia (tabla 1) (OMS., 2017).

Tabla 1. Principales microorganismos clasificados como patégenos prioritarios por la OMS (OMS, 2022).

IMPORTANCIA | MICROORGANISMOS RESISTENCIA
CLINICA

Critica Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos, productoras
de ESBL
Mycobacterium tuberculosis XDR
Elevada Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina

sensibilidad intermedia 'y
resistencia a la vancomicina

Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp Fluoroquinolonas
Salmonella sp Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporina
Fluoroquinolonas
Media Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluoroquinolonas

En Colombia, segin el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), se
informa sobre la aparicion de nuevos brotes con mecanismos de resistencia, tales como "el gen
cfr en Staphylococcus epidermidis, el gen poxtA en Enterococcus faecium y la coproduccion de poxtA y
optrA en Enterococcus faecalis y E. faecium". (Instituto Nacional de Salud ,2023). Durante el
periodo comprendido entre 2012 y 2014, se observd un aumento en la resistencia bacteriana
en unidades de cuidados intensivos. Esta resistencia alcanzo el 26.3% en el caso de E. coli frente
a cefalosporinas de tercera generacion, el 14.6% en Klebsiella pneumoniae frente a ertapenem, el
38.8% en Pseudomonas aeruginosa, y supero el 50% en Acinetobacter baumannii frente a
carbapenémicos. (Porras & Salgado, 2017). Estos hallazgos fueron respaldados por un estudio
descriptivo realizado por la Red de Vigilancia de Eventos Nosocomiales del Valle (RENOVA),
que incluy6 muestras tomadas en clinicas y hospitales de Cali. En este estudio, se observé una
alta prevalencia de resistencia a los antimicrobianos en aislados de E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, A. baumannii y S. aureus.
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También se ha observado un aumento en la tasa de mortalidad debido a infecciones fungicas

causadas por Candida y Aspergillus. Las candidiasis representan el 90% de las micosis invasivas
anivel global y pueden manifestarse con una amplia gama de sintomas, desde leves hasta sepsis
fulminantes. La prevalencia de C. albicans, Candida auris, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis y Candida krusei varia segun la region geografica. Las infecciones por levaduras
del género Candida sp afectan principalmente a pacientes hospitalizados que se encuentran
inmunocomprometidos como pacientes en quimioterapia, con neoplasias hematologicas o en
cuidados intensivos. Es asi como el desarrollo de resistencia en Candida representa un reto
importante a nivel terapéutico (Guirao, 2016). Los tratamientos mas utilizados contra estas
levaduras son las equinocandinas y los azoles. Sin embargo, la aparicion de cepas resistentes a
los diferentes antifungicos ha dificultado mucho un tratamiento oportuno, aiin mas, cuando se
observa el reducido numero antifingicos disponibles (Rodriguez, 2019).

Ast, los microorganismos que han generado mayor alerta debido a su resistencia frente a los
antimicrobianos son en su mayoria bacterias Gram positivas, Gram negativas y hongos
principalmente por Candida (Oliveros et al.,2023; Cubas & Huaripata, 2019).

La pared y la membrana de los microorganismos desempefian un papel crucial en su
supervivencia y respuesta a los agentes antimicrobianos. Estas estructuras no solo
proporcionan la integridad y la forma a las células, sino que también desempefian un papel
fundamental en la regulacion del flujo de sustancias y en las interacciones con el entorno
circundante. La comprension de la composicion y la funcion de la pared y la membrana de los
microorganismos es esencial para abordar el desafio creciente de la resistencia antimicrobiana,
ya que muchas estrategias terapéuticas se dirigen a estas estructuras.

Composicion de la pared y membrana de bacterias Gram-negativas

Las bacterias Gram positivas estan estructuralmente compuestas por una pared celular que
consta de polimeros (peptidoglicano o mureina) con un grosor que oscila entre 0.02 y 0.06 um.
Esta estructura se forma a partir de dos aminoaziicares: la N-acetilglucosamina y el N-
acetilmuramico, los cuales estan unidos por enlaces B-1,4 y se disponen en forma de capas
multiples (Figura 1).
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Figura 3. Arquitectura de la pared bacteriana de Gram positivas con peptidoglicano de 0.02 a 0.06 um, dacidos
lipoteicoicos y su membrana externa, (Cowan, 2018).

Ademas, la pared bacteriana también esta compuesta por acidos teicoicos, acidos teucoronicos,
acidos lipoteicoicos, lipoglicanos y modificaciones polisacaridas. Los acidos teicoicos y
lipoteicoicos son polimeros aniénicos con diversas estructuras quimicas presentes en todas las
bacterias Gram-positivas (excepto Streptococcus pneumoniae), lo que confiere una carga negativa a
la pared celular. Los acidos teicoicos pueden unirse al acido N-acetilmuramico o a los lipidos
de la membrana plasmatica (&cidos lipoteicoicos), estableciendo asi una conexion entre el
peptidoglicano y la membrana citoplasmatica. En términos generales, estos acidos son
componentes de los factores de virulencia de estos microorganismos, ya que funcionan como
antigenos de superficie que se adhieren a receptores especificos en las células del huésped
(Berdize et al., 2015).

Composicion de la pared y membrana de bacterias Gram-negativas

Las bacterias Gram negativas poseen una estructura celular trilaminar que comprende la
membrana plasmatica, el espacio periplasmico (que incluye una delgada capa de peptidoglicano
con un grosor de 0.01 um) y una membrana externa que contiene fosfolipidos y proteinas que
se enlazan al peptidoglicano (figura 2). Esta membrana externa se compone de una bicapa
lipidica anfipatica que alberga el lipopolisacarido (LPS), una endotoxina compuesta por tres
componentes: el lipido A, el polisacarido central o Core y la cadena lateral O. La variabilidad
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en la cadena lateral O se utiliza para llevar a cabo la clasificacion seroldgica de las bacterias
(Vargas-Flores & Kuno-Vargas, 2015).

Porina

" Lipopolisacdrido

l Membrana
externa

 peptidoglicano
‘{JJ 05 Espacio
peedlilir o1 ‘ periplismico

Membrana

e I plasmdtica

Fosfolipidos  peptidoglicano

Figura 2. Arquitectura de la pared bacteriana de Gram negativass, las bacterias Gramnegativas contienen una fina capa
de peptidoglicano de 0.01 pim intimamente unido las membranas internas, externa y las porinas (Cowan, 2018).

Una de las funciones clave desempefiadas por la membrana externa radica en su papel
como defensora, actuando para prevenir o reducir la entrada de compuestos dafiinos
como sales biliares, antibidticos y otras sustancias toxicas que podrian causar dafio o
destruir a la bacteria. Ademas, esta membrana cumple la funcidn de evitar la pérdida de
componentes esenciales, incluyendo las enzimas presentes en el espacio periplasmico. Es
importante destacar que la membrana externa presenta una permeabilidad mayor en
comparacion con la membrana plasmatica, lo que le permite permitir el paso de moléculas
pequeiias como glucosa y otros monosacaridos. En esta membrana también hay porinas,
canales que permiten el paso de moléculas al interior de la célula bactriana.

2.3 Estructura de la pared celular de Candida albicans

La C. albicans es un hongo dimorfico oportunista altamente infecciosos y con la habilidad
de infectar tejido queratinizado y de producir infecciones superficiales o sistémicas. Sus
factores de virulencia le confieren la capacidad de adherencia al hospedero, y la secrecion
de enzimas degradativas le permite la formacion de biopeliculas . A diferencia de las
bacterias, la estructura fungica de la C. albicans esta dada por una célula eucariota, cuya
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envoltura esta conformada por quitina, glucano y manano o galactomanano. El B-1,6 D-
glucano juega un papel esencial en la organizacion estructural de la pared celular
interconectando el B-1,3 D-glucano y la quitina. Por su parte, las proteinas generalmente
se asocian a polisacaridos formando glicoproteinas dando origen a una estructura rigida
(Figura 3).

CH—COOH

NH2

Pared celular — .
— Nanoproteinas

_ Membrana
plasmatica

Figura 3. Arquitectura de la pared celular de C. albicans..
https://www.researchgate.net/figure/FIGURA-3-Modelo-de-la-estructura-de-la-pared-celular-de-las-
levaduras _figl 322436954

La composicion y funcion de la pared y la membrana de los microorganismos desempefian un
papel central en su capacidad de resistir los agentes antimicrobianos. Comprender en
profundidad estas estructuras es fundamental para abordar eficazmente la creciente amenaza
de la resistencia antimicrobiana. La investigacion continua en este campo es esencial para
desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas, que puedan combatir las infecciones de
manera mas precisa y minimizar el desarrollo de resistencia. Ademas, la preservacion de la
eficacia de los agentes antimicrobianos existentes y el desarrollo de nuevos enfoques son tareas
cruciales para garantizar la salud publica y el éxito de la medicina moderna en el control de las
enfermedades infecciosas. El conocimiento y la innovacion en este ambito seguiran siendo
esenciales para afrontar los desafios cambiantes que plantea la resistencia antimicrobiana en el
futuro.

222


https://www.researchgate.net/figure/FIGURA-3-Modelo-de-la-estructura-de-la-pared-celular-de-las-levaduras_fig1_322436954
https://www.researchgate.net/figure/FIGURA-3-Modelo-de-la-estructura-de-la-pared-celular-de-las-levaduras_fig1_322436954

Estrategias para Controlar la Proliferacion de Microorganismos Resistentes

En respuesta a la grave problematica mundial de la RAM, se han explorado diversas
estrategias para combatir microorganismos resistentes y para mitigar el desarrollo y
diseminacion de esa resistencia. Esta problematica ha sido abordada desde dos frentes: por
un lado, el desarrollo de estrategias de prevencion y buenas practicas hospitalarias; y, por
otro lado, la investigacion y desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas (Ayala, 2023;
Quifiones, 2017).

Control del uso de los antimicrobianos

Actualmente, diversas organizaciones, como la OMS, han implementado directrices para
la vigilancia y el control del uso de antimicrobianos mediante sistemas como la Clasificacion
ATC (Clasificacion Anatdmica Terapéutica Quimica) y la unidad técnica de medida para el
control de las dosis de antimicrobianos, conocida como Dosis Diaria Definida (DDD).
Con el proposito de uniformizar los enfoques de medicion, seguimiento y notificacion del
consumo de antimicrobianos en todo el mundo, se han implementado estas iniciativas.
De manera similar, en Colombia, el Gobierno Nacional ha desarrollado politicas de
prevencion, supervision epidemioldgica y control de infecciones intrahospitalarias, a cargo de
la Secretaria de Salud de Bogota y del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos
y Alimentos (INVIMA). Estas politicas se centran en promover el uso responsable de
antibioticos, supervisar la resistencia antimicrobiana y restringir la venta de antibioticos sin
prescripcion médica odontologica.

Identificacion de conductas y campaiias educativas

Las autoridades gubernamentales han hecho hincapié¢ en la importancia de identificar
comportamientos relacionados con la propagacion y difusion de la RAM con el objetivo
de desarrollar estrategias para modificar dichos comportamientos (Gomez, 2020). Entre
las conductas mas comunes se encuentran practicas como la administracion de antibidticos
sin prescripcion médica, el uso de antibidticos para tratar infecciones virales, la reduccion
de la calidad de los medicamentos para abaratar costos, las prescripciones incorrectas, la
tendencia
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de algunos pacientes a compartir sus tratamientos y las deficiencias en la prevencion y el control
de las infecciones. (Cati & Rosendo, 2019).

Con el propoésito de combatir estas practicas, organismos como OMS, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Asociacion Colombiana de
Infectologia (ACIN), en colaboracion con otras organizaciones, establecen alianzas para llevar
a cabo iniciativas de educacion dirigidas al publico en general. Estas iniciativas se centran en
promover el uso apropiado de los antibioticos, fomentar el control en la gestién de estos
antimicrobianos y concienciar y capacitar tanto a profesionales de la salud como a personal en
clinicas y hospitales (Correa, 2019).

Modificacion de sistemas de cria y produccién animal

La contaminacion ambiental resultante del uso inapropiado de antibidticos en diversas areas,
como la ganaderia, la acuicultura, la avicultura, la agricultura, la cadena alimentaria y el consumo
humano, plantea una seria amenaza para el ecosistema en su conjunto. Segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), uno de los mayores riesgos
para la salud de los consumidores asociados al uso de antibidticos en animales radica en el
desarrollo de resistencia bacteriana en esos mismos animales (Goémez, 2020). Con el objetivo
de reducir el empleo de antibidticos en este sector, se estan implementando estrategias de
informacion, educacion y capacitacion.

Nuevas alternativas terapéuticas

A nivel global, hay una creciente inquietud acerca de la rapida propagacion de la resistencia
antimicrobiana (RAM) y la insuficiente generacion de nuevos agentes terapéuticos (Gémez,
2020). En respuesta a este desafio, diversas instituciones, como el Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC), estan colaborando con investigadores académicos para
buscar alternativas en el tratamiento y la prevencion de infecciones. Sin embargo, es necesario
impulsar aun mas la innovacion y la investigacion con el fin de identificar, desarrollar y evaluar
nuevas terapias destinadas a combatir las infecciones (Aldama, 2019). En la actualidad, los
organismos gubernamentales reconocen la imperante necesidad de desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas para abordar las infecciones microbianas. Como respuesta a esta
urgencia, se han implementado politicas orientadas hacia la creacion de metodologias
innovadoras para el control de las infecciones y el respaldo a la investigacion y desarrollo de
nuevas moléculas (Ioannou et al., 2023). Esto se debe a la notable disminucion en la produccion
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de nuevos antibidticos en las dos ultimas décadas y a la escasez de opciones terapéuticas
disponibles (Li et al.,2023).

Por lo tanto, los progresos en biotecnologia farmacéutica han generado la necesidad de una
regulacion mas rigurosa en cuanto a los aspectos técnicos relacionados con la evaluacion de la
calidad, seguridad y eficacia de los nuevos medicamentos.

Actualmente diversos tipos de moléculas se encuentran en investigacion y desarrollo para
combatir microorganismos resistentes. Entre las estrategias mas representativas se encuentra la
investigacion de metabolitos de plantas medicinales (Yanez, 2014), donde algunos de ellos
ejercen actividad anticancerigena, antioxidante, inmunoestimulante, antivirica, bactericida y
fungica ( Sanchez, 2019). Por otro lado, las vacunas, el desarrollo de anticuerpos monoclonales
(Lozada-Requena & Nuiiez, 2020) y el uso de bacteriéfagos (Segundo-Arizmendi 2015), han
adquirido gran importancia para combatir microorganismos resistentes.

De forma interesante, el trasplante de microbiota fecal ha sido una opcidn terapéutica para
reestablecer el microbiota intestinal y protegerse de la invasion de microorganismos resistentes,
sin embargo, se han encontrado algunos efectos adversos (Rodriguez de Santiago et al., 2015).
La promocion del uso de prebidticos, probiodticos y simbioticos, para el restablecimiento de la
flora intestinal ha sido también de utilidad (Molina, 2020). Los prebidticos son componentes
alimentarios que desencadenan modificaciones que estimulan el crecimiento o la actividad de
bacterias especificas en el colon. Por otro lado, los probidticos son microorganismos vivos que,
cuando se afiaden como suplementos a la dieta, promueven el desarrollo de la flora microbiana
en el intestino. Los simbioticos, por su parte, combinan tanto prebidticos como probidticos en
su formulacion, lo que resulta en una sinergia que maximiza sus beneficios. (Martinez-Gonzalez
& Andreo-Martinez, 2020).

Las nanoparticulas por su parte se han identificado como un nuevo enfoque para abordar este
problema debido a su capacidad inherente de actividad antibacteriana de amplio espectro
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Santos et al., 2020). Por ejemplo, se
encontrd que las nanoparticulas de Oxido de Zinc inhiben S. aureus mientras que las
nanoparticulas de plata exhiben actividad antimicrobiana dependiente de la concentracion
contra E. coli y P. aeruginosa (Ramalingam et al., 2016). Sin embargo, los mecanismos
antibacterianos detallados de las nanoparticulas no se han explicado a fondo, y los mismos tipos
de nanoparticula a menudo presentan efectos distintos (Nayab et al., 2023).

Es asi como los PAMs aparecen como una importante y versatil alternativa para combatir
infecciones causadas por microorganismos multirresistentes (Romero, 2018). Se han evaluado
PAMs naturales y sintéticos como posibles agentes terapéuticos de nueva generacion. Poseen

225



multiples mecanismos de accion, con un amplio espectro de actividad y un bajo potencial para
generar resistencia (Gonzalez et al., 2017).

Péptidos antimicrobianos: Una opcion con alto potencial clinico

Los PAMs fueron descritos por primera vez como parte de la defensa natural del hospedero.
Ellos existen en distintos microorganismos como bacterias, hongos, animales y plantas. Estos
PAMs son expresados por genes especificos del genoma y pueden ser constitutivos o
inducidos por factores externos especificos (Zhang & Dong, 2022). Una vez son
producidos, estos péptidos son almacenados en las células como pro-péptidos o péptidos
maduros. El aislamiento de estas moléculas ha evidenciado su potencial terapéutico, pero
también presentan algunas debilidades, como la baja estabilidad frente a enzimas y la baja
selectividad sobre membranas celulares (Zhang & Dong, 2022; Huerta & Navarro-Garcia,
2016). Por ello, diversos estudios estan enfocados a mejorar la selectividad y estabilidad de los
PAMs, algunos mediante diversas modificaciones quimicas, como: acortamiento o
alargamiento de las moléculas, racemizacion (enantiomeros) y sustituciones de
aminoacidos en diferentes posiciones de la molécula (Gonzalez et al., 2017). Gracias a
estas modificaciones, algunos PAMs sintéticos ya han sido aprobados por la FDA y otros se
encuentran en evaluacion de la fase clinica (Erdem & Kesmen, 2022).

Los PAMs de origen natural son considerados la primera linea de defensa inmunologica y se
sintetizan en piel, mucosas de vias aéreas y digestivas encargadas de establecer barreras
de proteccion para la instauracion de infecciones. Los PAMs naturales han mostrado
un importante potencial para combatir microorganismos resistentes a los
antimicrobianos disponibles, pero también presentan algunas limitaciones como su baja
selectividad, disminuida estabilidad y altos costos de manufactura. Por esto, la obtencion de
PAMs sintéticos, disefiados a partir de secuencias naturales o disefio de novo
representan una nueva generacion de moléculas con alta versatilidad de estudio a nivel de
laboratorio.

A pesar de su extremada diversidad en términos de longitud y composicion, la mayoria de los
PAMs son polipéptidos cortos (<50 residuos), en su mayoria catidonicos, con una carga neta de
aproximadamente +3 y un contenido hidrofobico superior al 42% (Mishra et al., 2017). Estas
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dos ultimas caracteristicas (carga neta e hidrofobicidad) estan directamente influenciando la
capacidad anfipatica de los PAMs. La anfipaticidad le confiere al AMP su flexibilidad
conformacional, asi como atraccion electrostatica entre estos PAMs cationicos y las membranas
anionicas de los microorganismos (Zhang & Dong, 2022; Kosikowska & Lesner, 2016).

Clasificacion de los PAMs

Los PAMs se pueden agrupar de acuerdo con su fuente, actividad, caracteristicas estructurales
y de acuerdo con la presencia de un aminoacido en abundancia.

Estructuralmente se pueden clasificar en cuatro grupos principales (Zhang & Dong, 2022):

a) Hélices alfa: Una hélice a se forma cuando el péptido se enrolla sobre si mismo
mediante puentes de hidrogeno entre el grupo carboxilo COO- del enlace peptidico
del primer residuo (n) y el grupo amino NH3 del enlace peptidico del quinto residuo
(n+4). De esta manera, las hélices a completan una vuelta alrededor de su eje cada 3,6
aminoacidos (Fonte-Carballo et al., 2019) (Figura 3 y 6a). La mayoria de PAMs tienden
a adquirir esta caracteristica estructural, como por ejemplo las magaininas, las cuales
son PAMs activos contra un amplio espectro de agentes microbianos. Estas han sido
uno de los primeros PAMs ensayados clinicamente. Otro ejemplo es el péptido LL-37
el cual es un miembro de las catelicidinas obtenidas de los extractos de granulos de
neutro6filos bovinos (Xhindoli et al., 2016) y las cecropinas un tipo de PAMs activo
contra bacterias Gram-negativas y/o bacterias Gram-positivas.

(8)
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Figura 4. Vistas de la estructura a-hélice. (4) Representacion cinta de ribbons, se observan

los radicales expuestos hacia el exterior de la cadena, (B) estructura molecular donde se evidencian

los puentes de hidrogeno que permiten la formacion de la hélice, (C) vista superior, (D) modelo del

espacio relleno (Gopalakrishnan et al., 2007).

El esquema de la rueda helicoidal es una representacion 1til para determinar las posibles
interacciones de un PAM a-helical con otras moléculas. Una hélice a, se pueden catalogar
hidrofoba si esta constituida por residuos apolares, hidroéfila cuando los residuos son polares
y anfipatica cuando los residuos polares se agrupan en una cara y los apolares en otra (Figura
5) (Gopalakrishnan et al., 2007)
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Figura 5. esquem de secuencias peptidicas en la rueda helicoidal. La proyeccion fue obtenida con el programa HeliQuest,
donde se muestra la representacion de una hélice hidrofoba, una hélice hidrofila y una hélice anfipdtica. Los residuos apolares
se muestran en amarillo y los polares en azul. Las letras en rojo indican el extremo C terminal (C) y el extremo N terminal
(N), y la flecha en el centro de la hélice indica la direccion y proporcion de la cara apolar. El color rosa define aminodcidos
polares sin carga (Q, N). Los residuos en gris (Hidrofobicidad intermedia), significa que pueden acomodarse en la cara
polar o apolar. Elaboracion propia

b)  De estructura extendida: Son péptidos lineales cationicos que no presentan una
estructura definida (Figura 6b). En esta categoria se encuentran algunos miembros
de la familia de las catelicidinas, los cuales son conocidos por tener una estructura
lineal mas que una estructura secundaria debido a la presencia de residuos de
prolinas. Dentro de esta familia se incluyen péptidos como las Indolicidinas
producidas por leucocitos de bovinos de aproximadamente 13 residuos de longitud
(Geitani et al, 2020).

¢)  Laminas Beta: Comparado con las hélices o, las 1aminas 3 son menos frecuentes en
la conformacion natural de las moléculas proteicas. Las laminas 3 estdn conformadas
por dos 0 mas hebras B3, que se encuentran una junto a la otra mediante enlaces de
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hidrogeno entre los grupos COO-y NH;*. Estas hebras se pueden disponer en el
mismo sentido (forma paralela) o en antisentido (forma antiparalela) (Figura 6c).
Dentro de los PAMs con esta estructura se encuentran las defensinas humanas que
fueron descubiertas en neutr6filos humanos como pequefias moléculas cationicas y
mas tarde fueron encontradas en insectos, plantas y mamiferos (Zhang & Dong,
2022).

d) De estructura mixta: Son péptidos que tienen estructuras mezcladas, es decir que
pueden involucrar regiones helicoidales, de hoja beta y extendidas en la secuencia
(Figura 6d). Dentro de esta categoria se encuentra el péptido protegrina 1 de la
familia de las catelicidinas, el cual tiene una longitud de 18 residuos y fue aislado de
leucocitos de porcino con actividad antimicrobiana frente a un amplio rango de
microorganismos. Particularmente esta secuencia contiene seis residuos de arginina
y forma dos hebras -antiparalelas con una -turn (Zhang & Dong, 2022).
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Figura 6. Clasificacion de los PAMs segin su estructura. Se muestra la representacion esquemdtica de
cada una de las estructuras de las PAMs. (4) hélice alfa. (B) extendida. (C) Estructura mixta. (D)
Estructura de hoja beta (Sanchez & Ortega, 2016).

g v

5.2 Mecanismos de accion de los PAMs

Es importante destacar que a diferencia de los antimicrobianos que actiian sobre
actividades celulares especificas como la sintesis del peptidoglicano, sintesis de ADN o de
proteinas, los PAMs actiian mayoritariamente sobre la membrana de lipopolisacaridos de
los distintos microorganismos y en muy baja medida sobre blancos intracelulares (Figura
6). Esta interaccion electrostatica PAM-membrana provee a los PAMs con una ventaja
frente a los antibidticos, resultando en una menor vulnerabilidad al desarrollo de
resistencia por parte de los microorganismos (Hassan et al., 2023; Naiel et al., 2023). La
interaccion de los PAMs con la membrana lipidica es posible gracias a su caracteristica
anfipatica, lo que permite la atraccion entre las cargas negativas de las membranas y la
carga positiva de los residuos basicos de los PAMs. Esta interaccion permite la
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acumulacion de péptidos al interior de la bicapa, hasta llegar a un umbral en el cual se
produce el colapso y la membrana se rompe (Erdem & Kesmen, 2022). Las membranas
eucaridticas con un alto contenido de colesterol y una baja carga anionica estan fuera del
alcance blanco de los PAMs.

(G)

a) (1) (J )
@) ROS |48 | wpATP
/5 - NADH
(3)

Figura 7. Mecanismos de accion de los PAMs. Se representa A. Ruptura de la membrana celular 1) modelo duela del
barril, 2) modelo del agujero del gusano y 3) modelo de la alfombra, B. Inhibicion de la sintesis de ADN, C. Bloqueo de
la sintesis de RNA, D. Inhibicion de las enzimas que sintetizan la pared celular, E Inhibicion de la actividad de los
ribosomas, F. Inhibicion de la actividad de las chaperonas, G. 1. Inhibicion de la cadena respiratoria, 2. Ruptura de la
membrana mitocondrial (Barbosa et al., 2011).

Se han descrito cuatro tipos de modelos de ruptura de membrana (Erdem & Kesmen,
2022) que se describen como:

Modelo de duela de barril donde los péptidos se ubican en la membrana con los
residuos hidrofobicos orientados hacia el interior de la bicapa lipidica y los hidrofilicos
orientados hacia la luz del poro (Dias et al., 2022; Espinal et al.,2023).

e Modelo de agujero de gusano o poro toroidal, aqui los péptidos se
reorientan en la membrana y arrastran a los lipidos con ellos mediante

230



interacciones electrostaticas. La membrana sufre un doblez y forma un
poro toroidal.

e Modelo de alfombra donde los péptidos acttian como detergentes,
cubriendo la membrana clectrostaticamente (en forma monomérica u
oligomérica). Esta "alfombra" de moléculas anfipaticas desplaza los
fosfolipidos, alterando las propiedades de la membrana y generando su
ruptura.

e Modelo de agregado, donde los péptidos se reorientan y se insertan
dentro de la membrana verticalmente para formar estructuras similares a
esferas y finalmente,

e Modelo de adelgazamiento de la membrana donde los AMPs se
insertan a un solo lado de la bicapa lipidica formando un espacio que debe
ser ocupado por los lipidos de la membrana, conduciendo a una expansion
de la membrana y por lo tanto a una reduccion en el espesor de la bicapa
para mantener el volumen constante.

5.3 Limitaciones de los PAMs y soluciones.

Pese a sus excelentes caracteristicas antimicrobianas, los PAMs presentan alta actividad
citotdxica y hemolitica, esta ultima evidenciada por porcentajes de hemolisis altos o por
concentraciones minimas hemoliticas (CMH-concentracion mas baja del antimicrobiano que
produce la lisis de los globulos rojos) bajas, las cuales son, incluso menores o iguales a la
concentracion minima inhibitoria (CMI- concentracion mas baja del antimicrobiano que inhibe
el crecimiento normal del microorganismo) de los PAMSs, lo que hace muy peligroso su uso a
nivel sistémico

(Hervé, 2015). Por otra parte, el aumento de los costos de produccion y algunos problemas
técnicos en el proceso de sintesis quimica limitan en algunos casos su fabricacion. Asi mismo,
aquellos péptidos obtenidos de forma natural imponen retos para lograr siempre las mismas
caracteristicas naturales de produccion. La estabilidad de los PAMs también se ha visto afectada
por el pH, la fuerza ionica y la actividad de algunas proteasas presentes en los fluidos humanos
como el suero.

Basados en estas limitaciones presentadas por los PAMs, distintos investigadores buscan
mejorar la selectividad, aumentando la actividad antimicrobiana mientras se reduce
significativamente la toxicidad sobre células humanas. Asi mismo, se busca incrementar la
estabilidad de los péptidos y reducir los costos de produccion (Li et al., 2017; Luna, 2022). Con
estos objetivos de estudio, el disefio racional de PAMs para lograr estos PAMs ideales se ha
centrado en cinco aspectos claves: 1) longitud de la cadena; 2) carga neta; 3) hidrofobicidad; 4)
anfipaticidad y 5) estructura secundaria.
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Uno de los enfoques utilizados para mejorar la selectividad de los PAMs es el acortamiento de
la molécula, de esta forma se reduce los costos de produccion, se modifican algunas
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales y se han encontrado resultados prometedores
respecto al mejoramiento de la selectividad de los PAMs por membranas microbianas. Se ha
reportado el incremento en la selectividad de un péptido de 25 aminoacidos, que presentaba
actividad antimicrobiana sobre dos tipos de bacterias, con una hemolisis del 10%. Al acortar la
molécula se obtuvo una secuencia de 11 residuos con similar actividad antimicrobiana y con
reducida actividad hemolitica (1,8% la hemolisis) (Erdem & Kesmen, 2022).

Otro estudio realizado muestra que al realizar el acortamiento del péptido Pmap-36 de 36
aminoacidos, el cual es activo contra bacterias y Candida, se logré obtener un PAM de 18
residuos que mantiene la actividad antibacteriana, muestra una actividad antifiungica mas
potente y tiene una actividad hemolitica menor, pasando de una CMH de 4 a 128 pM (Erdem
& Kesmen, 2022; Li et al., 2016). En un estudio reciente Barreto Santamaria y cols. reportaron
que al remover tres aminodcidos de la region N-terminal del péptido de 20 residuos 35409,
lograron obtener un péptido con actividad antibacteriana similar y actividad hemolitica
reducida, pasando de una CMH de 1,56 para el péptido original, a una CMH mayor a 200 uM
(Barreto-Santamaria et al., 2020; Luna, 2022).

Conclusiones

e Ante el incremento de la RAM se han adoptado estrategias de busqueda de
nuevos agentes terapéuticos que combatan estos microorganismos. Dentro de
los agentes investigados para este fin se encuentran los PAMs, moléculas que
han generado impacto cientifico, econémico y social debido a sus ventajas en
comparacion con otros agentes antimicrobianos.

e FEl diseio racional de PAMs esta mediado por la modificacion de caracteristicas
fisicoquimicas como el acortamiento de secuencias o los cambios estructurales
apoyados en métodos computacionales han sido herramientas utilizadas para el
mejoramiento selectivo de los nuevos PAMs.

e Se deben tener en cuenta que propiedades fisicoquimicas como la anfipaticidad,
la hidrofobicidad y la carga neta de los PAMs, sumado a las caracteristicas
estructurales, por que parecen ser las fuerzas que impulsan la interaccion con la
membrana citoplasmatica microbiana cargada negativamente.

e Se han propuesto, que los PAMs que actlian sobre bacterias pueden ser activos
contra microorganismos de mas alta complejidad como los hongos. Por lo cual
se propone aumentar los estudios con este microrganismo.
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Resumen

La Criptosporidiosis es una enfermedad producida por el protozoario Cryptosporidium
spp. que se encuentra en animales vertebrados y en el hombre. Su presencia esta asociada
a la convivencia entre unos y otros por actividades de compaiiia, de produccion o de
vida silvestre. El parasito ha sido detectado en las especies de palomas Columba livia'y
se ha visto su presencia en individuos inmunosuprimidos € inmunocompetentes, en
quienes causa diarrea aguda. En Bogotd, hay una alta poblacion de esta especie de
palomas lo cual permite inferir sobre una posible zoonosis emergente potencial. En el
presente capitulo, se describe la fundamentacion tedrica del proyecto.
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Criptosporidiosis: generalidades de Cryptosporidium spp en Columba livia

Algunas enfermedades producidas por patdégenos emergentes se han asociado a
escenarios sociodemograficos, de marginacion y de orden publico en Colombia,
adicionalmente, existe limitacion de actividades de vigilancia en salud publica y
prevencion de enfermedades (Monsalve 2009). Esta situacion predispone la presencia
de agentes infecciosos y su transmision entre especies, situacion que se confirma con
el reporte de nuevas enfermedades infecciosas que estan relacionadas con la
transformacion del habitat de animales silvestres a causa de la urbanizacion, el
crecimiento global de la poblacion, deforestacion, adaptabilidad microbiana y una
infraestructura fragil en salud que debilita las acciones de salud ptblica (Cook RA, et
al.,2012).

La intervencion del hombre llevo a que algunas especies silvestres como las palomas
fueran domesticadas y usadas para recreacion, deporte y como fuente proteica. Esta
estrecha interaccion con el ser humano ha conllevado a una adaptacion sinantropica de
las palomas (Batiste Et al., 2010), adaptandose a condiciones ambientales de zonas
urbanas para su supervivencia (F.V 2017). Ademas, convirtiéndose en un potencial
zoonotico debido a una posible trasmision de enfermedades entre especies e incluso al
ser humano. Estas palomas descienden filogenéticamente de la Paloma bravia que
habitaba originalmente en Europa, Asia y Africa en grupos no muy numerosos
alrededor de zonas especificas como los acantilados. Ingres6 a América hacia el siglo
XVly se volvio de vida libre.

Particularmente, en Colombia se han reportado varios puntos criticos de presencia de
palomas (Columba livia domestica): sensibilidad alta (200 palomas), sensibilidad media
(entre 10 y 200 palomas) y sensibilidad baja (10 palomas) (IPB 2019), donde se enmarca
la necesidad de examinar la presencia de protozoarios principalmente con potencialidad
zoonotica como C.parvum, C, meliagridis, C, baileyi, los cuales se han reportado
aisladamente en palomas y humanos de paises diferentes a Colombia, encontrandose
que estos tienen varios reservorios y su transmision principal es el agua, en la cual
sobreviven por largo tiempo. Investigadores han abordado varios aspectos de la
criptosporidiosis entre humanos y animales (Ramirez 2004), pero la literatura sobre la
incidencia de la infeccion por Cryptosporidium spp es escasa.
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Importancia de Cryptosporidium spp

En la salud humana, las zoonosis representan en la actualidad uno de los mayores
problemas a nivel mundial debido a que el humano ingresa en forma permanente a
habitat particulares en donde hay abundancia de animales silvestres que al verse
desplazados tienen que luchar por su supervivencia como cualquier ser vivo. Esto
significa que cada vez es mas frecuente el problema de enfermedades que tienen una
incidencia en la Salud publica tanto en las zonas rurales como en las urbanas. Las
palomas de la especie Columba livia son animales que originalmente estaban clasificadas
como salvajes o silvestres, pero con las acciones antrdpicas esta especie paso a ser un
animal doméstico.

Aunque la mayor problematica del exceso de poblacion de palomas en las ciudades es
por el dafo que causan en la propiedad publica y privada porque sus asentamientos son
masivos, el verdadero problema en la salud publica es que ellas son portadoras de
patogenos que pueden enfermar a quienes tienen contacto casi permanente en parques
y espacios recreativos y que generalmente son nifios, ancianos, y otras personas que
tienen unas caracteristicas inmunologicas que los colocan en condiciones de
inmunocompromiso (Xiao 2004). En este sentido, toma importancia dentro del
concepto de Una Salud o “One Health” en inglés porque patdégenos que han sido
encontrados en ella como el Cryptosporidium spp tiene una incidencia en humanos que
conlleva costos para la salud.

Antecedentes de la presencia de Cryptosporidium spp

Uno de los patogenos que ha sido identificado en varios paises del mundo en Columba
livia es el Criptosporidium. Se ha confirmado la presencia de Cryptosporidium spp en
humanos, con prevalencias que varian asi: en nifios entre 8,1% y 49,2% (Helmy 2014)
y adultos inmunocomprometidos entre 25% y 74,3% (Omoruyi et al., 2014).
Igualmente, en adultos inmunocompetentes se ha presentado entre 14% y 88,9%
(Omoruyi et al., 2014). Adicionalmente, se asocia con factores de riesgo ante la
presencia de infeccion y desarrollo de sintomas, relacionado segiin diversos autores a
la infeccion por Cryptosporidium spp principalmente reportados en estados
inmunosupresores, deficiencia en habitos de higiene, bajas condiciones sanitarias,
consumo de alimentos con fallas en la manipulacion, agua de consumo humano no
ozonificada, pobreza y el contacto directo con animales entre otros (Usluca 2011).

En Colombia, especialmente en las grandes ciudades, el problema por el exceso de
poblacion Columba livia es evidente. En el estudio realizado por Méndez et al, 2013 se
determind que en las heces secas acumuladas de las palomas se han encontrado
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parasitos (Pereira et al, 2011). Teniendo en cuenta que la presentacion de patologias
principalmente zoonoéticas que circulan entre las poblaciones animales y humanas
tienen trasmision directa o indirecta y son cada vez mas frecuentes en el mundo, se
hace necesario seguir investigando su presencia y los factores de riesgo para la salud
humana en Bogota. Por ello, se debe tener en cuenta el potencial zoonotico de algunas
especies de protozoarios reportadas en palomas como Cryptosporidum parvum y
Cryptosporidium meleagridis, asi como la transmision a nuevas especies animales
incluyendo la humana. Esto debido a los cambios sociodemograficos, climaticos,
calentamiento global, deforestacion y urbanizacién que impacta la supervivencia de la
especie hospedero y genera problemas en la salud ambiental, la sanidad animal y la salud
publica (Pace 2009).

Esto lleva a un trabajo interdisciplinar, situacion que se enmarca dentro del concepto
de “Una Salud” conectada a la salud humana, animal y ambiental, donde es necesario
un equipo multidisciplinar para realizar acciones desde la identificacion del patogeno y
toda su relacion socio ambiental, como base para crear mejores estrategias para su
control y vigilancia, y para ser incluidas dentro de politicas sanitarias de parasitos
olvidados, principalmente por el desconocimiento de la patogenicidad y transmision de
Cryptosporidium spp.

El papel de esta zoonosis se subestima, razon por la cual hay un conocimiento limitado
sobre su epidemiologia, el analisis para su diagndstico, y el subregistro, a pesar de tener
en cuenta el conocimiento y reporte en ciertas regiones o paises (Araujo et al., 2011).
Esto hace necesaria la busqueda de protozoarios principalmente con potencialidad
zoondtica y establecer los factores de riesgo al que puedan estar expuestos tanto
animales como el hombre, a través de la identificaciébn y caracterizacion de
protozoarios como C.parvum, C, meliagridis , C, baileyi, los cuales se han reportado con
mayor frecuencia o reportes aislados, en aves, pero no en heces de palomas y también
aisladas en humanos (Mattsson et al, 2011).

Cryptosporidium spp

La criptosporidiosis es una enfermedad infecciosa principalmente gastrointestinal, que
se estudia con mas frecuencia en los ultimos 20 afios, la cual produce diarreas
moderadas a graves en animales y humanos, de relevancia médica en forma de parasito
oportunista y cuya fuente de transmisién mads frecuente para seres vivos son las aguas
contaminadas con este protozoario (Tandon 2014).
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El articulo de revision desarrollado por Tzipori indica que Ernest Edward Tyzzer en
1907 por primera vez descubre microorganismos en ratones de Cryptosporidium. Luego
en 1980, hallaron brotes de caracter gastrointestinal, en animales de produccion
jovenes, como bovinos y ovinos por cryptosporidiosis. Al realizar su identificacion, se
observo la presencia de ooquistes de Cryptosporidium y concluyeron que este parasito es
el causante de 4 a 7% de cuadros agudos gastrointestinales en humanos. En la década
de 1990, se logro extraer el material genético, secuenciar e identificar diferentes especies
de Cryptosporidium, contribuyendo a un gran hallazgo en la rama de la parasitologia
(Tzipori 2008).

Etiologia y antecedentes

El término Cryptosporidium viene de Krypto = escondido, spor = espora, idium =
pequefio (Appelbee 2005).

La presencia de Cryptosporidium en humanos, fue reconocida por primera vez en 1976 y
se generd gran importancia de este en las décadas de los 80s y 90s por presentarse como
enfermedad diarreica grave en pacientes con SIDA. Sus ooquistes como forma
infectante, que se caracterizan por tener una pared gruesa, ser resistentes al cloro, su
baja dosis infectiva, su desarrollo infeccioso y su potencial zoonoético, lo han convertido
desde entonces en una amenaza para los humanos y los animales, a través del consumo
de aguas y alimentos contaminados o condiciones insalubres. Ademas, desde que Tyzer
lo descubrid en 1907 y hasta los afios 70 ha sido poco descrito, en aproximadamente
20 individuos de grupos de vertebrados y los primeros casos de criptosporidiosis se
reportaron en humanos hacia 1976 (Dillingham et al., 2002).

La investigacion realizada por Nina et al., 1992 evidencio C. parvum, es una de las
especies de Cryptosporidium spp que afecta mas a mamiferos, entre ellos humanos,
bovinos y ovinos (McDonald et al., 1992). En este articulo se encontré que existen
diferencias en el perfil antigénico de los ooquistes aislados en muestras fecales de
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), bovinos y ovinos, lo
que provoca diferentes grados de susceptibilidad en los hospedadores, a pesar de que
en todos los mamiferos que infecta causa diarrea, en paciente humanos con SIDA
puede provocar la muerte.
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Thompson et al. 1998, establecen las ventajas y desventajas de las técnicas de reaccion
en cadena de Polimerasa (PCR) descritas para la época, con las cuales se logro
materializar la identificacion de Cryptosporidium parvum en muestras clinicas y
ambientales (Morgan et al., 1998). Para la deteccion de este parasito, se hizo una
amplificacion de Acido Desoxirribonucleico (ADN) de muestras clinicas y de 10
ooquistes. Se realizd un procesamiento de 10 a 20 muestras, para diferenciar
directamente entre todos los genotipos, cepas de C. parvum que son patdgenas en
humanos. Actualmente, los métodos de biologia molecular son la forma mas efectiva
para la identificacion de este protozoario.

Asi mismo, los aspectos de su biologia que permanecen confusos, en los ultimos afos
su filogenética con varios microorganismos ha sido la principal linea de investigacion
para muchos investigadores, debido al interés e inesperados resultados de los primeros
estudios de este Apicomplexa.

Biologia y caracteristicas de Cryptosporidium spp

Este género de Cryptosporidium, perteneciente al phylum Apicomplexa, se ha
reagrupado filogenéticamente en la clase Gregarinasina, con los que comparte una
relacion monofilética que afecta gran variedad de hospederos vertebrados (Leander
2003). Igualmente, especies de este género que fueron incluidas como parasitos
intracelulares obligados y de la subclase Coccidia, se reclasificaron en la subclase
Gregaria, por desarrollarse en medios libres fuera de la célula su ciclo de vida (Ryan et
al., 2016).

La posicion exacta de las gregarinas con respecto a Cryptosporidium y otros Apicomplexa,
de acuerdo con la congruencia de genes de pequena unidad ribosomal de é4cido
ribonucelico (SSUrDNA y B-tubulina) entre si y con los datos morfologicos ponen a
las gregarinas en un mismo contexto filogenético (Leander 2003).

Por otra parte, observaron caracteristicas que diferenciaban a Cryptosporidium, como
fueron: su localizacion al interior de la célula del huésped, en la cual sus etapas
enddgenas estan situadas en la superficie apical de las células epiteliales y de forma
intracelular, pero extracitoplasmaticas; se forma una uniéon multimembranosa (organelo
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alimentador bajo la vacuola parasitéfaga) entre la union del parasito y la célula
hospedadora; presenta dos tipos de oocistos, unos de pared delgada (responsables de
la autoinfeccion) y otros de pared gruesa. Estos ultimos oocistos inician el ciclo de vida
por ser el estadio infeccioso (Carreno et al., 1998).

Taxonomia
Dominio: Eucariota
Reino: Protista
Phylum: Apicomplexa
Superphylum: Alveolata (colpodélidos)
Clase: Gregarinasina
Orden: Cryptogregarinorida
Subclase: Gregarinasina
Clase: Conoidasida
Familia: Cryptosporidiidae

Género: Cryptosporidium

Ciclo de vida y modo de infeccion en el hospedero

El ciclo de vida de Cryptosporidium spp (Figura 1.) se caracteriza por ser monoxeno,
es decir el parasito lleva a cabo su desarrollo en el epitelio intestinal de un solo
huésped. Una vez ingeridos los ooquistes maduros se inicia el ciclo de vida en el
lumen intestinal del huésped, donde se liberan los esporozoitos del ooquiste e
invaden los enterocitos formando la vacuola parasitéfora (intracelular-
extracitoplasmatica (epicelular) ya que el parasito permanece en el borde de las
micro-vellosidades intestinales) en la capa de la célula epitelial. Factores como
cambios en el pH, sales biliares, enzimas pancredticas y temperatura favorecen el
desenquistamiento del ooquiste (Pereira 2011). Entre las 48 y 72 horas siguientes
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en la vacuola parasitofora el esporozoito se convierte en trofozoito dando inicio a
la multiplicacion asexual (merogonia o esquizogonia) como resultado se producen
merontes o esquizontes de tipo I, los cuales liberan merozoitos tipo I que invaden
mas enterocitos y continiian formando merontes tipo I o merontes tipo II (Pereira
2011).

La reproduccion sexual (gametogonia) por su parte tiene como resultado
microgametos y macrogametos, una vez los macrogametos son fecundados por los
microgametos se producen ooquistes capaces de esporular e infectar de nuevo al
huésped (Matos 2004). Existen dos tipos de ooquiste (ooquistes de pared
delgada/ooquistes de pared gruesa) ambos tipos contienen los esporozoitos
infectivos, sin embargo, los ooquistes de pared gruesa representan el 80% y son
mas resistentes y los ooquistes de pared delgada representan el 20% y estaria
implicados en la autoinfeccion ya que se pueden romper en el interior del huésped
(Pereira 2011).

Figura 1. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp
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Como se describi6 anteriormente, Cryptosporidium posee distintas formas parasitarias
durante su ciclo de vida, sin embargo, hay dos de las cuales son de vital importancia, ya
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que son necesarias para invadir al huésped, como lo es el ooquiste, y para la penetracion
en el enterocito, como lo es el esporozoito.

v Esporozoito

Es la forma la cual es capaz de penetrar dentro del enterocito para
posteriormente iniciar el ciclo de reproduccion 46. Esta forma parasitaria suele
tener forma de medialuna o de arco, con el extremo anterior ligeramente
puntiagudo y el posterior redondeado. Miden en promedio 4,9 por 1,2 pm.
Cada esporozoito contiene un nucleo prominente en el tercio posterior del
cuerpo. Genéticamente, posee un genoma de 9 millones de pares de bases y 8
cromosomas 47. En la gréafica, se muestra como se involucran las distintas
moléculas que interactian con el huésped, para la posterior penetracion en el
enterocito segiin Lendner et al/ 2014.

v Ooquiste

Arquitectura y composicion del ooquiste segun el modelo actual, muestra que
el ooquiste esta cubierto por un glicocélix que altera la movilidad electroforética
y se muestra inmunogénico. La alta resistencia es proporcionada por una bicapa
lipidica que protege contra la infiltracion de liquidos y una capa rica en proteinas
que le confiere resistencia mecénica. Los esporozoitos estan conectados a la
pared del ooquiste por filamentos que contienen glicoproteinas que
desempefian un papel en la adhesion y la invasion de la célula huésped, como
las mostradas en la tabla anterior (Khurana et al., 2019).

Caracteristicas generales

El Cryptosporidium cuya forma infectiva es el ooquiste de forma esférica u ovoide y
un cuerpo residual central, presentando una pared delgada y otros gruesa,
relacionado con diferentes vias de desarrollo esporogonico y de infeccion. Esta
pared, en la cual se visualiza al microscopio electronico tres capas: una de 5 nm de
espesor, con abundante material filamentoso y glicoproteinas acidas, esta puede ser
eliminada de forma parcial por contacto con hipoclorito de sodio, luego a S5Snm de
esta se encuentra una capa electrodensa central rigida de 10 nm de espesor con
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material lipidico, la cual le da la propiedad de 4cido alcohol resistente y por tltimo
una capa interna glucoproteica de 20 nm de espesor. Este género presenta una gran
diferencia frente a los demas ooquistes que es una linea de sutura en su pared, que
permite la salida de los esporozoitos en el proceso de desenquistamiento (Van
Zeeland 2008).

Ademas, esta pared del ooquiste es abundante en uniones disulfuro, para conservar
la capacidad infectiva del parasito. Estos ooquistes son viables entre 4°C y 22°C e
incluso pueden sobrevivir a -20°C, pero temperaturas altas como una congelacion
rapida pueden degradarlos en poco tiempo.

En cuanto a lo esporozoitos, estos en su superficie presentan mas de 20 proteinas:
glicoproteinas 15/40, CSL y 900; Gal/GaINAc lectina, proteinas TRAP-C1, Cp23,
Cpl5, y Cp47, con acciones como adherencia e invasion a la célula huésped. Por
otro lado, las roptrias, micronemas y granulos densos forman el llamado complejo
apical. Estas estructuras contienen una mezcla compleja de proteinas secretadas en
el extremo apical del zoito, cuya funcion como la adhesion a la célula especifica del
huésped, locomocidn, desplazamiento y conformacion de vacuola parasitdfora,
nicho ecologico del parésito.

En resumen, se distinguen varias caracteristicas del género Cryptosporidium que lo
diferencian de los demas coccidios como son: especificidad relativa del huésped,
propiedad de autoinfeccion endogena, ubicacion en la célula hospedera intracelular,
pero extracitoplasmatica y resistente a antiparasitarios.

Identificacion de Cryptosporidium spp

Con relacion a los métodos diagndsticos disponibles para la identificacion de
Cryptosporidium en muestras clinicas o ambientales, se conocen técnicas
parasitoldgicas convencionales, métodos inmunologicos y de biologia molecular.
Khurana et al., en 2018 describen aquellos procedimientos para la identificacion
y diagnostico de la criptosporidiosis en el laboratorio (Gomez 2005). Uno de los
principales métodos de identificacion es la microscopia, a través de un montaje en
fresco de muestras como heces conservadas en formalina al 10%, donde se
observan ooquistes del parasito como un cuerpo liso, incoloro y esférico, con un
tamafo entre 3 a 8§ um, la sensibilidad del montaje en fresco puede aumentar al
combinarse con técnicas previas como el método de flotacion de sacarosa de
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Sheather, flotacion de sal saturada y el método de formol-éter de Allen y Ridley.
Para la recuperacion de ooquistes por sedimentacion los autores recomiendan una
velocidad de centrifugacion mayor de 1200 x g.

También mencionan la “separacion inmunomagnética" donde los epitopes de los
ooquistes expuestos en la superficie se adhieren a las perlas magnetizables que
estan recubiertas con anticuerpos monoclonales (mAbs). El complejo de bolas 'y
ooquistes se concentra y luego en presencia de una fuerza magnética a medida que
el complejo es atraido hacia el lado del tubo de ensayo; posteriormente, se aspira
el fluido de suspension y se agrega la solucion acida para liberar los ooquistes
concentrados y purificados. Otro método que se menciona, es el de la tincién con
ZN modificado, donde el ooquiste aparece como esferas rojas sobre el fondo verde
palido. El azul de metileno y safranina tifie los ooquistes de color naranja brillante
y puede usarse en lugar de la tincion de ZN, también recomiendan la tincién
fluorogénica auramina-fenol como alternativa. Métodos inmunologicos como la
deteccion de antigenos usando anticuerpos marcados con fluorescencia y enzimas
(técnica ELISA) son usados frecuentemente. Finalmente resaltan actualmente el
uso de PCR como el método mas rapido y confiable para la identificacion de
Cryptosporidium. También es importante mencionar la copro preservacion de
muestras para un posterior aislamiento de DNA, con una condicién de mayor
sensibilidad, corresponde a la preservacion por congelamiento de las muestras a -
20°C, al realizar la PCR y obtener el 100% de muestras positivas previamente
confirmada la presencia de Cryptosporidium por microscopia, seguida de la
preservacion con K>Cr,07 (dicromato de potasio) al 2.5% a 4°C con un 80% de
recuperacion a los 10 dias de preservacion (Gomez 2005).

Tratamiento de Cryptosporidium spp

Para realizar el tratamiento es necesario confirmar el diagndstico en las aves afectadas,
asi como es importante realizar su prevencion. Los farmacos efectivos
terapéuticamente que se han encontrado son los aminoglucésidos, los antibioticos
macroélidos e iondforos, la halofuginona, la nitazoxanida y el toltrazuril. Por ello, la
paromomicina, antibiotico macrolido de amplio espectro, ha sido el primer farmaco
eficaz para el tratamiento de la criptosporidiosis (intestinal) en humanos, ganado y aves
de corral, siendo usualmente rapida su respuesta. Para prevenir la propagacion de la
enfermedad, la identificacion de la fuente contaminante es importante, asi como, las

medidas de higiene adecuadas y la cuarentena para implementar protocolos (Toro
2000).
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Columba livia y su relacion con criptosporidiosis

Gomez et al., 2005 observaron diversas caracteristicas relacionadas con las condiciones
de vida de la especie Columba livia (Gmelin,1789). En esta investigacion se encuentra
informacion acerca de la taxonomia, ciclo reproductivo y demas aspectos de desarrollo
y costumbres propias de la vida de estas aves, que permite entender las condiciones en
las cuales se desarrollan las palomas en el entorno proximo, en el cual pueden ser
encontrados los especimenes para la posterior recoleccion de muestras (Gonzalez
2007).

El nombre Columba significa paloma y su nombre deriva del latin e igualmente /ivia
procede del latin como gris azulado. En el territorio nacional se encuentra
principalmente en zonas urbanas, conocida como paloma de la plaza, hoy en dia
convive con el hombre y sus actividades diarias, por su adaptacion y las dindmicas que
hace del hombre, a través del cambio en su comportamiento silvestre, especialmente
el habito alimenticio, por consumo de maiz, pan, residuos de alimento entre otros, por
el facil acceso en su interaccion con las personas. Por ello, la especie actualmente se
encuentra dentro de las poblaciones sinantrdpicas (Batiste 2010).

Caracteristicas morfologicas de Columba livia

Toro (2000) menciona que la paloma (Columba Livia doméstica) tiene su origen en la
paloma bravia (Columba Livia), endémica de Eurasia y Africa; fue introducida en el
continente americano como ave doméstica en el siglo XVI, fue manipulada
genéticamente por el hombre reconociéndose hoy alrededor de 200 razas (Toro 2000).
Después de muchos afios, la paloma se reincorpor6 a la vida silvestre acostumbrandose
a la presencia de las personas; sobre poblando espacios en los cuales no existia un
controlador bioldgico, aprovechando sus condiciones de adaptabilidad. La
sobrepoblacion animal se entiende como la cantidad excesiva de animales, que
sobrepasa la cantidad de gente que esté4 dispuesta a darles cuidados.

A través de la historia la paloma doméstica (Columba livia) ha sido considerada como un
simbolo de entendimiento y paz entre las personas y se soslaya su papel como
transmisora de patdégenos de numerosas enfermedades zoondticas, que en algunos
casos conducen incluso a la muerte, Gonzalez et al. (Gonzalez 2007)
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Las palomas como animales sinantropicos, en los tltimos afios se han incrementado
debido a su capacidad de adaptacion tanto al habitar urbano y a nuevos nichos
ecologica, llevando a la contaminacion de gran cantidad de heces que se acumulan en
varias zonas como plazas, edificios y monumentos visitados por personas. La presencia
de estas palomas es principalmente porque realizan actividades como la elaboracion de
nidos en estructuras como edificios y casas y la obtencion de alimentos. Las heces de
palomas son un riesgo para la salud animal y el hombre, y son fuente de infecciones
por microorganismos (virales, bacterianas y fungicas), asi mismo proveen del sustrato
ideal para el desarrollo de ectoparasitos (Tarsitano et al. 2010) citado por Méndez et al.
2013.

Columba livia, paloma doméstica dentro de orden Columbiforme, con un promedio en
tamafio entre 30,5 y 35,5 cm, cola de tamafio mediado y termina con una punta de color
negro y la base de color blanco cremoso, con patas rojo intenso a claras y ojos que
cambian de oscuros a &mbar cuando son adultos. En cuanto al color del plumaje varia
entre la poblacion de esta especie y por ello no hay un marcado dimorfismo sexual
entre hembras y machos, aunque la base que prevalece es gris y se encuentran dos
bandas gruesas de color negro en las alas, otra banda negra en la parte final de la cola,
la rabadilla blanca y una franja brillante verde o morada en el cuello (Figura 2). Aunque
estos colores son caracterizan a estas palomas, otros colores que van de blanco a
blanquecino con franjas rojas y negras irregulares en las plumas primarias se presentan
con cola de color blanca. Estas tienen un peso de 180 a 355 g (Nichols 2004).

Esta especie es de habitos diurnos, encontrada en hébitats naturales, anidando en
alcantarillados principalmente costeros o zonas altas. En las areas urbanas se han ido
agrupando por bandadas llegando a contar decenas de estas, volando, moviéndose y
posandose en grupo, construyendo sus nidos con ramas y pasto en techos, conductos
de drenaje entre otros, sobre una base sencilla, protegiendo los nidos y a la hembra el
macho, para proteger a las crias (Villalba et al., 2015).

Figura 2. Caracteristicas de Columba livia
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Paloma Columba livia cuya caracteristica morfologica mas sobresaliente es su pecho
robusto, cabeza pequefia y el pico corto. Tomada de:
https://misanimales.com/biologia-y-distribucion-de-la-paloma-domestica/

Cryptosporidium spp. y otros microorganismos presentes en palomas

En la investigacion realizada por Apelbee et al. del anio 2005, se realizd una revision de
las especies de Cryptosporidium spp y Giardia spp en animales mamiferos terrestres y
marinos, aves, reptiles y peces. En este trabajo, se reconoce la contaminacion por heces
como una de las principales vias de transmision del parasito. Se mencionan animales de
vida libre o silvestre como principales reservorios del parasito como foco potencial de
transmision hacia animales domésticos y al humano, ya que en ocasiones estos animales
pueden contaminar fuentes hidricas que son utilizadas por otras especies o por el
contacto que pueden tener animales domésticos con animales silvestres infectados.
Aunque los animales silvestres son reservorio importante de Cryptosporidium, no
representan un problema en términos de salud publica, ya que las personas por lo
general adquieren el parasito de animales domesticados como el ganado bovino, el cual
es reservorio de C. hominis y C. parvum. Ademas, mencionan que las infecciones con C.
canis, Cryptosporidium meleagridis (que afecta a aves) y Cryptosporidium felis, aunque no son
comunes, pueden infectar al ser humano, especialmente a pacientes
inmunocomprometidos.

En el articulo publicado por Gonzalez et al. (Gonzalez 2007) en el 2007, se mencionan
los principales agentes aislados en muestras de sangre, contenido intestinal y de 6rganos
de 100 palomas captadas en Chillan, Chile. Se determind que, de las 100 palomas, 96
tenian Salmonella spp, 89 presentaban Chlamydophila psittaci y 92 Staphylococcus aureus.
Aunque esta investigacion no habla de la determinacion de Cryptosporidium, permite
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tener una aproximacion de la importancia de la identificacion de agentes patdégenos
para el hombre en diferentes muestras provenientes de estas palomas, como es el caso
de las heces.

En el afio 2007, Mercado et al., establecen que el parasito Cryptosporidium spp, no solo
provoca manifestaciones clinicas gastrointestinales, sino cuando los ooquistes del
protozoario son inhalados, puede causar afecciones respiratorias. Por otra parte, los
autores describen la criptosporidiosis como una enfermedad causante de diarrea en
personas inmunocompetentes; es el caso de pacientes que son VIH positivos sin
tratamiento, en los cuales esta infeccion podria llegar a ser mortal. Los investigadores
hallaron ooquistes de Cryptosporidium spp por medio de la tincion de Ziehl Neelsen (ZN)
en una muestra de esputo de un paciente con SIDA que presentaba sintomas
respiratorios como tos persistente. Ademas, realizaron PCR identificando la especie del
protozoario causante de la enfermedad como C. hominis. Los autores resaltan que para
la época habia poca informacion de la enfermedad pulmonar causada por este parasito
y que lo demostrado mediante este hallazgo es que Cryptosporidium tiene la capacidad de
adaptarse a diferentes entornos fisioldgicos, como los tejidos del tracto intestinal y
respiratorio.

Tzipori et al. consider6 la criptosporidiosis como una infeccidon poco frecuente,
producida en los intestinos de los vertebrados. Por ello solo hasta 1980 se relaciono
con enfermedades gastrointestinales en animales y en humanos. En los siguientes 25
aflos, se iniciaron estudios que generaron informacion sobre su biologia, taxonomia,
epidemiologia y se desarrollaron métodos moleculares y primeros cultivos de estos.
Por lo tanto, se reconocid la criptosporidiosis como enfermedad, como enfermedad en
el afio 1980: como infeccion oportunista cronica en pacientes con SIDA; impacto en la
industria por la contaminacion del agua por este protozoario y la importancia del
estudio de la genomica del Cryptosporidium.

Por otro lado, el articulo de revision realizado por la asociacion del Centro Nacional de
Enfermedades Zoonoticas, Transmitidas por Vectores y Entéricas con el Centro para
el Control y Prevencion de Enfermedades realizo en Estados Unidos (Xiao 2009)
describe Cryptosporidium epidemiologica, genética, ambiental y patologicamente(. Desde
la revision epidemiologica, se hace un sondeo de cuales han sido las especies animales
afectadas por este protozoo junto con la identificacion de la especie de Cryptosporidium
implicada. A nivel genético, se describen los distintos subtipos de Cryptosporidium
encontrados en animales a nivel mundial y cudles componentes, acido ribonucleico
mensajero (ARNm), ADN, proteinas especificas, han sido utilizados para encontrar las
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diferencias entre cada especie hallada. A nivel ambiental, se describe la transmision
vectorial, contaminacidn del agua en pozos y plantas de tratamiento y la viabilidad de
los ooquistes en estos ambientes. A nivel de Patologia, se habla de como Cryptosporidium
logra invadir el epitelio intestinal y el comportamiento del organismo a nivel
inmunolégico y bioquimico.

Igualmente, en Islas Canarias, Espafia, Abreu et al. elaboraron un estudio en apoyo con
el Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de Canarias. El
objetivo principal de este estudio fue la deteccion de Cryptosporidium parvum y
Cryptosporidium hominis en palomas, especificamente de la especie Columba livia, ya que es
la especie de mayor prevalencia en zonas urbanas cerradas, parques de recreacion y
plazas, las cuales son areas en donde se aglomeran gran cantidad de personas, haciendo
hincapié en que los nifios son los individuos con mayores factores predisponentes para
el padecimiento de criptosporidiosis. Para el desarrollo de este estudio, se optd por
capturar un numero de aves especifico. Posterior a su captura, se procedid a realizar su
sacrificio y diseccion para obtener muestras directamente de su tracto gastrointestinal.
A estas muestras, se les realizo tinciones de Zielh Neelsen para encontrar estructuras
parasitarias relacionadas con coccidios. Posteriormente, se extrajo y purifico su material
genético, al cual se procedi6 a realizar la amplificacion de material genético, para saber
qué microorganismos estan presentes en dichas muestras. Este material genético
seleccionado, fue comparado con bases de datos para dar como resultado las 2
principales especies de Cryptosporidium citadas. En este trabajo se concluye que el control
de las palomas de la especie Columba livia es un factor importante para evitar la
proliferacion de este parasito en otros animales, y reducir los casos de criptosporidiosis
presentes en las Islas Canarias.

Asi mismo es necesario tener en cuenta, factores predisponentes para adquirir
criptosporidiosis en nichos con deficiente saneamiento ambiental, al igual que
contaminacion de agua potable y la cercania en la interrelacion de humanos y animales.
Esta enfermedad es trasmitida y diseminada a través de via oral con la ingestion de
alimentos y agua contaminados, principalmente donde existe mayor interaccion entre
humano y animales, por lo cual se hace necesario una vigilancia de alimentos de
alimentos, agua y control de depdsitos fecales (Chukwuma 2019).

Chapell et al., en el afio 2011 establecieron la incidencia de C. meleagridis. Se analizaron
10 individuos sanos entre 18 a 50 afios para realizar dicho estudio. En primer lugar, los
individuos sanos se sometieron a una dosis de C. meleagridis concentrada. Los
investigadores observaron los sintomas que desarrollan los individuos, destacando la
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presencia de flatulencias en los primeros dias de la infeccion. Sin embargo, solo un
individuo desarroll6 diarrea durante el estudio. La presencia masiva de ooquistes
presentes en heces sucedid en el 5 dia post infeccion. Para el dia 9 al 11, no se detectd
la presencia de ooquistes en heces. Al realizar la técnica de PCR, se detectd el 100% del
material genético, compatible con C. meleagridis. Concluyeron, que las infecciones por
C. meleagridis en su mayoria son auto limitantes, pero, la importancia de esta enfermedad
es en pacientes inmunosuprimidos, quienes pueden resultar muy afectados.

En enero de 2013, Bouzid et al., hicieron una revision donde aportan una descripcion
de las caracteristicas de Cryptosporidium spp, al momento de producir enfermedad y la
reaccion del huésped frente a este patogeno, partiendo de la definicion de virulencia,
como la capacidad de que un elemento microbiano genere enfermedad. Describen,
ademads, patogénesis, sintomas y las implicaciones que tiene en pacientes
inmunosuprimidos, como se ha mencionado en articulos anteriores, describiendo el
ciclo de vida de este parasito. Una vez mas se destaca el uso del método de Ziehl
Neelsen modificado para la identificacion de este parasito junto con técnicas de
flotacion a partir de heces infectadas, el uso de técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) e
inmunofluorescentes (O auramina), uso de paneles de diagnostico con PCR, que
ademas de identificar Cryptosporidium spp, puede identificar otros coccidios patogenos
para el ser humano. A partir de técnicas de amplificacion y secuenciacion de material
genético, se ha logrado identificar los distintos factores de virulencia que posee
Cryptosporidium, como el CSL y el gp900 para la adhesion; Cp2 y Cpal35 para la invasion;
Serin-proteasa y Aminopeptidasa en la desenquistacion, entre otros.

En el articulo del afio 2013 Méndez ef al. (Mendez 2013), presenta una revision literaria
donde determinaron aquellos microorganismos que producen enfermedades por y se
desarrollan por contacto directo con aves (palomas) como Cryptococcus neoformans,
Chlamydophila psittaci y Cryptosporidium spp. Este ultimo, ha sido aislado en excreciones
de heces frescas o en heces secas que se acumulan en aleros de edificios y en general
en estructuras de viviendas, que son los sitios de mayor preferencia de las palomas, por
su cercania al hombre que lo puede suplir de alimento. El medio que provee las heces
secas, son alcalinas, ricas en sales y nitrogeno se encuentra frecuente en ambientes de
area urbana, las cuales pueden generar contaminacion ambiental, pudiendo generar en
altas concentraciones un peligro para la salud de los demés animales incluyendo el
hombre quien frecuentemente tiene contacto directo con las palomas, tanto en el area
urbana como rural.
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En el trabajo elaborado por Pérez 2013, se describe la distribucion de casos y la
prevalencia de especies a lo largo del continente americano de Cryptosporidium spp. Este
documento se realizd a partir de registros bibliograficos desde el 2002 hasta el 2013.
En primer lugar, se habla de la prevalencia de casos de criptosporidiosis, liderando
Norteamérica con el 42.6% confirmados, seguido de Centroamérica con 36.23%, el
Caribe con 23.9% y finalmente Suramérica con 23.9%. En Estados Unidos, segtn el
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés)
se ha reportado un nimero variable de casos en el registro bibliografico de 9 afios, el
cual estipula que el aumento de casos de criptosporidiosis se ve relacionado con la
temporada de verano, ya que aumentan las actividades acuaticas recreacionales. Esto se
relaciona con el hecho de que Cryptosporidium spp es altamente resistente al cloro del
cual disponen los centros de tratamiento de agua potable y piscinas. En Centroamérica,
la prevalencia se ve reflejada por el consumo de agua contaminada con ooquistes o
consumo de alimentos contaminados. En Sudamérica, principalmente Colombia es el
segundo pais con mayor numero de casos de criptosporidiosis, en donde la poblacion
afectada son nifios inmunocompetentes o inmunosuprimidos (VIH +) y personas con
procesos tumorales malignos. Al momento de realizar el diagndstico de
criptosporidiosis, Norteamérica es lider en los métodos mas actualizados para la
deteccion de este parasito, con el uso de PCR y ensayos inmunoenzimaticos.
Suramérica y el Caribe, usan como técnica “gold standar” la deteccion de ooquistes por
Ziehl Neelsen modificado, seguido por PCR. Centroamérica no utiliza biologia
molecular. Las especies asociadas a infeccion en humanos son C. parvum desde
Norteamérica hasta Colombia y C. hominis desde Pert1 hasta el sur del continente. Se ha
encontrado que Cryptosporidium spp esta presente en la mayoria de los mamiferos,
bovinos, porcinos, felinos, caninos, entre otros.

En el afio 2014, Koompapong, ef al. realizaron la recoleccion de muestras de palomas
domésticas Columba livia, gaviotas de cabeza marron (Chroicocephalus brunnicephalus) 'y
gaviotas de cabeza negra (Chroicocephalus ridibundus), gatos y perros callejeros y muestras
de perros de una granja. En estas muestras se logr6 aislar el ADN de Cryptosporidium
spp con el fin de identificar el parasito en las muestras que fueron tomadas para el
estudio. Con el uso de la técnica de PCR, se identificaron las secuencias de
Cryptosporidium meleagridis y Cryptosporidium aviar genotipo en las muestras de palomas y
gaviotas, recalcando que estos animales son de vida libre y se encuentran generalmente
en las costas y muelles cerca a los humanos, siendo un factor contaminante de las
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fuentes hidricas que estdn en estas zonas, generando un potencial alto de riesgo
zoonotico.

Para conocer otras especies de Cryptosporidium spp. que afectan a distintas especies
animales, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), establecié en el capitulo
Criptosporidiosis otros aspectos para conocer las especies de Cryptosporidium que
presentan tropismo por otro tipo de animales. Hay por lo menos 32 especies de
Cryptosporidium confirmadas, las cuales presentan diferentes tropismos entre las distintas
especies de este protozoo. Por ello las técnicas de diagndstico deben permitir la
diferenciacién, usando técnicas como la Inmunofluorescencia directa,
inmunocromatografia, ensayos inmunoenzimaticos y técnicas moleculares como PCR.

Presentacion y epidemiologia de Cryptosporidium spp en Columba livia

Este protozoario se ha encontrado afectando el tracto digestivo y respiratorio de aves,
reportando mas de 30 especies, que son hospedoras de varios ordenes como las
Passeriformes, Psittaciformes, Columbriformes, Galliniformes, Anseriformes y Struthioniformes y se
encuentran distribuidas en Africa, Europa, América del Sur y del Norte, Asia y Oceania
(Nakamura 2015).

Esta sensacion intestinal se describe por primera vez en Islas Canarias, de una granja
de palomas (Columba livia) con 80 jovenes y 200 adultos, con una morbilidad del 40% y
mortalidad del 5% en la granja, donde la principal caracteristica fue la presencia de
diarrea y disminucién del peso corporal en tres pichones de cuatro semanas de edad.
Enfermedad que se asocid con una hiperplasia de criptas intestinales (Figura 3) y
moderada infiltracion inflamatoria (Toro 2000).

Figura 3. Criptas intestinales con desarrollo de Cryptosporidium spp
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Infiltraciéon  inflamatoria en  criptas
intestinales y desarrollo de Cryptosporidium
spp. Hematoxilina y eosina. 275x.( Murphy
2015)

La capacidad de Cryptosporidium de infectar varios animales y la sobrevivencia de sus
ooquistes en el medio ambiente, permite la transmision entre estos incluyendo la
especie humana. Por lo tanto, en la epidemiologia de la criptosporidiosis, las rutas de
transmision no son hasta el momento totalmente claras, porque los diagnosticos
tradicionales no son capaces de diferenciar caracteristicas especificas de dichos
parasitos y por el elevado costo de los estudios epidemiologicos. Sin embargo, en los
ultimos afios se han realizado técnicas moleculares para identificar y diferenciar
especie/genotipo y subtipo de Cryptosporidium, para estudios epidemiologicos,
principalmente en areas epidémicas y endémicas, conllevando a comprender mejor la
trasmision de Cryptosporidiosis en animales y humanos. Este método ha sido de gran
utilidad recientemente para el estudio epidemiologico molecular de esta enfermedad.
Una revision reciente examind la epidemiologia de la criptosporidiosis en paises de
ingresos bajos y medios. En ese estudio, se examind una gama mucho mas amplia de
paises, incluidos Asia, Africa y América del Sur, ademés de algunos paises de Oriente
Medio (Xiao 2010).

Criptosporidiosis y “Una sola Salud”

Este género de microorganismo hallado principalmente en personas con
inmunodeficiencia adquirida, y su prevalencia relacionada igualmente, con las
caracteristicas socioecondomicas de los habitantes de una poblacion determinada,
encontrandolos frecuentemente en lugares donde hay una mala infraestructura donde
se canaliza el agua potable, en piscinas, en el descarte de aguas residuales o a través de
contacto directo con animales. Para ello, al no ser eficaz los tratamientos se recomienda
remediacion de piscinas posterior a eventos de incidentes fecales (Murphy 2015).

Esta enfermedad a pesar de haberse encontrado hace décadas, carece de una fortaleza
el area académica, social, cultural y politica, que debe ser comprendida por un equipo
interdisciplinar de profesionales principalmente en el area de Medicina humana,
Medicina Veterinaria y area Agroambiental entre otras disciplinas. Esto para crear
estrategias conjuntas que generen una vigilancia en Salud ptblica, prevencion y control
que trascienda en “Una sola Salud”.
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Resumen

La diabetes, una enfermedad degenerativa relacionada con altas concentraciones de
glucosa en el organismo, representa un importante problema de salud ptblica que causa
mortalidad. Aunque el tratamiento generalmente se enfoca en controlar la enfermedad,
a menudo se pasan por alto los efectos negativos que tiene en la reproduccion de las
personas afectadas. Con el fin de abordar esta problematica, se llevé a cabo un estudio
piloto realizado por el Semillero y el grupo de Investigacion en Biotecnologia y
Genética de la UCMC. Objetivo: evaluar el efecto del extracto hipoglucemiante de una
planta de la familia Rubiaceae sp. en la agregacion de grasas, motilidad y reproduccion
de la cepa N2 de Caenorhabditis elegans como modelo de diabetes inducida.
Metodologia: Los nematodos fueron cultivados en medio NGM con la cepa de E. coli
OP50 como alimento. Inicialmente, se llevo a cabo la sincronizacion y caracterizacion
fenotipica del modelo de diabetes inducida en el nematodo, utilizando la técnica de
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tincion con Negro Sudan B. Posteriormente, se realizaron ensayos de reproduccion y
motilidad utilizando los métodos estandarizados por el grupo. Las determinaciones se
realizaron tanto con el tratamiento con el extracto hipoglucemiante como sin €l.
Resultados: El andlisis fenotipico de Icepa silvestre N2 expuesta a glucosa reveld
agregados de grasas, confirmados con la tinciéon con Negro Sudan B. Sin embargo, el
tratamiento hipoglucemiante mostrd una mejora significativa en la reproduccion y la
motilidad de los nematodos modelo de diabetes inducido, permitiendo sugerir el
modelo de C. elegans como herramienta ttil en la formacion en investigacion.

Palabras claves: Caenorhabditis elegans, diabetes inducida, hipoglucemiante.

INTRODUCCION

Los niveles de glucosa en la dieta son importantes para una gran variedad de
organismos vivos, ya que son necesarios para la reproduccion y el aprovechamiento de
energia, con el fin de cumplir con las exigencias basicas del funcionamiento celular. Sin
embargo, un suministro elevado de glucosa se convierte en un factor de riesgo para el
desarrollo y mantenimiento de trastornos metabdlicos como la diabetes(Barquilla,
2019; Yu & Muehleman, 2023). Ademas, esta estrechamente relacionado con la
produccion excesiva de radicales libres de oxigeno (EROs), los cuales generan
desequilibrios en el proceso de oxidacion y reduccion (rédox), dafio celular directo y
afectan el proceso de envejecimiento, asi como el inicio y desarrollo de enfermedades
de alta morbilidad y mortalidad, como aterosclerosis, cancer, enfermedades del sistema
nervioso central, enfermedades autoinmunes y dafio por isquemia-reperfusion, entre
otras (Cervantes-Villagrana,Presno-Bernal, 2013 ; Lee et al., 2009)

Segtin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), “la Diabetes Mellitus (DM) es una grave
enfermedad cronica que se desencadena cuando el pancreas no produce suficiente insulina (hormona que
regula el nivel de azicar, o glucosa, en la sangre), o cuando el organismo no puede utilizar con eficacia
la insulina que produce. La diabetes es un importante problema de salud publica y una de las cuatro
enfermedades no transmisibles (ENT) seleccionadas por los dirigentes mundiales para intervenir con
cardcter prioritario. En las ultimas décadas han aumentado sin pausa el nimero de casos y la

prevalencia de la enfermedad” (OMS, 2016).

Esta enfermedad afecta a una gran cantidad de personas a nivel mundial y estd en
aumento. Segun la OMS, Se estima que 62 millones de personas en las Américas viven
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con DM tipo2. Este numero se ha triplicado en la Region desde 1980 y se estima que
alcanzara la marca de 109 millones para el 2040 (OPS/OMS, 2024).

Aunque existen factores genéticos que influyen en el desarrollo de la diabetes, otros
elementos determinantes incluyen el estilo de vida, el tipo de alimentos que se
consumen diariamente y el sedentarismo, entre otros (Laakso & Fernandes Silva, 2022).
Comprender el origen y la evolucion de esta enfermedad es fundamental para lograr
avances significativos en la busqueda de una cura, razén por la cual se utilizan con fines
experimentales modelos in vivo. Uno de estos modelos es el nematodo Caenorhabditis
elegans (C. elegans), debido a su alta homologia genética con los mamiferos.

Gracias a este modelo, se ha logrado estudiar enfermedades como el Parkinson, el
Alzheimer y la DM, entre otras (Cooper & Van Raamsdonk, 2018; Hernandez-Cruz et
al.,2023).Estas enfermedades, que diariamente afectan a nuevas personas en todo el
mundo, tienen un impacto significativo en la esperanza de vida y en otros aspectos de
la poblacion.

C. elegans es un nematodo de vida libre que pertenece a la familia Rhabditidae. Tiene
aproximadamente 1 mm de longitud en el estado adulto, y una estructura bilateral
simétrica, con cuatro cordones epidérmicos y una cavidad que contiene una serie de
fluidos que le confieren un aspecto transparente cuando se observa a contraluz
(WormBase, 2014). Por lo general, C. elegans es un organismo hermafrodita, aunque en
condiciones naturales se produce un pequeio porcentaje de especimenes masculinos
(menos del 0.05% del total) (Corsi et al., 2015).

Sin embargo, después de la manipulacion in vitro del cruce con machos, la proporcion
de descendencia cambia, siendo del 50% tanto para hermafroditas como para machos
(C. elegans Sequencing Consortium, 1998). C. elegans tiene 6 pares de cromosomas, con
aproximadamente 97 millones de pares de bases nitrogenadas y mas de 19,000 genes
(WormBase, 2014).

C.elegans se utiliza como modelo en diversos estudios genéticos, especialmente en
genética del desarrollo y neurobiologia, debido a sus condiciones favorables. Presenta
transparencia a lo largo de su vida, lo que facilita la observacion del desarrollo temprano
bajo el microscopio. Ademas, al ser hermafrodita, permite obtener y mantener
individuos con mutaciones recesivas. Con alrededor de 1000 células, su estructura
celular es relativamente simple, lo que ha permitido investigar la generacion de cada
linaje celular durante el desarrollo. Los nematodos C. elegans también muestra una alta
homologia con los genes humanos (aproximadamente un 40% de homologia), lo que
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lo convierte en un organismo atractivo para el estudio de enfermedades humanas. Por
ultimo, su facil cultivo, corto periodo de vida y ciclo reproductivo rapido lo hacen un
modelo de mantenimiento sencillo en el laboratorio (Corsi et al., 2015).

Al igual que otros nematodos, presenta un cuerpo cilindrico plano no segmentado y
conico en sus extremos. Estd constituido por un tubo exterior y un tubo interior,
separados entre si por el espacio pseudocelomico (Altun & Hall, 2012). El tubo
exterior, que conforma la pared del cuerpo, incluye la cuticula, la hipodermis, el sistema
excretor, las neuronas y los musculos. Por otro lado, el tubo interior estd compuesto
por la faringe, el intestino y, en los adultos, las gonadas. Todos estos tejidos se
encuentran bajo una presion hidrostatica interna que es regulada por un sistema de
osmorregulacion (Lewis & J.T., 1995).

El nematodo presenta una cuticula de colageno, secretada por el epitelio subyacente
que recubre el cuerpo, asi como las lineas de la faringe y el recto (Johnson et al., 1984).
Ademas, posee un sistema epitelial formado por una serie de anillos concéntricos de
cinco c€lulas sincitiales, tres mononucleadas y una célula sincitial en la cola (Johnson et
al., 1984).

Las células del sistema nervioso (SN) estan organizadas en los ganglios de la cabeza y
la cola. La mayoria de las neuronas en C. elegans se encuentran alrededor de la faringe
en la cabeza. En el cuerpo, las neuronas estan dispuestas en linea media, adyacente a la
hipodermis ventral. Por otro lado, el sistema muscular, las neuronas y la hipodermis
estan separados de la musculatura por una lamina basal fina. Los musculos estriados
oblicuamente de la pared del cuerpo estan dispuestos en tiras en cuatro cuadrantes, dos
dorsales y dos ventrales, a lo largo de todo el animal (Johnson et al., 1984). En cuanto
al sistema excretor, consta de cuatro tipos de células: las del poro, las del conducto, las
del canal y un par fusionado de células glandulares (Lewis & J.T., 1995).

El sistema digestivo, esta formado por el intestino, un 6rgano grande que desempefia
multiples funciones, como la digestion de los alimentos, la absorcion de nutrientes, la
sintesis y el almacenamiento de macromoléculas, ademdas de mediar la respuesta inmune
innata frente a patogenos. El intestino esta compuesto por 20 grandes células epiteliales
que se disponen en su mayoria en pares bilateralmente simétricos para formar un tubo
largo alrededor del lumen, cada par de células forma un anillo intestinal (Byerly et al.,
1976).

El sistema reproductivo esta conformado por la gonada somatica, la linea germinal y el
aparato para la colocacion de huevos, compuesto por: el utero, los musculos uterinos,
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la vulva y un neuropilo local formado por neuronas (Bird & Bird, 2012). En el caso de
las larvas de C. elegans macho, inicialmente presentan un cuerpo cilindrico simple similar
al de los hermafroditas, pero a partir del estadio L2 se producen cambios a medida que
los 6rganos sexuales comienzan a desarrollarse. Los sistemas tisulares, excepto la
faringe y el sistema excretor, presentan algin grado de dimorfismo. Las diferencias
entre larvas hermafroditas y machos, mas marcadas se observan en los tejidos de la
parte posterior, que son responsables del aparato copulador masculino (Bird & Bird,
2012) (WormAtlas All Rights Reserved, 2024).

La ovulacion involucra la coordinacion de las células de la vaina gonadal, que son
células especializadas similares al musculo liso que recubren los ovocitos. Durante la
ovulacion, las células proximales de la vaina gonadal, se contraen rapidamente, mientras
que la espermateca distal se dilata y las células de la vaina jalan la espermateca distal
sobre el ovocito maduro. El ovocito controla su propia ovulacién de dos maneras:
modulando las contracciones de la vaina gonadal, lo cual incluye un aumento en la
velocidad y la intensidad de la ovulacion, e induciendo la dilatacion espermatica durante
la ovulacion. Las mutaciones que afectan la ovulacion pueden dar lugar a un fenotipo
de ovocito endomitotico (Emo), en el cual los ovocitos retenidos en el brazo de la
gbonada experimentan multiples rondas de ruptura de la envoltura nuclear, entrada en
la fase M y fase S, y se vuelven altamente poliploides (Greenstein, 2005).

En cuanto al control de la fertilizacidon, este proceso depende de una serie de
interacciones en las que los espermatozoides y los ovocitos se reconocen, se unen y se
fusionan. La activacion del ovocito, el bloqueo de la polispermia y la activacion del
programa embrionario son dependientes de la fertilizacion. Singson y colaboradores
(1998) lograron caracterizar y clonar el gen SPE-9, el cual desempefia un papel
importante en los espermatozoides durante el proceso de fertilizacion. Las mutaciones
en este gen no afectan la espermatogénesis y los espermatozoides tienen una morfologia
normal que no pueden fertilizar ovocitos incluso después del contacto entre gametos
(Cortés & Espitia, 2018). El gen spe-9 codifica una proteina transmembrana que
contiene un dominio extracelular con 10 repeticiones de tipo factor de crecimiento
epidérmico, su sigla en inglés (EGF). Por lo tanto, Singson y colaboradores (1998)
propusieron que este gen puede funcionar como ligando para un receptor de ovocitos
(Greenstein, 2005).
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Homologia del modelo de diabetes en C. elegans

EN los seres humanos, la insulina es producida en los Islotes de Langerhans ingresa al
torrente sanguineo y se une al extremo N-terminal de los receptores de insulina, los
cuales se encuentran ubicados en el tejido muscular, adiposo y hepatico (Cortés &
Espitia, 2018). Una vez que la insulina interactia con su receptor, una molécula de
fosfato se une a la tirosina, iniciando la sefnalizacion. En el modelo invertebrado C.
elegans, se ha identificado una via homologa a las vias de sefalizacion de la insulina en
humanos, conocida como la via del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) (WormBook,
2014).

El receptor de insulina estd compuesto por dos subunidades alfa y dos subunidades
beta, las cuales son codificadas por un gen ubicado en el cromosoma 19. Las
subunidades beta son transmembrana, mientras que las subunidades alfa se encuentran
en la parte externa de la membrana. Las subunidades alfa estan unidas entre si por
puentes disulfuro, y a su vez se unen a las subunidades beta mediante enlaces disulfuro
(Cortés & Espitia, 2018).

En el interior de la célula, ocurre una transferencia de grupos fosfato provenientes del
ATP gracias a la accion del receptor de insulina. Como resultado de esta actividad, se
produce un aumento en el transporte de moléculas de glucosa, lo que genera una
acumulacion de glucosa dentro de las células musculares y adipocitos del nematodo.

El proposito de este estudio piloto consistid en analizar los impactos sobre la
agregacion de grasas, la motilidad y la reproduccion en la cepa N2 de C. elegans, como
modelo de diabetes inducido. Ademas, se buscd examinar el efecto del extracto
hipoglucemiante proveniente de una planta perteneciente a la familia Rubiaceae sp. en
este contexto. Este proyecto piloto busco fortalecer el modelo diabetes inducido en C.
elegans en el Semillero y grupo de investigacion de Biotecnologia y Genética UCMC.

METODOLOGIA

Se realizé un estudio experimental en un modelo in vitro con el organismo C. elegans,
cepa N2. Este estudio piloto, busco describir la inducciéon de un modelo de diabetes, y
su efecto sobre la agregacion de grasas, reproduccion y motilidad, en un modelo de
diabetes inducida, in vivo en C. elegans. Ademas, este diario de campo tiene como fin
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compartir la experiencia de la implementacion del modelo en el Semillero y Grupo de
Investigacion Biotecnologia y Genética UCMC, en colaboracion con estudiantes de
pregrado del programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca.

La evaluacion del efecto de la glucosa, asi, como del extracto hipoglucemiante se
realizaron por triplicado para todos los ensayos. Todos los ensayos fueron llevados a
cabo utilizando las cepas N2 de C. elegans, donados por la Dra. Andrea Calixto,
laboratorio de neurociencias Universidad de Valparaiso. Chile. Los cultivos de las cepas
N2 de C. elegans se realizaron en el medio NGM (Nematode Growth Medium) con césped
de la bacteria Escherichia coli OP50 como fuente de alimento. Para la preparacion del
medio se mezclaron 3 g de NaCl, 17 g de agar, 2,5 g de peptona en 975 mL de H,O
destilada. La mezcla se llevo a autoclave durante 50 min y, a continuacion, se enfri6 en
bafio de agua a 55 °C durante 15 min. El medio NGM fue enriquecido, en ese
momento, con 1 mL de CaCl> 1M, 1 mL de colesterol (5 mg/mL etanol), 1 mL MgSO4
IM, 25 mL bufter KPO4 1M pH 6,0 (108,3 g KH2PO4, 35,6 g K2HPO4 en 1L de
H20). Protocolo sugerido por Surco-Laos ef al., 2011. En la figura 1, se observa un
diagrama que resume la metodologia implementada en este diario de campo.
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METODOLOGIA

U

Siembra de E. colfi OP50 y C. efegans en placas de NGM
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Sincronizacion de los nematodos |

@ + Visualizacion de agregados de grasa

Induccion de un modelo de diabetes in vivo >

Evaluacion de reproduccion

+ Evaluacion de la de motilidad

N

Exposicion al extracto hipoglucemiante ] > v Eushiaciin; dereproduction
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+ Visualizacion de agregados de grasa

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia del Estudio Piloto para evaluar los efectos de un extracto
hipoglucemiante en la cepa N2 de C. elegans como modelo de diabetes inducido.

Siembra de E. coli OP50y C. elegans en placas de NGM

A partir de una muestra de la bacteria E. coli OP50, se tomo una pequefia cantidad y se
sembro en el medio NGM. Se confirmé la presencia de la bacteria mediante una tincion
de Gram. Luego, se realizaron repiques individuales de los nematodos cerca del area
donde se sembro la bacteria E. coli, con el objetivo de observar si los nematodos
presentaban un desarrollo normal de sus movimientos de arrastre “thrashing” hacia la
bacteria.

Ademas, se utiliz6 otro método para la siembra de C. elegans, que consistio en utilizar
un sacabocado. Este método implico transferir un trozo del medio NGM, en lugar de
transferir los nematodos de forma individual. El trozo del medio se depositd boca abajo
en una nueva placa de agar, manteniendo una distancia adecuada con respecto a la
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bacteria. De esta manera, los nematodos pudieron moverse libremente en el medio y
explorar su entorno (Bustos et al.,2017).

Sincronizacion de los nematodos

Se realizo la sincronizacion de los nematodos con el fin de obtener una poblacion de
larvas homogéneas, en el mismo estadio larvario, Para ello, se dejo crecer el nematodo
en las placas NGM y E. coli OP50 durante varios dias hasta obtener una gran cantidad
de huevos y/o hermafroditas con huevos en su interior. El proceso de sincronizacion
se llevaba a cabo utilizando una solucién de hipoclorito sédico, que destruye todas las
larvas y nematodos adultos sin afectar los huevos (Surco-Laos et al., 2011).

Para llevar a cabo la sincronizaciéon de los nematodos, se recogieron huevos y
nematodos en los diferentes estados larvarios mediante el lavado de las placas con
tampon M9 (3 g KH2PO4, 6 g NaxHPO4, 5 g NaCl, 1 mL MgSO4 IM, HoO hasta 1 L,
y se esterilizaron mediante autoclave). Durante todo el proceso, el tubo se mantuvo en
un bafio de hielo para evitar la eclosion de los huevos.

Posteriormente, se centrifugd durante 5 minutos a 3000 rpm y 4 °C. Se retir6 el
sobrenadante y se afiadieron 20 mL de una solucion de hipoclorito sodico al 12%,
preparada especificamente para cada uso a partir de una disolucion concentrada
comercial. Se agit6 vigorosamente durante 10 minutos, alternando cada minuto entre
agitacion y reposo del tubo en hielo. Después de los 10 minutos, se centrifugd la mezcla
durante 5 minutos a 3000 rpm y 4 °C, y se elimino el sobrenadante. Este proceso se
repiti6 una vez mas con otros 20 mL de hipoclorito sédico (Surco-Laos et al., 2011).
Para eliminar los residuos de huevos sincronizados obtenidos anteriormente y posibles
restos de hipoclorito, se realizaron sucesivos lavados con 20 mL de tampdn M9. Este
proceso se repitio 4 veces.

Induccion de un modelo de diabetes en C. elegans cepa N2.

Se prepar6 medio NGM con una cantidad de 7,2 g de glucosa para lograr una
concentracion de 14 mmol/L por nematodo, siguiendo la metodologia descrita por
Schlotterer (2019) y Heestand (2013). A continuacion, se realizo la sincronizacion
utilizando una caja con la cepa N2, y los huevos se dejaron en el medio NGM con
glucosa. Se permitio el desarrollo de los nematodos y se observaron los efectos sobre
la agregacion de grasas, motilidad y la reproduccion de la cepa N2 una dieta rica en
glucosa (Schlotterer et al., 2009; Heestand et a/.,2013; Bustos et al., 2017).
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Exposicion de la cepa N2 al extracto hipoglucemiante

A la preparacion de medio NGM se le agregaron diferentes concentraciones del
extracto hipoglucemiante de una planta de la familia Rubiaceae sp (0.01, 0.1 y 1 mg/mL).
Luego, se colocaron nematodos tratados con glucosa (modelo de diabetes) en las placas
con E. coli OP50 y con el extracto, con el objetivo de observar el efecto del extracto
sobre el modelo.

Visualizacion de acamulos /agregados de grasa en C. elegans

En este estudio, se empleo6 el tinte Negro Sudan B para evidenciar la acumulacion de
grasa en la cepa N2, tanto en presencia como en ausencia de glucosa, siguiendo el
método descrito por Ashrafi (2007). C. elegans almacena grasa en forma de gotas en sus
células intestinales e hipodérmicas, debido que el cuerpo del nematodo es transparente,
es posible observar estas gotas de grasa. La determinacion de grasas se realizo en el
modelo de diabetes inducido con y sin hipoglucemiante (Ashrafi, 2007).

Evaluacion de reproduccion en C. elegans

Los nematodos sincronizados se cultivaron en placas con agar NGM con E. coli OP50,
en presencia o ausencia del extracto hipoglucemiante, segtin el tratamiento. Se permitid
que los nematodos se desarrollaran hasta el estado larvario L4, y luego se transfirieron
a nuevas placas. En cada una de estas placas se colocd un nematodo y se dejo que se
reprodujera hasta el final de su periodo reproductivo. Después de esto, las placas con
los huevos depositados por los nematodos se incubaron a 20°C, en oscuridad, durante
36 horas para que los huevos eclosionaran y pasaran a los estados larvarios L1 y L.2.
Finalmente, se realizé un recuento de larvas mediante la observacion total de la placa a
través de un estereoscopio.

Evaluacion de la de motilidad en C. elegans

Se contd el ntimero de “thrashing” (movimientos del nematodo) durante 30 segundos
después de un estimulo con un pick de platino 0,2 pm, en la cola o la cabeza de las
larvas L4. Este ensayo se realizo por triplicado tanto en los nematodos con una dieta
rica en glucosa (modelo de inducido de diabetes), y los nematodos expuestos al extracto
hipoglucemiante.

Analisis estadistico
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Las graficas presentes en este informe y el analisis estadistico correspondiente se
realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 7.0. Para el analisis estadistico, se
utilizo la prueba de andlisis de varianza de una via (One-way ANOVA) en el programa
mencionado.

RESULTADOS

Los resultados evidenciados en este estudio piloto realizado desde el Semillero y el
grupo de Investigacion Biotecnologia y Genética UCMC, evaluaron el efecto de
concentraciones elevadas de glucosa en la cepa N2 de C. elegans, como modelo de
diabetes inducida. Una vez confirmado este modelo mediante una coloracion para
lipidos, se llevaron a cabo ensayos de motilidad y reproduccion para observar los
efectos de un extracto hipoglucemiante sobre este modelo.

Caracterizacion morfologica de los estadios de C. elegans N2

Inicialmente, se realiz6 la observacion y caracterizacion de cada uno de los estados
larvarios en la cepa N2 sin exposicion a glucosa (Figura 2). Los huevos obtenidos a
través de la sincronizacion fueron transferidos a un nuevo medio NGM con E. coli
OP50, donde permanecieron durante un periodo de 14 a 16 horas. Durante este
tiempo, ocurri6 la eclosion y los nematodos entraron en el estado larvario L1, en el cual
no se pueden distinguir los oOrganos internos del nematodo. Después de
aproximadamente 12 horas, los nematodos pasaron al estado larvario L2, donde se
observo una mayor complejidad interna y un tamafio mayor en comparacion con el
estado L1. Aproximadamente 8 horas después, los nematodos alcanzaron el estado
larvario L3, en el cual se observé una mayor diferenciacion en la estructura interna y
un aumento considerable de tamafio. Después de 8 horas, los nematodos llegaron al
estado L4, donde se pudo apreciar una estructura interna mas definida y un mayor
tamafo. Cerca de 10 horas después de alcanzar el estado L4, los nematodos se
convirtieron en adultos jévenes y, tras 8 horas adicionales, pasaron a la etapa de adultos
maduros, mostrando una estructura interna bien definida y un tamafio mayor en
comparacion con la larva L4.
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Figura 2 Caracterizacién Morfologica. A) Sincronizacion. B) Etapa larva 1, 14 — 16 horas post
sincronizacion. C) Estado larvario L2, 26-28 horas post sincronizacion. D) Etapa larva 3, 36 horas luego

de la sincronizacion. E) Estado larvario L4, 44 horas post sincronizacion. F) N2 adulto 48 — 52 horas
post sincronizacion. Cortés & Espitia, (2018). Grupo Biotecnologia y genética UCMC-2019.

Evaluacion del modelo de diabetes inducida en el nematodo C. elegans

El modelo de diabetes inducida en C. elegans se establecid siguiendo el protocolo
descrito por Schlotterer y colaboradores (2009), donde se agregaron 7,2 g de glucosa al
medio liquido para lograr una concentracion de 14 mmol/L por nematodo. Este
modelo de diabetes inducida permiti6 observar los efectos y cambios que una dieta rica
en glucosa ejerce sobre el nematodo. A continuacion, se describen los efectos de la
exposicion a una dieta rica en glucosa en la morfologia, reproduccion y motilidad de C.
elegans N2.

1. Caracterizacion morfolégica

Como control se tomaron nematodos sin glucosa, al observar la cepa N2 durante un
periodo de 24 dias sin glucosa, se pudo constatar que la morfologia del nematodo no
presentd cambios. Durante el desarrollo, no se observaron cambios significativos en la
morfologia del nematodo, y este experimentd un desarrollo normal en cada uno de sus
estados larvarios y en su estado adulto hasta el momento de la muerte. En cuanto a la
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longitud del nematodo, se pudo observar el aumento gradual acorde con las diferentes
etapas de desarrollo. Finalmente, se observaron nematodos con el didmetro esperado a
lo largo del desarrollo. Estos resultados concuerdan con los reportes de la literatura.

En términos de la morfologia del modelo de diabetes inducida en C. elegans, se observo
un aumento en el diametro corporal del nematodo después de la exposicion a altas
concentraciones de glucosa (acimulos de grasa) en comparacion con los nematodos
utilizados como control sin glucosa. Estos cambios morfologicos fueron evaluados
mediante observacion microscopica y la acumulacion de grasa fue corroborada por una
tincion con Negro Sudan B (Figura 3).

Figura 3. Morfologia C. elegans. A) Cepa N2 sin glucosa B) cepa N2 con glucosa visto en microscopio
objetivo 40X. Cortés & Espitia, (2018). Grupo Biotecnologia y genética UCMC-2019.

2. Determinacion de agregados de grasas

El cambio en el diametro del nematodo al exponerse a glucosa sugiere la acumulacion
de grasa. Para corroborar el modelo, se realizd una tincion con Negro Sudan B, un
colorante que tiene afinidad por los lipidos y los colorea en tonos azul rojizo. En la
Figura 4, se puede observar un nematodo de la cepa N2 sin ningun tipo de tratamiento,
donde no se evidencia una acumulacion excesiva de grasa. Sin embargo, al someter la
cepa N2 a una dieta rica en glucosa y aplicar la tincion con Negro Sudan B, se pueden
observar las gotas de grasa acumuladas a lo largo del cuerpo del nematodo.
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Figura 4. Acimulos de grasa en C. elegans. Se evidencio la acumulacion de grasa mediante tincion
con Negro Sudan B. A) Adulto N2 sin tratamiento. B) Adulto N2 con dieta alta en glucosa. Cortés &
Espitia, (2018). Grupo Biotecnologia y genética UCMC-2019

3. Evaluacion de la motilidad y reproduccion

La evaluacion de la motilidad del nematodo se realiz6 teniendo en cuenta el nimero de
“thrashing” realizado por cada nematodo ante un estimulo durante 30 segundos. En la
cepa N2 silvestre el nimero de “thrashing” en promedio es de 1 por segundo. En
cambio, al ser sometido a altas concentraciones de glucosa, se evidencia una reduccion
significativa en el nimero de “thrashing”. En la Tabla 1 se muestra el nimero de
“thrashing” obtenidos tanto en la cepa N2 sin glucosa, como en la cepa N2 con glucosa.

Tabla 1. Numero de “thrashing” realizados por la cepa control (N2 sin glucosa) y la
cepa N2 expuesta a glucosa.

Ensayo de motilidad

Numero de “thrashing™ por 30 Ensayo1 | Ensayo2 | Ensayo 3 Promedio
segundos
N2 sin glucosa 29 31 30
N2 con glucosa 18 21 16 18,33

Al evaluar la reproduccion de la cepa N2 después la exposicion dieta rica en glucosa, se
observo una notable disminucion en la capacidad reproductiva del nematodo con
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respecto al control. Al realizar el conteo de las larvas en las etapas L1 y L2 al finalizar
el ciclo reproductivo, se obtuvo un promedio de 232 larvas en el grupo de control (N2
sin glucosa), mientras que, en la cepa expuesta a la glucosa, el promedio de larvas
disminuy6 a 174. Estos resultados indican el efecto negativo que una concentracion
elevada de glucosa tiene sobre la reproduccion de C. elegans (Figura 5).

Reproduccion cepa N2 con glucosa
250+

200+

1501

100+

50

Numero de larvas

i

04

N2 sin glucosa N2 con glucosa
(Control)

Figura 5. Reproduccion cepa N2 expuesta a dieta rica en glucosa. Diagrama de barras, media,
desviacion estandar. Se observa disminucion significativa en la cantidad promedio de larvas en la cepa
expuesta a glucosa con respecto a la cepa control (N2 sin glucosa), Cortés & Espitia, (2018). Grupo
Biotecnologia y genética UCMC-2019

Efecto del extracto hipoglucemiante en un modelo de diabetes inducida en el
nematodo C. elegans

Posterior a la induccion de diabetes en la cepa N2, los nematodos fueron expuestos a
diferentes concentraciones del extracto (0.01, 0.1 y 1 mg/mL), obtenido de las hojas de
una planta de una planta de la familia Rubiaceae sp. con propiedades hipoglucemiantes.
El objetivo fue observar los efectos que este extracto ejercia sobre la morfologia,
reproduccion y motilidad en el modelo diabético inducido.

Se observo una mejora en la morfologia, reproduccion y motilidad de la cepa,
especialmente cuando se tratd con una concentracion de 1 mg/mL del extracto, con
respecto al grupo control. Luego de exponer el modelo diabético a cada una de las
concentraciones del extracto, se pudo observar una reduccion en el didmetro corporal
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en la cepa tratada con la concentracion 1 mg/mL del extracto hipoglucemiante (Figura
0).

SR |

Figura 6: Actimulos de grasa en C. elegans. A) Nematodo adulto N2 sin glucosa. B) Nematodo adulto N2
con glucosa. C) Adulto N2 con glucosa tratado con 1 mg/mL de extracto hipoglucemiante. Cortés &
Espitia, (2018). Grupo Biotecnologia y genética UCMC-2019.

Después de exponer el modelo de diabetes inducida, a diferentes concentraciones del
extracto, se pudo observar una disminucion en el didmetro corporal en la cepa tratada
con una concentracion de 1 mg/mL del extracto.

Al evaluar la reproduccion se observo un aumento en la reproduccion de C. elegans. En
el grupo de nematodos expuestos a glucosa, se obtuvo un promedio de 174 larvas en
etapa L1 y L2. Sin embargo, al tratar los nematodos con una concentracion de 0.01
mg/mL del extracto, el promedio de larvas aumenté a 194. En el caso de la
concentracion de 0.1 mg/mL, el promedio se increment6 a 209 larvas, y finalmente, al
utilizar una concentracion de 1 mg/mL del extracto, el promedio fue de 220 larvas. Al
comparar estos promedios con el promedio de larvas en el grupo de control sin glucosa
(232 larvas), se observa una mejora significativa en la reproduccion al exponer los
nematodos con dieta rica en glucosa a diferentes concentraciones del extracto. La
concentracion de 1 mg/mL del extracto fue la mas cercana al promedio de larvas del
grupo control (Figura 7).
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Reproduccion N2 diabetes inducido con extracto
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Figura 7. Reproduccion modelo C. elegans N2 diabetes inducida tratada con extracto. Diagrama
de barras, media, desviacion estdndar. Se observa el comportamiento reproductivo de la cepa N2 sin
glucosa, con glucosa, y con tratamiento del extracto a diferentes concentraciones. Se evidencia que hay
una recuperacion significativa de la reproduccion al tratarse la cepa con la mayor concentracion del
extracto (1mg/mL). GraphPad Prism (One-way ANOVA) p<0,0001. Cortés & Espitia, (2018). Grupo
Biotecnologia y genética UCMC-2019.

La evaluacion de la motilidad de los nematodos mostr6 en la cepa N2 silvestre un
registr6 en promedio de 1 “thrashing” por segundo. Sin embargo, al exponerla a
concentraciones elevadas de glucosa, se observo una reduccion significativa en el
numero de “thrashing” (tabla No 1). En cuanto a la cepa expuesta previamente a glucosa
y posteriormente tratada con las diferentes concentraciones del extracto, se observo
una mejoria notable cuando se utilizo la concentracion de 1 mg/mL. Por otro lado, se
determiné que el extracto utilizado por si solo no tuvo ningtn efecto en la motilidad
de los nematodos.

Discusion

El nematodo C. elegans es una herramienta de investigacion valiosa en el estudio de
enfermedades como la diabetes debido a la conservacion de proteinas y sefalizacion
celular similar a los humanos. Sus caracteristicas destacadas incluyen su facilidad de
manejo y mantenimiento en el laboratorio, su ciclo de vida corto y alta capacidad
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reproductiva, lo que lo convierte en un modelo idoneo para investigaciones relevantes
(Cooper & Van Raamsdonk, 2018). La relacion entre la glucosa y la reproduccion y
motilidad observada en este estudio resalta la utilidad de C. elegans para comprender los
efectos de la glucosa en organismos vivos y encontrar posibles enfoques terapéuticos
para enfermedades metabdlicas relacionadas con la diabetes (Lee et al., 2009). Continuar
explorando las propiedades y aplicaciones de este organismo modelo es crucial para
avanzar en nuestra comprension de la biologia y fisiologia en contextos de salud y
enfermedad.

El objetivo de este estudio fue investigar los efectos y las diferencias fenotipicas que
resultan de una dieta rica en glucosa y su posterior tratamiento con un extracto
hipoglucemiante en el nematodo C. elegans, cepa N2. Se enfoco especificamente en la
agregacion de grasas, capacidad reproductiva y la motilidad del nematodo. El estudio
se llevo a cabo con estudiante del semillero y grupo de investigacion Biotecnologia y
Genética UCMC.

El trastorno metabdlico de los lipidos se considera un factor de riesgo para el sindrome
metabolico, lo que puede resultar en la acumulacion de grasa en los musculos y diversos
organos, indicando una alteracion en la via metabolica. Esto, a su vez, puede llevar al
desarrollo de enfermedades como diabetes, obesidad, arteriosclerosis, envejecimiento
acelerado y disminucion de la capacidad reproductiva, lo que representa un importante
problema de salud publica (Barquilla, 2019; Lee et al., 2009). Los resultados de este
estudio mostraron una disminucién en la produccion de huevos al tratar los nematodos
de C. elegans con altas concentraciones de glucosa.

Diversos estudios, entre ellos uno realizado por Hashmi y colaboradores (2013), han
evidenciado que el nematodo C. elegans comparte homologia en el metabolismo de los
lipidos con los humanos. Debido a esta similitud, se ha utilizado este organismo como
modelo para evaluar diferentes sustancias hipoglucemiantes (Hashmi ez al., 2013; Zhang
et al., 2011). Este enfoque de investigacion con C. elegans ofrece la posibilidad de obtener
informacion relevante sobre posibles compuestos con efectos hipoglucemiantes, lo que
podria tener implicaciones terapéuticas para tratar el trastorno metabdlico y las
enfermedades asociadas. Estos hallazgos respaldan la utilidad del modelo C. elegans en
la investigacion relacionada con el metabolismo de los lipidos y su potencial para
proporcionar perspectivas innovadoras en el campo de la salud y la medicina.

La comunidad cientifica busca nuevas alternativas para tratar enfermedades como la
diabetes y la obesidad. Se han utilizado modelos animales como ratones y el nematodo
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C. elegans en numerosos estudios para evaluar los efectos protectores y de recuperacion
de extractos hipoglucemiantes en la diabetes inducida. Un estudio realizado por Nayak
y colaboradores (2011), investig6 ciertas frutas y su potencial hepato-protector en ratas
con diabetes inducida. Los resultados sugieren perspectivas prometedoras para el
desarrollo de opciones terapéuticas basadas en compuestos naturales (Nayak et al.,
2011).

Los extractos de plantas ofrecen una amplia gama de efectos hipoglucemiantes, desde
la estimulacion de la secrecion de insulina hasta la mejora de la sensibilidad a esta
hormona y la inhibicidn de la absorcion y produccion de glucosa. Ademas, algunos
extractos activan vias metabolicas alternativas, como la via de sefializacion de AMPK,
que contribuyen a mantener los niveles de glucosa en sangre dentro de un rango
saludable al mejorar el metabolismo y la captacion celular de glucosa (Van Eldik et al.,
2008).

Estos modelos animales han demostrado ser herramientas valiosas en la investigacion
médica y farmacoldgica para estudiar la eficacia de extractos hipoglucemiantes y otros
compuestos en condiciones de enfermedad. La investigacion continua en esta area es
esencial para aprovechar el potencial de los compuestos naturales en el tratamiento de
enfermedades metabodlicas y mejorar la calidad de vida de los pacientes (Hernandez-
Cruz et al., 2023).

Utilizando el método descrito por Iser y colaboradores (2007), se determind que una
concentracion de 14 mmol/L de glucosa es suficiente para lograr en el nematodo un
nivel de acumulacion de grasa corporal similar al observado en mamiferos con altas
concentraciones de glucosa en sangre, como ocurre en trastornos como la diabetes (Iser
et al., 2007). Al comparar con la cepa N2 silvestre utilizada como control, se pudo
evidenciar, mediante la tincion con Negro Sudan B, la presencia de agregados de grasa,
lo que se puede correlacionar con alteraciones quimicas en la sefializacion de insulina
en la cepa expuesta a altas concentraciones de glucosa (Cortés & Espitia, 2018).

Para explicar la importancia de estos trastornos, se plantean dos teorias sobre la relacion
de la insulina con la duracion de los nematodos. La primera teoria o hipotesis propone
que el mecanismo de la insulina tiene un efecto en la reduccion o prolongacion de la
esperanza de vida del nematodo. La segunda teoria o hipdtesis sugiere que la insulina
determina la capacidad de la célula para soportar el estrés oxidativo de la respiracion y
media la tasa de envejecimiento. Sin embargo, se sabe que al igual que en los nematodos,
la resistencia a la insulina también afecta la longevidad en los seres humanos.
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Enrelacion con la reproduccion del nematodo, Hodgkin, (1988) establecen que en la
cepa N2, el hermafrodita adulto produce ovocitos durante aproximadamente cuatro
dias Hodgkin, (1988). Después de este periodo fértil de 3-4 dias, el adulto maduro vive
durante 10-15 dias mas. Un hermafrodita que se autofecunda puede llegar a producir
cerca de 300 descendientes debido a la cantidad limitada de esperma. Sin embargo,
cuando ocurre un apareamiento con un macho, el nimero de descendientes se
incrementa a 1200-1400 (Emmons, 2014).

En el presente estudio, se observo un comportamiento reproductivo muy similar en C.
elegans, con un total de 232 descendientes en la cepa N2 no expuestas a algin
tratamiento. Sin embargo, al someter al nematodo a una dieta rica en glucosa, se
evidenci6 una significativa disminucion en su capacidad reproductiva, demostrando el
efecto negativo de la glucosa en la reproduccion de C. elegans.

Por otro lado, en el modelo de diabetes inducida y posteriormente tratado con
diferentes concentraciones del extracto hipoglucemiante, se observé una recuperacion
casi completa en la capacidad reproductiva del nematodo. El nimero de descendientes
obtenidos después del tratamiento con el extracto (concentracion de 1 mg/mL) fue
muy similar al nimero de descendientes en la cepa control (N2 sin glucosa). Por lo
tanto, los resultados obtenidos sugieren que el extracto tiene la capacidad de revertir
los efectos negativos de la glucosa en el nematodo, tal como lo describen Inada y
colaboradores (2017) en uno de sus estudios, donde se establece que el extracto de
plantas como la Morida citrifolia tiene efectos positivos en la funcidon metabdlica,
incluyendo la regulacion del peso corporal y los depdsitos de grasa, el metabolismo de
lipidos y glucosa, asi como efectos hepatoprotectores (Inada et al., 2017; Castafieda &
Correales, 2020; Cortés & Espitia, 2018).

Asimismo, se evalu6 la motilidad del nematodo en condiciones normales, bajo una dieta
rica en glucosa y después del tratamiento con las concentraciones del extracto. En la
cepa N2 sin glucosa, el nimero de movimientos “thrashing” fue de aproximadamente 1
por segundo. Sin embargo, al administrar altas concentraciones de glucosa a la cepa, se
observo una disminucion significativa en el nimero de movimientos del nematodo, lo
cual afecta su capacidad de desplazamiento en busca de alimento (Cortés & Espitia,
2018). Al realizar el tratamiento con cada una de las concentraciones del extracto, se
observo una recuperacion en la capacidad motora del nematodo, especialmente con la
concentracion de 1 mg/mL del extracto. Esto evidencia el efecto positivo que ejerce el
extracto sobre el modelo de Diabetes inducida.
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Finalmente, el anélisis fenotipico de la cepa silvestre N2 expuesta a glucosa reveld la
presencia de agregados de grasas, como se confirm6 mediante la tincion con Negro
Sudan B. Estos hallazgos sugieren una posible asociacion entre la exposicion a glucosa
y la acumulacion de lipidos en este modelo de nematodos. Sin embargo, los resultados
del tratamiento hipoglucemiante mostraron una mejora significativa en la reproduccion
y la motilidad de los nematodos modelo de diabetes inducido, lo que indica un efecto
beneficioso en la fisiologia de estos organismos frente a las condiciones metabdlicas
alteradas (Schulz et al., 2007).

Estos hallazgos no solo ofrecen una comprension mas profunda de los mecanismos
subyacentes a los trastornos metabolicos, sino que también resaltan el potencial del
modelo de C. elegans como una herramienta valiosa en la investigacion y el desarrollo
de terapias para enfermedades metabolicas, ofreciendo nuevas perspectivas en la
formacion en investigacion en este campo.

En Colombia, se han documentado pocos estudios relacionados con este nematodo, lo
que lo convierte en un modelo interesante para evaluar patologias relacionadas con el
metabolismo (Castafieda & Correales, 2020). Se sugiere realizar estudios adicionales
para establecer los componentes especificos de diferentes extractos de plantas que han
mostrado actividad hipoglucemiante, con el fin de investigar los diferentes blancos en
los que actian para lograr la recuperacion del nematodo.

Conclusion

Una dieta rica en glucosa disminuye la produccion de larvas en los nematodos C. elegans.
Sin embargo, el tratamiento con el extracto hipoglucemiante, especialmente a una
concentracion de 1 mg/mL, permitié una recuperacion significativa en la produccion
de larvas y mejoro la motilidad del nematodo. Los resultados sugieren una relacion
proporcional entre la concentracion del extracto y la mejora en la motilidad en cepas
expuestas a altas concentraciones de glucosa.

En conclusion, los resultados de este estudio piloto indican que el extracto
hipoglucemiante de la planta de la familia Rubiaceae sp, tiene efectos favorables
fenotipicos en las cepas de C. elegans expuestas a glucosa. Ademas, se observo que la
mejoria en la motilidad de la cepa N2 expuesta a altas concentraciones de glucosa esta
relacionada con la concentracion del extracto utilizado.

Este estudio piloto permitira realizar a futuro, la evaluacion del metabolismo de la
glucosa, y las implicaciones en las rutas metabolicas en el nematodo, y de esta forma,

284



brindar una herramienta metodoldgica que permita identificar posibles dianas
terapéuticas en el mediano y corto plazo.

El modelo de diabetes inducida en C. elegans, es un modelo eficiente y econdmico en su
implementacion, de gran utilidad en la formacion de estudiantes de pregrado en
investigacion y fortalecen el semillero y grupo de investigacion, el cual es facilmente
escalable para la resolucion de preguntas de investigacion de posgrado.
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