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EDITORIAL

El nimero que ahora presentamos marca el fin de un ciclo y el inicio de otro en la revista
BIOTECNOLOGIA, érgano de difusién de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria, A.C.

Los doctores Mayra de la Torre, Gustavo Viniegra y Octavio Loera tienen ahora nuevas tareas y
responsabilidades que les impiden continuar con su labor de editores. A nombre de la Mesa Directiva 2004~
2006 les manifiestamos nuestro mas sincero agradecimiento por la labor realizada y les deseamos el mayor de
los éxitos en sus nuevas actividades. Su labor ha sido fundamental y nos dejan muchas ideas y posibilidades
para el desarrollo futuro de la revista.

Es un honor dar la bienvenida como Editor en Jefe al presidente fundador de nuestra Sociedad, el Dr.
Sergio Sdnchez Esquivel. Le agradecemos el haber aceptado este reto, dada su experiencia como editor y
colaborador de varias publicaciones nacionales e internacionales. El invitard a nuevos colaboradores para
formar un comité editorial mas amplio.  Con él y con la mesa directiva 2006-2008 se tomaran decisiones
importantes para el futuro de la revista, por lo que esperamos la respuesta y comentarios de todos los
agremiados.  Una de las principales decisiones a tomar es convertir la revista impresa en una electrénica.
Otra, de fondo, es si serd un érgano de difusiéon y divulgacién. Estaremos abiertos a todas las opiniones.
Estamos seguros de que esta nueva etapa serd un éxito, dadas las innegables cualidades y la trayectoria del
nuevo editor.

DRA. AMELIA FARRES
Presidenta de la Mesa Directiva Nacional
2006-2008
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RESUMEN

La necesidad de superar los problemas existentes en
cuanto al uso de antibidticos, han impuesto a los
investigadores una interesante e importante tarea en la
basqueda de productos o sustancias naturales bioactivas,
como son los probiéticos. En el drea de ginecologia,
constituyen preparaciones con microorganismos vivos
usadas intra-vaginalmente para prevenir infecciones y
restaurar el balance ecolégico microbiano afectado o
desequilibrado. Dicha terapia se considera natural y sin
efectos colaterales en contraste con los tratamientos
farmacéuticos convencionales.

La flora microbial normal de la vagina juega un
papel importante en la prevencién de infecciones en el
tracto genital y urinario en mujeres. Las bacterias acido
lacticas son dominantes del tracto vaginal en mujeres
saludables, especificamente los lactobacilos. Estos
forman una barrera que protege la colonizacién de
patégenos por distintos mecanismos y han sido
enfocados para tratar pacientes con infecciones del
tracto urogenital (UTI), vaginosis bacteriana (BV) y
otro grupo de infecciones genitales, excluyendo
candidiasis.

Sistemdticamente, los lactobacilos no han sido
asociados con dafios y por ende son considerados como
miembros no patégenos de la flora intestinal y
urogenital. Mas recientemente, el uso de probiéticos per
se y lactobacilos reciben mayor atencién como una
alternativa natural para restaurar y mantener la salud.
Ha sido observado que dos cepas de lactobacilos, GG
(ATCC 53103) y GR-1 son efectivas para la
colonizacién y proteccién del tracto intestinal y
urogenital contra infecciones microbiales.

Esta revisién esta dirigida hacia nuevas aplicaciones
de la biotecnologfa, puesto que la perspectiva del uso de
los lactobacilos probiéticos contribuye al desarrollo de

productos naturales para el riesgo a infecciones en el

tracto urogenital, lo cual alcanza gran importancia e
impacto social en la calidad de vida de la mujer.
Key words: Lactobacillus, probiotics, vaginal flora,

urogenital infections

ABSTRACT

The necessity to overcome the problems existing on
antibiotics use, have attracted the attention of the research
community to an interesting and important task in the
seek for products or natural bioactive substances, namely
probiotics. In the gynecological area, they constitute
preparations with living microorganisms by intra-vaginal
application to prevent infections and to restore the
ecological microbial balance affected or unpaired. This
therapy is considered natural and without side effects in
contrast with the conventional pharmaceutical treatments.

The normal microbial flora of the vagina plays an
important role in the prevention of infections in genital
and urinary tracts in women. Lactic acid bacteria are
dominant in the vaginal tract in healthy women,
especially those of the lactobacilli genus. Lactobacillus
species form a barrier that protects from pathogen
colonization through different mechanisms. These
bacteria have been used to treat patients with urogenital
tract Infections (UTI), bacterial vaginosis (BV) and
other genital infections, except candidiasis.

Systematically, lactobacilli have not been associated
with damages and therefore they are considered as non
pathogenic members of intestinal and urogenital
microbiote. They are used in the industry of fermented
food as probiotics for human and in animal nutrition, as
well. More recently, the use of probiotics per se and
particularly lactobacilli, have received bigger attention
like a natural alternative to restore and to maintain the
health. It has been found that two strains of
Lactobacillus, GG (ATCC 53103) and GR-1 are effective
to colonize and protect the intestinal and urogenital
tract against microbial infections.

This revision is directed toward new applications of
the biotechnology. The perspective of the use of the

lactobacilli probiotics contributes to the development of



natural products to prevent the risk of infections in the
urogenital tract, which has great importance and social
impact in the quality of the woman's life.
INTRODUCCION

Uno de los desafios que presenta la Biotecnologia, es
la bisqueda de alternativas al uso de los antibidticos
mediante sustancias naturales que disminuyan las
infecciones que se presentan en el tracto urogenital
provocados por bacterias patégenas. Sin duda, la
situacién que se ha creado entre los antibidticos y las
bacterias debido a los problemas de resistencia entre
ellos constituye una frontera a solucionar. Esto
demuestra que la busqueda de compuestos a partir de
microorganismos continda siendo la principal fuente de
nuevos antimicrobianos.

Dentro de las bacterias patégenas mas frecuentes en
el tracto urogenital se enumeran: Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Gardnerella vaginalis, Staphylococcus
saprophyticus, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Candida albicans y
Klebsiella pneumoniae (Heather, 2003).

Existe una amplia investigacién acerca de los
probiéticos, dirigida fundamentalmente hacia los
problemas intestinales y en menor medida aplicados en
la flora respiratoria y bucal. Pocas investigaciones y
grupos de investigadores se encuentran desarrollando
estudios para prevenir las enfermedades del tracto
génito-urinario, causado por las diversas infecciones
vaginales, de transmisién sexual y el VIH.

El propésito de este articulo, consiste en destacar la
necesidad de disefiar productos farmacéuticos en base de
microorganismos  probidticos que favorezcan la
restauracién de la microflora vaginal y/o prevenga el
desarrollo de infecciones del tracto genital femenino, lo
cual alcanza gran importancia e impacto social en la

calidad de vida de la mujer.

LOS PROBIOTICOS EN LA SALUD UROGENITAL
Ecosistema urogenital
El tracto urogenital de la mujer sana es un

ecosistema  dindmico, ecolégicamente estable y

balanceado. Las condiciones normales y el equilibrio
ecologico pueden ser modificados por cambios en su
estructura y composicién debido a la influencia de una
serie de factores tanto del huésped como exégenos. Es
caracterizado por una flora microbiana compleja, cuyo
equilibrio sufre numerosas fluctuaciones debido a la
interrelacion entre la microflora endégena y los
productos metabdlicos del huésped, estrégeno y pH
(Burton & Reid, 2002).

Los niveles de estrégeno juegan un papel importante
en la regulacién de la flora vaginal ya que estimula la
secrecién de glucégeno (Larsen, 1993). Muchos estudios
confirman que las células de la vagina son ricas en
glucégeno con algunas cepas de Lactobacillus capaces de
fermentar directamente el glucégeno e incrementar

(http://www.cientec.or.cr/equidad/seres.html) la acidez

de la vagina.

Redondo et al (1990) realizaron un estudio
comparativo de la microflora urogenital de mujeres en
buenas condiciones de salud y de mujeres con
infecciones urinarias o vaginales y demostraron
claramente que los episodios infecciosos se asocian a una
disminucién importante, o hasta desaparicién, de los
lactobacilos endégenos. Debido a esto, se evidencia que
los lactobacilos endégenos representan, en la prevencién
de las infecciones urogenitales, un papel similar al que

tienen en el intestino.

Flora vaginal normal

Fue una de las primeras en ser reconocida en 1892
por Déderlein quien identific6 la presencia o ausencia de
bacilos Gram-positivos en la flora vaginal normal y
nombré a este organismo "Bacillus Doderlein”,
actualmente conocido como Lactobacillus acidophilus. E1
glucégeno es utilizado por Lactobacillus spp., siendo el
acido lactico el producto final de su metabolismo que
ocasiona un descenso importante del pH que inhibe
muchas bacterias (Judrez et al, 2003). El ambiente
acidico de la vagina con pH entre 4 y 5 es un mecanismo

de defensa contra la colonizaciéon de patégenos, lo cual



contribuye al restablecimiento de la flora vaginal y la

prevencién de infecciones urogenitales.

BENEFICIOS DE LOS PROBIOTICOS EN EL
AREA VAGINAL

Existe una marcada tendencia mundial acerca del
empleo de productos probiéticos con resultados
altamente satisfactorios para la salud humana.
Evidencias cientificas, demuestran la efectividad de la
administracién de probidticos frente a situaciones
clinicas o infecciones en el tracto urogenital. Su
aplicacién, particularmente como bioterapéuticos, ha
alcanzado gran interés con vistas a disefiar productos
farmacéuticos a base de microorganismos. Esto hace
sumamente atractiva la bisqueda de productos naturales
viables empleando la terapia con probidticos, definida
como preparaciones con microorganismos vivos usadas
intravaginalmente para prevenir infecciones y restaurar
el balance ecolégico microbiano afectado o
desequilibrado. Dicha terapia se considera natural y sin
efectos colaterales en contraste con los tratamientos
farmacéuticos convencionales.

Las investigaciones que se han llevado a cabo en el
mundo, ayudan a resolver los siguientes problemas:
Favorecer la restauracién de la microflora vaginal y/o
prevencién del desarrollo de infecciones del tracto
genital femenino, incrementar la calidad de vida de la
mujer favoreciendo su salud reproductiva, acortar el
tratamiento farmacolégico contra infecciones vaginales
y disminuir patologfas obstétricas y ginecolégicas de
importante impacto social y econémico.

Lactobacilos en la vagina

Los grupos de microorganismos predominantes en el
area de la vagina pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Staphylococcus, — Corynebacterium, — Propionibacterium y
Bifidobacterium  (Klebanoff &  Coombs, 1991).
Lactobacillus acidophilus y Lactobactllus fermentum son las
especies de lactobacilos mas prevalecientes en la vagina
(Sudrez et al, 1998). Las Dbacterias l4cticas,
especificamente los lactobacilos (ver Fig. 1), constituyen

la flora end6gena y habitual siendo los mas frecuentes y

predominantes en la vagina en concentraciones de

107-10% UFC/g lo cual representa el 50 al90% de la

Fig. 1. Lactobacillus

microflora.  Lactobacillus acidophilus, es la bacteria
dominante en un ecosistema vaginal saludable (Cullins et
al, 1999). Alrededor de 80 especies diferentes de
lactobacilos han sido identificadas (Cibley, 1991).
Disminuyen el pH vaginal mediante la produccién de
productos acidicos, haciendo la vagina inhabitable a
algunas especies bacteriales (Mardh, 1991) y mantiene la
flora vaginal a pH de 8.8 a 4.2. Hawes et al. (1996)
encontraron organismos de lactobacilos productores de
peréxido de hidrégeno (H:O.) que actuaron como
protectores contra el desarrollo de vaginosis bacteriana,

no siendo de esta manera en los no productores de HyOo.

Infecciones del Tracto Vaginal

Un grupo de infecciones estan involucradas en la
mujer con alto porciento de prevalencias a nivel mundial
y se destaca la frecuencia en que cada dfa ocurren estos
trastornos. Las enfermedades que se manifiestan en esta
drea son: vaginosis bacteriana, candidiasis vaginal,
cervicitis, de transmisién sexual e infecciones urinarias
(Ferris et al., 2002).

Dentro de los microorganismos productores de los
distintos cuadros clinicos se encuentran Candida
albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Enterococcus faectum,
Gardnerella vaginallis, Enterobacterias y estreptococos del
grupo B (Atias, 1994). De éstas, la vaginosis bacteriana
es la queja vaginal mas comidn, seguida por la
candidiasis y trichomoniasis (Cullins et al, 1999). En la

tabla 1 se muestran las enfermedades més recurrentes en



el tracto vaginal y que a continuacién se brindardn
detalles de las mismas.

Tabla 1. Enfermedades mas frecuentes que provocan
trastornos en la flora vaginal de mujeres.

Enfermedades Microorganismo .
. ., Riesgos y causas
vaginales patégeno
Vaginosis Gardnerella Disminucién de lactobacilos e
bacteriana vaginalis incremento del pH de la
vagina, partos prematuros,
ruptura prematura de
membranas ovulares, aborto
espontdneo, infecciéon  del
fluido amniético endometritis
post-parto (a).
Candidiasis Candida Disminucién de los niveles de
vaginal albicans glucégeno en el epitelio
vaginal (b).
Trichomoniasis Trichomonas En mujeres embarazadas:
vaginalis Ruptura prematura de las

membranas de la placenta,
infantes con bajo peso al
nacer, ademds de infecciones
post-quirtrgicas del tracto
reproductor. Presencia de pH
alcalino y disminucién de los
depésitos de glucégeno de la
mucosa (c).

a)-Carey et al., 2000 b)-Heather, 2003 (c)-Rojas et al., 1998

MECANISMOS IMPLICADOS EN LA
PROTECCION CONTRA INFECCIONES
UROGENITALES

Se ha discutido cudles serfan las condiciones de los
microorganismos para ser usados en el tracto urogenital
(McGroarty, 1993). Se agrupan un ndmero de
mecanismos por los cuales actéian estas preparaciones
probiéticas ejerciendo efectos positivos para la salud
humana y con validez para realizar criterios de seleccién
y ensayos “in wvitro” con determinados organismos y
Cuyos mecanismos son:

1. Presencia de microorganismos normales del drea que
actiia como barrera y ejerce resistencia a la colonizacion
patégenay donde también es importante la congregacion.

Poco es conocido acerca de los mecanismos por los
cuales los lactobacilos de la vagina de mujeres jévenes
saludables se adhieren a las células del epitelio vaginal,

sin embargo, la variedad de estructuras superficiales en

estas bacterias implica que puede existir un espectro de
los mecanismos de adherencia (Balotescu & Petrache,
2004). Ademas, la agregacién por si mismo puede
aumentar substancialmente la colonizacién potencial de
lactobacilos en el medio ambiente, con tiempos de
residencia cortos. La adhesién puede ser detectada por
reacciones de hemaglutinacién (Ocafia & Nader, 2002).

2. Produccion  de  sustancias  antagénicas y
antimicrobianas tales como dcido orgdnicos (dcido ldctico,
acético, formico).

Estos acidos orgéanicos disminuyen el pH del medio y
su principal mecanismo inhibitorio es la fraccién no
disociada de los mismos y el bajo pH del 4rea, pues se ha
considerado este mecanismo primario el papel protector
contra infecciones vaginales y de dominancia ecolégica.
Estos acidos generan un pH 4cido en la vagina y son
producidos por los lactobacilos, lo cual permite que este
género resista la acidez y ocupen su predominancia en la
microflora.

3. Produccion de perérido de hidrégeno (H.O:.) y
metabolitos tozicos del oxigeno.

Algunos  lactobacilos  producen  metabolitos
secundarios como el H:O. y especies citotéxicas del
oxigeno como: el i6n superdxido (Oy7), hidrégeno, iones
hidroxilos (HO') y/o amonio. Este mecanismo influye en
la colonizacién de los lactobacilos para inhibir el
crecimiento de microorganismos patégenos, pues se ha
demostrado “in vitro” que los lactobacilos productores
de H.O, inhiben y eliminan a G. vaginalis y P. bivio
(Strus et al., 2002).

4.Produccion de bacteriocinas, sustancias similares a éstas y
antibidticos.

Las bacteriocinas son sustancias de origen proteico
que poseen una marcada actividad antimicrobiana contra
un determinado grupo de microorganismos (Gonzalez et
al, 2008). Se acepta una hipotesis sugiriendo que la
accion letal tiene lugar en dos fases: la bacteriocina se
absorbe a receptores especificos en la envoltura celular y
posteriormente tienen lugar una serie de lesiones
bioquimicas letales en la membrana (Pérez et al., 2000).

5. Produccion de sustancias biosurfactantes.
Los lactobacilos han mostrado capacidad de producir

sustancias adhesivas antipatégenos, es una mezcla cruda

la cual es nombrada biosurfactante, cuyo efecto inhibitorio



puede extenderse a un amplio rango de patégenos
virulentos (Reid & Bruce, 2001). Se presume, que estos
biosurfactantes  proteinaceos  principalmente  son
producidos 7z situ, quizas ayudado por el bajo pH.

A través de los lactobacilos se pueden llevar a cabo
estos mecanismos de accién de gran importancia para el
buen funcionamiento de la flora vaginal y su ecosistema.
Dentro de ellos, se le ha dado particular interés a
aquellos que producen H;O, por su capacidad de
restaurar el equilibrio ecolégico y protector, as{ como su
efecto antagénico. Por esta razon, es necesario realizar
estudios en cuanto a la produccién de H,O, por
lactobacilos y optimizacién de las condiciones de

produccién de este metabolito.

METODOS PARA LA DETECCION Y
CUANTIFICACION DE  PEROXIDO DE
HIDROGENO

La formacién del perdxido de hidrégeno (H:O,)
depende generalmente de la ausencia o bajos niveles de
catalasa. Una vez formado es de interés detectarlo y
cuantificarlo para explicar el efecto antimicrobial.
Existen ensayos para la liberaciéon celular de HoO, que
incluyen:

-Oxidacién dependiente de catalasa de formato a
CO,, generacién de productos fluorescentes debido a la
reaccién oxidativa mediada por el H,O,, pérdida de la
fluorescencia en la oxidacién de escopoletina, cambio en
la absorbancia en la oxidacién de fenol rojo y formacién
de un complejo enzima-sustrato con peroxidasas,
especialmente peroxidasa horseradish (HRP) (Rabe &
Hillier, 2003).

Este dltimo ensayo es el méds empleado para medir
H,0, usando peroxidasas, los cuales son susceptibles a
interferencias por reduccién de co-substratos que
compite con el indicador y ha sido utilizado por
diferentes autores. Dentro de los sustratos mas comunes
a utilizar se encuentran: benzidina, o-tolidina, o-

toluidina, o-dianisidina y tetrametilbenzidina (TMB).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
PRODUCCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO
El estudio de seleccién de cepas de lactobacilos y

screening productoras de H,O, conlleva a emplear

10

métodos de deteccién y cuantificacion selectivos, asf
como determinar la influencia de diferentes factores
citados a continuacién:

-Factores nutricionales: E1 nutriente esencial presente
en el 4rea de la vagina es el glucégeno, el cual constituye
el principal hidrato de carbono y la glucosa esta
presente en el fluido vaginal en concentraciones de 100
pg/mL, mientras que las proteinas como la albtimina es
otro nutriente necesario que se encuentra en una
concentracién de 50 pg/mlL,

-Factores hormonales: En este caso, se debe tener en
cuenta el estrégeno y sus niveles en la vagina, pues se
plantea que los niveles de estrégeno influyen en el
contenido de glucégeno en la pared vaginal “mn wvivo”
Jjugando un papel importante en la regulacién de la flora
vaginal. Se sugiere por otros autores que la
administracién de estrégeno aumenta el contenido de
glucégeno, pero también la proliferacién celular por lo
que la concentracién de glucégeno por células
permaneceria constante. Ademds no se han reportado
estudios sobre el efecto hormonal.

-Factores fisico-quimicos: a)-pH vaginal: E1 pH de esta
area en condiciones saludables es entre 3.8 y 4.5. Por
encima de este rango comienza un desequilibrio que
propicia que se produzcan las enfermedades. Un
ejemplo, es la infecciéon de vaginosis bacterial que se
manifiesta a pH 4.7. b)-Produccién de 4cido lactico: Crea
un medio ambiente 4cido que ayuda a la flora con
mecanismos que permiten la colonizacién de los

lactobacilos y no de los microorganismos patégenos.

EFECTIVIDAD DE LOS PROBIOTICOS EN
MEDICINA HUMANA

Antes de iniciar los estudios en humanos, L.
rhamnosus GR-1 fue encontrado ser el mejor de 34 cepas
de lactobacilos en cuanto a células uroepiteliales
transicionales, exclusién competitiva de patégenos y
produccién de inhibidores del crecimiento de
uropatégenos (Reid et al., 1987).

Se han descubierto 5 cepas de lactobacilos capaces de
producir biosurfactantes que le confieren accién
probidtica contra uropatégenos (Velraeds et al, 1996).
Lactobacillus acidophilus RC-14- manifesté una variedad

de protefnas con masas moleculares desde 14.4 a 140



kDa (Velraeds et al, 1997). La actividad biosurfactante
es resistente a tripsina y pepsina, sensible a occ-amilasa y
lisozima y resistente a 75°C. Se detect6 un componente
activo, el cual fue un coldgeno unido a proteina
(Heinemann et al., 2000).

Estudios n vitro describieron la inhibicién de ciertos
grupos de bacterias y VIH por lactobacilos productores
de H:0., efecto que disminuye o se elimina por la
adicién de catalasa, poniendo en evidencia la accién del
H,O, (Klebanoff et al, 1991). Un nimero de estudios
clinicos con lactobacilos mostraron la prevencién de
recurrencias de Infecciones en el tracto urogenital
(UTI). En pacientes con estos sintomas se realiz6 la
insercién intravaginal y la implantacién perineal de la
cepa de lactobacilo GR1 semanalmente. Se obtuvo un
periodo libre de infeccién de 4 semanas a 6 meses (Bruce
& Reid, 1988). Otro estudio aplicado a 55 mujeres con
las cepas Lactobacillus GR-1 y B-54, redujo la principal
incidencia de UTT en un 79% (Reid et al, 1995). Reid et
al, 1992 demostraron que la administracién de
lactobacilo como supositorio vaginal después del
tratamiento con agentes antimicrobiales disminuyé la
velocidad de recurrencia a 21% comparado con el 47%
en el grupo control.

Se reporta que la administracién oral de L. rhamnosus
GR-1y L. fermentum RC-14 diariamente mejoré la flora
vaginal, lo cual disminuyé el conteo de levaduras y
coliformes (Reid et al, 2003). Durante la ingestién oral,
estos microbios pasan mediante el intestino y ascienden
desde el recto hasta la vagina donde colonizan (Reid et
al., 2001).

Se ha realizado en mujeres el estudio comparativo
sobre profilaxis de vaginitis candidiasis y vaginosis
bacterial, ambas recurrentes, entre grupos que toman
yogurt enriquecido con lactobacilos productores de
H.0, y yogurt pasteurizado. Después de una semana de
estudio el 25% de mujeres en el grupo enriquecido tuvo
un episodio de vaginosis bacterial comparado con un
50% en el grupo con yogurt pasteurizado (p=0.04). Sin
embargo, la reducccién en el porciento de mujeres con
cultivos positivos de candida en ambos grupos fue el
mismo, lo cual indica que quizés cultivos de yogurt no
viable también tengan un efecto anticandida (Shalev et

al., 1996).

Hilton et al, 1992 administraron lactobacilos por un
perfodo largo y estudiaron la incidencia de la infeccién
vaginal por candida. Un grupo de pacientes consumid
lactobacilos productores de Hy,O, y otro grupo no
consumié yogurt por 6 meses y entonces ambos grupos
se entrecruzan mutuamente. El nimero de infecciones
vaginales por candida fue de 0.88 por paciente en el
grupo de yogurt y 2.54 durante el perfodo de ausencia
de yogurt (p=0.001).

Por otra parte, Hillier et al., 1992 encontraron que la
incidencia de infeccién vaginal en mujeres embarazadas
estuvo inversamente relacionada a la presencia

intravaginal de lactobacilos productores de HoOy .

CONCLUSIONES

Existen evidencias cientificas en el mundo que
indican que la administracién de lactobacilos representa
una alternativa interesante a las largas terapias
antibidticas actualmente prescritas en presencia de
trastornos infecciosos repetidos. La presencia de
lactobacilos en la vagina estd asociada con un reducido
riesgo de vaginosis bacteriana e infecciones del tracto
urinario debido a la produccién de acido lactico y HoOs.
La introduccién de este probidtico en el mercado
enmarca lograr favorecer la salud reproductiva de la
mujer y disminuir patologfas obstétricas y ginecoldgicas

de importante impacto social y econémico.
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RESUMEN

Luego de su cosecha, las mieles tropicales de abejas sin
aguijon producen espuma debido a su elevado tenor de
humedad respecto a mieles de Apzs mellifera. En este trabajo
se midi6 la capacidad antioxidante de miel de Tetragonisca
angustula recién cosechada (26.2 g agua/100 g miel) y
conservada a dos temperaturas, refrigerada a 4°C y
ambiente a 30°C, en intervalos de cinco dfas hasta alcanzar
un mes. Se utilizaron controles de pasteurizacién y miel

artificial, también conservados a 4°C y 380°C. Los
indicadores antioxidantes fueron el porcentaje de inhibicién
de la formacién del anién superéxido (O**) y del radical
hidroxilo (OH.) as{ como la degradacién de benzoato,
conocida como actividad antioxidante (AOA). También se
monitoreé la concentracion de proteinas, azdcares totales y
etanol durante un mes. El aumento gradual en el contenido
de etanol sélo ocurri6 en la miel conservada a 30°C (8.7 a
29.3 mg/kg miel), acompafiada de una disminucién de
azlcares totales (81.5 a 81.7 g/100 g miel), indicando que
la miel fermenta. La concentracién de proteinas disminuyé
ligeramente (207 a 197 mg/100 g de miel), mientras que
los indicadores de capacidad antioxidante se incrementaron
(ani6n superdxido, 69.1 a 94.8%; radical hidroxilo, 62.2 a
90.5%; AOA, 0.58 a 0.89 mM), a lo largo del proceso
fermentivo. La fermentacién aument6 la bioactividad
antioxidante de la miel de 7. angustula. Este hecho podria
explicar la reputacién de las propiedades medicinales de
abejas sin aguijén,

conferidas desde los Mayas, porque podria disminuir el
deterioro oxidativo de radicales libres en lipidos, proteinas,
carbohidratos y 4cidos nucleicos, generador de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que ocasionan complicaciones

biolégicas degenerativas.
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ABSTRACT

After harvest, stingless bee tropical honey produce
froth due to the higher water content than Apis mellifera
honey. In this work, the antioxidant capacity of fresh
Tetragonisca angustula honey with 26.2 g water/100 g
honey was stored at two temperatures, refrigerated at
4°C and environmental at 30°C, was measured every
five days up to a month. Artificial and pasteurized honey
also kept at 4°C and 30°C were the controls. The
antioxidant indicators were the inhibitionn percentage
of superoxide anion (O%°) and hydroxil radical (OH"),
and the benzoate degradation known as antioxidant
activity (AOA). Concentrations of proteins, total sugars
and ethanol were also monitored for one month. A
gradual increase of ethanol only occurred in the honey
kept at 30°C (8.7 to 29.3 mg/kg), besides a total sugar
decrease (81.5 to 81.7 g/100 g honey), indicating honey
fermentation. Protein concentration showed a low
decrease (207 a 197 mg/100 g honey), while the
antioxidant capacity indicators increased (superoxide
anion, 69.1 to 94.8%; hydroxil radical, 62.2 to 90.5%;
AOA, 0.58 to 0.89 mM) along with the fermentative
process. Fermentation increased the antioxidant
bioactivity of T. angustula honey. This fact could explain
the reputed medicinal properties of stingless bee honey,
dating back to the Mayas, by reducing the oxidative
damage to lipids, proteins, carbohidrates and nucleic
acids generating reactive oxygen species (ROS) causing

biological degenerative complications.
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INTRODUCCION

La abeja Tetragonisca angustula Latreille 1811 es una
abeja sin aguijén. Se conoce con este nombre a un grupo
de abejas tropicales y subtropicales ubicadas
sistemdticamente en la subfamilia Meliponini y en la
misma familia de la conocida Apis mellifera, Apini
(Silveira et al., 2002). Coloquialmente, T angustula recibe
diversos nombres: angelita (Venezuela), doncellita
(Guatemala), jatal (Brasil), senorita (Brasil), por
mencionar algunos paises donde se produce (Vit et al,
2004).

La fermentacién se considera inaceptable en los
estandares de calidad de miel de 4. mellifera (Ruoft &
Bogdanov, 2004); sin embargo, €es un proceso
caracteristico en las mieles de abejas sin aguijén, las
cuales suelen tener mayores contenidos de humedad y de
acidez. Este proceso ocurre en forma espontanea en las
botijas donde las abejas almacenan el néctar, pero
también se permite luego de la cosecha y antes de su
comercializacién para mejorar los atributos medicinales
de la miel (Vit ez al., 2004).

Un amplio espectro de fuentes de radicales libres
producidos durante exposiciones diarias a diversos
factores exégenos (humo, alcohol, insecticidas, radiacién,
productos de limpieza, sol, etc.) y endégenos (consumo
de frituras, ejercicio extremo, estrés, etc.), es causa de
numerosas enfermedades degenerativas (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Por un lado, se ha sugerido que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) estdn implicadas en
dafos hepéticos y renales de consumidores crénicos de
etanol (Huerta Bustamante, 2003), ya que el etanol
produce estrés oxidativo en las células (Saldana-Balmori
et al., 2008); por otro, bajas concentraciones de etanol se
utilizan en la preparacién de soluciones hidroalcohélicas
para disolver principios activos en los elixires
farmacéuticos (Trillo, 1993).

Los antioxidantes son efectivos en bajas
concentraciones y ayudan a inactivar los radicales libres;
por eso se estudia la capacidad antioxidante de los
alimentos y de los medicamentos. Los polifenoles
participan en el sistema antioxidante de la miel (Dailey
& Imming, 1999; Frankel et al., 1998), reforzado por la
vitamina C y la catalasa (Gheldof, 2002).

Conociendo que la miel de abejas sin aguijén es un

alimento medicinal utilizado desde los Mayas, se decidi6

seleccionar la miel producida por la especie T' angustula
para estudiar el efecto que produce su fermentacién
postcosecha en tres indicadores de capacidad
antioxidante:

1. Inhibicién de la formacién de anién superéxido. 2.
Inhibicién de la formacién del radical hidroxilo. 3.
Degradacién del benzoato. Para tal fin, se comparé la
miel natural con controles de miel pasteurizada (con
levaduras inactivadas), y de miel artificial (sin
levaduras), tanto a temperatura ambiente (30°C) como a

temperatura de refrigeracién (4°C).

MATERIALES Y METODOS

Muestras de miel

La miel de T. angustula se recolecté de una colmena
racional (Fig. 1) en la ciudad de Mérida (N 8° 83.25" W 71°

Fig. 1. Piera ()y botij-as de milgl (B) en colmena de T._angustula

12.64') por prensado puesto que las botijas de esta
especie son muy pequefias. La miel artificial se utilizé
como control y se preparé con 40 g de fructosa, 30 g de
glucosa, 8 g de maltosa y 2 g de sacarosa (Taormina et

al., 2001).

Fermentacion controlada

Para evaluar el efecto de la fermentacién en la capacidad
antioxidante de la miel, se organizaron tres grupos de miel:
1. Sin tratamiento. 2. Pasteurizada. 3. Miel artificial. Las
mieles se colocaron en un cuarto de temperatura controlada
a 30°C durante 30 dias. Cada cinco dias se tomaron
muestras de cada uno de los tratamientos y se les
determiné la capacidad antioxidante, contenido de
polifenoles, concentraciéon de protefnas, contenido de
azticares reductores y concentracién de etanol, segin los

procedimientos explicados abajo.
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Composicion quimica de las mieles

El contenido de humedad se midié por refractometria
siguiendo las normas de miel de abejas nacionales
(Comisién Venezolana de Normas Industriales, 1984) e
internacionales (Comisién del Coder Alimentarius, 2001).
Las proteinas se determinaron con el método de Lowry et
al. (1951). La concentracion de azicares se midié con el
método de Nelson-Somogyi (1952). El etanol se determiné
con un método enzimatico, usando la enzima alcohol

deshidrogenasa (Pérez Bendito & Valcarcel Cases, 1984).

RESULTADOS

El contenido de humedad de la miel resulté ser
26.2 g agua/100 g miel, el cual es un valor elevado para
la miel de abejas. En la Fig. 2 A y B, se presentanlas
variaciones en el contenido de azicares totales y de

etanol de la miel. Puede apreciarse que el

Evaluacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se evalué utilizando tres
métodos: la formacién del radical hidroxilo se midié con
el método de la desoxirribosa descrito por Halliwell et al.
(1987), anién superéxido se midié con el método de
Rice-Evans et al. (1991) y la degradacién del benzoato
(AOA) con el método de Koracevic et al. (2001).

contenido de azicares es similar en todas las mieles al
inicio del experimento y disminuye paulatinamente en la
miel de T angustula sin pasteurizar conservada a 30°C,
pero se mantiene en los demds tratamientos. El

contenido de etanol de la miel de T. angustula es

1200
R Contenido de aztcares totales.
© 1000
1S
o)
o
> 800
o
=
A 5
» 600
o
IS
k]
13 400
o
5]
o
S
X 00
00 —
0 5 10 15 20 2 0
Tienpo (Dias)
W Mel 30°C BMel 4°C O Mel Pas 30°C OMel Pas 4°C BMel At 30°C OMel At4°C
35,0
R Contenido de etano
30,0
- Fig. 2. Variaciones de indicadores de
.g 25,0 1 fermentacién de la miel de abejas sin
o aguijén natural y pasteurizada (Miel y
2 200 - Miel Pas, 30°C y 4°C) y de la miel
< artificial (Miel Art 30°C y 4°C),
g’ 15.0 evaluados a durante un mes
3 = intervalos de 5 dfas: Contenido de
= azGicares totales (A) y contenido de
i 10,0 A etanol (B).
5,0 1
0,0 -
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (Dias)

W Miel 30 °C mMiel 4°C OMiel Pas 30°C O Miel Pas 4°C mMiel Art 30°C @O Miel Art4°C

16



mayor que en la miel artificial y aumenta tnicamente en
la miel natural de 7. angustula conservada a 30°C. Puede
observarse que la fermentacién, evaluada como
disminucién de azlcares y aumento de etanol, sélo
ocurre en la miel no pasteurizada conservada a una
temperatura ambiente de 30°C.

En la Fig. 3 se presenta el efecto de la fermentacién
de la miel de T. angustula en tres indicadores de
capacidad antioxidante: 1.- Inhibicién de la formacién
del anién superéxido.  2.- Inhibicién de la formacién
del radical hidroxilo. 8.- Degradacién del benzoato.
Puede observarse que la capacidad antioxidante sélo
varfa en las mieles fermentadas y no cambia en los
tratamientos donde no ocurrié la fermentacién (miel a
4°C, miles pasteurizadas y mieles artificiales). A los 25
dfas se alcanza un méximo de capacidad antioxidante
medida como porcentaje de inhibicién de formacién de
anién superéxido y del radical hidroxilo, el cual se
mantiene a los 30 dias. La degradacién del benzoato,
para evaluar activivad antioxidante, también alcanza su
méaximo a los 25 dfas, pero presenta una tendencia a

disminuir a los 80 dias.

Los resultados de proteinas no presentaron
variaciones con el tiempo, por lo que se descartan

procesos de protedlisis.

DISCUSION

El elevado contenido de humedad de la miel de T.
angustula, 26.2 g agua/100 g miel, comparado con el
maximo permitido de 20.0 g agua/100 g. miel de A
mellifera (Codex Alimentarius Commission, 2001),
ocasiona la fermentacién espontdnea de la miel porque
las levaduras se encuentran en un sustrato favorable.

La fermentaciéon de miel de T. angustula no ocurrié
en mieles pasteurizadas y tampoco en la miel natural
conservada a 4°C; por ello se recomienda refrigerar la
miel de abejas sin aguijén para conservar los estandares
de calidad que descalifican mieles fermentadas. No
obstante, la miel de T. angustula aumenta su capacidad
antioxidante con la fermentacién ocurrida en la miel
natural conservada a 30°C; lo cual justifica conservar la
miel a temperatura ambiente para mejorar su capacidad

antioxidante, si se confiere un uso medicinal. Este

Efecto de la fermentacién de la miel en la inhibicién de la formacién del anién superéxido
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estudio se limit6 a 30 dfas, pero es necesario conocer el
comportamiento de anaquel durante un tiempo no
menor de 6 meses. Los tratamientos postcosecha
combinados (Vit, 2002) podrian permitir la fermentacién
de la miel fresca hasta aumentar su capacidad
antioxidante, junto con el envasado adecuado y la
refrigeracion para extender su vida util.

Al observar la Fig. 3, puede apreciarse que la
pasteurizacién no alteré la capacidad antioxidante de la
miel natural y que los azicares de la miel artificial
poseen actividad en los sistemas oxidativos estudiados.
Podria  afirmarse que los azdcares confieren
aproximadamente un 50% de la actividad antioxidante
de la miel.

En un estudio con miel fresca de A. mellifera producida
en Galicia (Espafia) se reportan variaciones entre 13.5 y
50.1 mg etanol/kg miel y una excepcién de 141.8 mg
etanol/kg miel (Huidobro et al, 1978), pero en este
estudio no se evalué capacidad antioxidante. El aumento
de capacidad antioxidante causado por el incremento del
contenido de etanol en la miel de abejas no habifa sido
reportado previamente. En el presente estudio, el
contenido de 8.7 mg/kg miel fresca de T. agustula
resulté menor que en el estudio de las mieles gallegas.

Desde un punto de vista medicinal, las pequeiias
cantidades de etanol presentes en las mieles podrfan ser
beneficiosas al semejar a una bebida alcohélica suave
(Trevithick et al, 1999), en contraposicién con su uso
como indicador de deterioro de la calidad de la miel
consumida como edulcorante natural (Codex alimentarius
Commission, 2001; Ruoftf & Bogdanov, 2004). En tal
sentido, la fermentacién postcosecha de la miel de 7.
angustula, considerada hasta ahora como un defecto,
puede convertirse en un atributo medicinal ya que el
etanol producido mejoré su capacidad antioxidante. Es
necesario resaltar que en este trabajo se realiz6 una
fermentacién controlada, la cual podria ser reproducible
o no en las condiciones de campo, donde las
temperaturas ambientales pueden superar los 30°C, lo

cual justifica continuar con este estudio.
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RESUMEN

La transglutaminasa (TGasa) ha sido estudiada
intensamente en las dltimas décadas, ya que esta se
encuentra en una gran variedad de tejidos donde
participa en diversos  mecanismos filolégicos de
importancia. La TGasa (EC 2.8.2.13) esta relacionada
principalmente en la formacién de codgulos sanguineos,
reparaciéon de tejidos, enfermedades neuroldgicas, y
recientemente se ha identificado involucrada en
fotosintesis. Ademas, en los tltimos afios se ha generado
un enorme interés tanto para cientificos y tecnélogos en
alimentos debido a la habilidad tnica de la
transglutaminasa (T'Gasa) de modificar la funcionalidad
de las protefnas por entrecruzamientos covalentes.
Actualmente la TGasa es una herramienta de utilidad en
la aplicaciéon de tecnologfas innovadoras para la
produccién de alimentos a base de protefna (animal o
vegetal). Entre las tecnologfas y aplicaciones principales

se encuentran su uso como agente gelificante de alta

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
TRANSGLUTAMINASAS (TGasas)

La mayorfa de las enzimas utilizadas en los procesos de
la industria alimentaria, como lo son amilasas, proteasas y
lipasas, contribuyen principalmente a la ruptura de los
componentes alimenticios. La habilidad tnica de las
transglutaminasas (T'Gasas) de modificar la funcionalidad
de las protefnas debido a entrecruzados covalentes ha
generado un enorme interés. (Kamath et al, 1992; Haard
and Simpson, 2000; Tang et al, 2005). Las TGasas son

tranferasas, las cuales tienen el nombre sistemdtico de

proteina-glutamina y-glutamiltransferasa

estabilidad, unién en fri6, gelificacién sin coccién,

texturizante y espesante.

Key words: Transglutaminase (TGase), protein
functionality, covalent cross-linking, gelling aditive.

ABSTRACT

The TGase has been studied intensely in the last
decades because its relation to important physiological
mechanisms in a great variety of tissues. The unique
ability of transglutaminase (T'Gase) to modify protein
functionality by covalent cross-linking has generated
enormous interest to food scientists and technologist.
TGase (EC 2.3.2.13) catalyses the post-translational
modification of proteins by transamidation of available
glutamine residues by the formation of covalent cross-
links between glutamine and lysine residues in proteins.
The TGase is a useful tool for innovative technology
applications to produce innovative dairy products. The
main technological applications are as a gelling additive
with high stability, cold binding, gelling without

heating, etc.

(EC 2.3.2.13). Esta enzima cataliza la reaccién de
trasferencia entre los grupos y-carboxiamida de residuos de
glutamina en proteinas, péptidos y en varias aminas
primarias. Cuando un grupo g-amino de lisina acttia como
receptor de grupos acil, resulta en una polimerizacién y un
entrecruzado molecular de las protefnas via formacién de
enlaces &-(y-glutamil) lisina. Esto ocurre a través del
intercambio de los grupos g-amino de los residuos de lisina
por amonio en el grupo carboxiamida del residuo de la
glutamina en la molécula de proteina (s) (Fig. 1). En la
ausencia de aminas primarias, el agua puede tomar el papel
del aceptor de grupos acil, resultando en la desaminacién de

los grupos y-carboxiamida de residuos de glutamina para
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formar 4cido glutamico. Los aminoacidos conservados que
forman el sitio catalitico de la T'Gasa son la Cys, His y Asp
(Blaské et al., 2004).

W N
(a)  Gln-C-NHz + RNH: —+ Gln-C-NHR + NH;
| |
| 0O

| 0
Il L
(k)  GIn-C-NHz + NHz-Lys ——— GIn-C-NH-Lys + NH3

|7
() GIn-C-NHz+HOH

R
—* Gln-C-OH + NH3

Fig. 1.- Reaccién catalizada por las transglutaminasas (TGasas): (a),
reaccién de acyl-transferencia; (b), reaccién de entrecruzado entre los
residuos de Gln y Lys de proteinas o péptidos; (c) deaminacién. La
presencia de Ca%+ es un prerrequisito para la reacciéon en la mayoria de
TGasas. (Motoki & Seguro, 1998)

La formacién de enlaces covalentes entre proteinas
es la base de la habilidad de las T'Gasas para modificar
las propiedades funcionales de las proteinas de alimentos
(Motoki & Seguro 1998; Dvorcakova et al, 2002). Por
otra parte, las transglutaminasas ligan extensivamente
polimeros insolubles de proteinas. Estos polimeros
biol6gicos son imprescindibles para el organismo para
crear barreras y las estructuras estables. Los ejemplos
son codgulos de sangre (factor de coagulaciéon XIII) asi
como piel y pelo. La reaccién catalitica es irreversible. Se
cree que las TGasas estdn relacionadas con algunas
enfermedades. Investigaciones reciente indican que las
victimas de enfermedades neurolégicas como lo son
Huntington, Parkinson y Alzheimer tienen niveles
inusualmente altos de transglutaminasas (Dvorcakova et
al., 2002). Actualmente la TGasa para uso industrial es
producida por el microorganismo Streptoverticillium
morbaraense en cantidades comerciales y es utilizada en
una variedad de procesos, incluyendo la produccién
productos carnicos y pesqueros procesados. Puede ser
utilizado como agente adhesivo para mejorar la textura
de novedosos alimentos abundantes en protefnas, como
el tipo surimi o jamén (Oddur, 1997; Motoki & Seguro,

1998), los cuales abordaremos mas adelante .

FUNCION
Las TGasas forman un gran familia de enzimas
intracelulares y  extracelulares  que  catalizan

modificaciones proteicas y dicha catalisis es dependiente de

Ca?* (Esposito & Caputo, 2005). Las TGasas se distribuyen
extensamente en la mayorfa de los tejidos animales,
vegetales y fluidos corporales (Tabla 1) y estan implicadas
en varios fenémenos biolégicos, tales como coagulacion de
la sangre, sanacion de heridas, queratinizacién epidérmica,
y rigidez de la membrana del los eritrocitos (Aeschlimann,
1994). Las TGasas segun se ha reportado, es la responsable
de la regulaciéon del crecimiento, diferenciacién y

proliferacién celular. Las TGasas

Tabla 1. Algunos ejemplos de la presencia y
distribucién de TGasas en seres vivos (AJINOMOTO
FOODS DEUTSCHLAND, © 1999-2005).

Tipo de . .
F fente Especie Tejido
Mamfferos Humanos, cerdo, reces, | Higado, corazén,
ovejas, conejos rifién, sangre
ves ollo, paloma olleja, sangre
A Poll 1 Moll
Peces Atin, macarela, salmén | Musculo, higado
alfalfa, chicharos, brocoli. .
Plantas ’ . ’ ’ Hojas
espinacas
Otros Camardn, ostras, almejas Musculo

también han sido descubiertas en las plantas (Icekson et
al, 1987), pescado (Araki et al, 1993) y en los
microorganismos (Ando et al., 1989; Klein, 1992). El rol
fisiolégico de las TGasas en el plasma de mamiferos
superiores (también referido como fibrinoligasa o factor
XIII) ha sido bien establecido como el entrecruzado de
las fibrinas coagulantes durante la hemostasis. La
proenzima del factor XIII es activado por proteasas
trombinas, otro componente del plasma que ademaés
induce la coagulaciéon del fibrinogeno (Pardekooper,
1998). De manera similar, en los hemocitos del cangrejo
japones Tachypleus tridentaus, al detectar endotoxinas de
bacterias invasoras, activa, una proenzima edotoxina-
sensible, provocando una cascada de reacciones que
eventualmente activaran a las TGasas pro-coagulantes.
Las TGasas activadas subsecuentemente convierten al
coagulogeno soluble en forma de gel de coagulina
insoluble, el cual actia como barrera contra los
microorganismos invasores (Tokunaga et al., 1993)

En las hojas de plantas, la alta toma de energfa de
poliaminas en los cloroplastos por la luz, parece

estimular la actividad de TGasas. La enzima, de esta
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manera  parece participar en la  fotosintesis,

probablemente modificando ribulosa-bis-fosfato
carboxilasa o oxigenasa (Kuehn et al, 1991; Falcone et
al., 1998). Segtin Dvorcakova et al. (2002), la presencia
de las TGasas ha sido observada en varias gldndulas
endocrinas como la gldndula pituitaria humana que ha
sido investigada por métodos inmunohistoquimicos
usando anticuerpos especificos, a su vez en el tracto
genital de ratones machos se logré asilar y caracterizar
dos tipos de TGasas. Los roles fisiol6gicos de TGasas de
muchas otras fuentes, aun permanecen en espera de ser

elucidadas (Falcone et al., 1993).

TRANSGLUTAMINASAS Y SU PASO A
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

A principios de los 1980°s la posibilidad de modificar
las propiedades funcionales de las caseinas de leche y las
globulinas de soya fue demostrada utilizando TGasa
obtenida de higado de cerdo (Ikura et al., 1992) y plasma
bovino (Kurth et al, 1984). Fue esa misma década
cuando Motoki & Seguro (1998), realizaron importantes
investigaciones donde utilizaron como sustrato para
TGasa (proveniente de higado de cerdo) soluciones con
alta concentracién de protefnas de alto peso, actomiosina
de res, puerco, pollo y pescado, donde demostraron que
todas podian ser gelificadas por esta enzima.
Posteriormente ellos evidenciaron que se mejoraba la
solubilidad, retencién de agua y estabilidad térmica de
protefnas para alimentos aplicando TGasa. Por otra
parte mezclas de agua, aceite y proteina podrian ser
gelificadas utilizando esta enzima. También se observo
que los sistemas proteicos generados por la accién de
TGasas son altamente estables en su conformacién
donde la accién catalitica de proteasas enddgenas del
sustrato utilizado es baja. Sin embargo la aceptabilidad y
uso de los extractos de higado de cerdo como fuente de
TGasa fue desfavorable (Motoki & Seguro, 1998). Por
otro lado, estudios sobre surimi derivado de algunas
especies de pescado (Theragra chalcogramma, Sardinops
melanosticus 'y  Micropogan —undulatus), llevaron al
descubrimiento de que una TGasa endogena era la
responsable de la gelificacién espontanea de las pastas de
surimi a bajas  temperaturas  (5-40°C).  Este
descubrimiento ha promovido investigaciones sobre el

contenido de TGasas endogenas en organismos marinos,

asf como la evaluacién de TGasas provenientes de otras
fuentes para ser aplicadas en el desarrollo de productos
y procesos tecnolégicos en alimentos (kamath ez al.,,1992;
Seki et al,1990; Tsukamasa et al,1993). De tal manera
que todos estos resultados indicaban que las TGasa eran
potencialmente ttiles por sus nuevas y Unicas
propiedades funcionales. Es a partir de entonces cuando
la produccién masiva de TGasas sé volvié la principal
meta a alcanzar. Por lo tanto era necesario encontrar
una fuente abundante de esta enzima (Motoki & Seguro,
1998). Después de evaluar varias fuentes de TGasa
(higado, musculo, sangre, etc.) de tejidos de animales
(Wilson, 1992) y probar con varias cepas de
microorganismos con diferentes estrategias
metodoldgicas (Bishop et al., 1990; Takehana et al., 1994;
Washizu et al, 1994), pero no fue sino hasta la
participacién de la compafifa farmacéutica Amano
(Nagoya, Jap6n), cuando fueron encontrados
microorganismos con importantes sintesis de enzimas
tipo TGasa (Ando et al, 1989). Finalmente el
microorganismo tipo para la produccién de TGasa
resulto el Streptoverticillium mobaraense, el cual es capaz
de producir la enzima por un proceso fermentativo
tradicional (Nonaka et al, 1989, Washizu et al, 1994).
Desde ese momento la aplicacién por excelencia que se
le dio a la TGasa, incluso hasta la fecha, es en la
formacién de geles y reconstruccién de productos
carnicos. Sin embargo, las aplicaciones de esta enzima en
tecnologifas alimentarfas son muy variadas y versatiles
(Ozrenk, 2006; Motoki & Seguro, 1998).
APLICACIONES EN TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

Como ya se ha comentado, la proteina de carne es el

principal sustrato utilizado para las TGasas. Utilizando
TGasa se puede producir carne reestructurada uniendo
“pedazos” de carne a bajas temperaturas (10°C) durante
toda la noche. Tal capacidad de unir pedacerfa de carne y
formar una sola pieza con todas las propiedades
organolépticas de un filete original, es llamada unién en
frio (cold binding), la cual es empleada exitosamente
utilizando carne de res, puerco, pollo y pescado (Fig. 2).
El cold binding es considerado actualmente como las

aplicaciones mas caracteristicas para las TGasas y es de
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las més prometedoras para aumentar el valor agregado
de productos cérnicos (Oddur, 1997; Ikura et al, 1992
AJINOMOTO FOODS DEUTSCHLAND, © 1999-
2005; Motoki & Seguro, 1998).

Se ha desarrollado el sistema que regenera la carne
usando simultdneamente TGasa y caseinato. Cuando la
materia prima es tratada con caseinato y TGasa, esta se
vuelve un sistema viscoso lo cual ayuda a actuar como
pegamento que unen a los trozos de carne (Kuraishi, 1996).
Incluso carne molida puede ser unida en una sola pieza o
filete sin usar cloruro de sodio ni fosfatos, lo cual lo vuelve
en un producto “saludable” (Ruraishi et al., 1996; Motoki &
Seguro, 1998).

(a)

Puerco
@ w TGasa \
<
Callo de concha (b)

e TGasa
S
4 —

"“\;_ ‘QJ

Fig. 2. Aplicacién de transglutaminasa. (a), filete reestructurado a
partir de carne de puerco. (b) nuevo tipo de marisco a partir de callo
de concha (Modificado de Motoki & Seguro, 1998).

Para el caso del pescado procesado, se encontré que la
TGasa provocaba una gelificacion espontanea en pasta de
carne de pescado la cual se llamo “suwari’, donde se
producia una pasta rigida de proteina a bajas temperaturas
a partir de entrecruzamientos (Seki et al, 1992). La TGasa
microbiana se ha aplicado en preparaciones de surimi (de
varias especies de pescado) y se ha observado que mejora la
fuerza del gel significativamente durante la coccién, incluso
a pesar de que el surimi habia sido almacenado 2 dias en
hielo (Ramirez et al, 2000; Wu, 1992; Maruyama et al,
1995; Lee et al., 1997).

Proteinas de soya como las globulinas 11S y la 7S son
buenos sustratos para las TGasa. E1 “Tofi”, un producto a
partir de soya, es producido por la coagulacién de las

proteinas de soya por la adicién de Ca** o Mg?* Sin

embargo, no es sencillo producir un Tofit de larga vida de
anaquel ya que su suavidad y consistencia se ve afectada
por procesos de esterilizacién. Con el uso de TGasa es
posible mantener las caracteristicas organolépticas a pesar
de los procesos térmicos (Ozrenk, 2006; Tang et al., 2005;
Motoki & Seguro, 1998).

En estudios realizados por Zakamoto et al. (1996), se
demostré que aplicando TGasa en la elaboracién de noodles
y pastas a partir de harina de trigo, es posible prevenir el
deterioro de la textura después de la coccién y mejorar la
resistencia del producto, incluso cuando la cantidad de
harina utilizada fuera en poca.

En productos como caseina de leche, la cual no tiene
buena capacidad de formar geles, ni siquiera aplicando
calor, fue posible generar sistemas gelificados con buena
resistencia térmica después de someterla a una reaccién
enzimatica con TGasas. Un ejemplo de esto puede ser el
yogur, que es un tipo de gel de leche formado por la
fermentacién acida por iniciadores lacticos. Sin embargo,
puede sufrir una separacién de fases de protefnas y agua
con cambios de temperatura e impacto fisico. Esto puede
ser solucionado aplicando TGasa, la cual favorece la
estabilidad térmica del gel y su capacidad de retencién de
agua. Por otra parte es posible producir productos a base
leche como los helados cremosos y quesos bajos en grasas
(Ozrenk,

2006). Vale la pena pensar que TGasa es capaz de
introducir muchas funciones nuevas a gelatinas y
colagenos, en la manera de modificar sus puntos de fusién y
la fuerza de geles dependiendo de la cantidad de TGasa.
Sistemas proteicos en la elaboracién de productos tipo
salchicha, pueden ser mejorados con complejos de
gelatina/coldgeno tratados con TGasa, ya que se ha
observado la buena estabilidad térmica que estos aportan al
producto sin la aplicacién de reactivos quimicos (Ikura et al,
1992; Ruraishi et al., 1996). Por otro lado, Watanabe et al.
(1994) reportaron que el tratamiento con TGasa reduce la
alergeneidad en las harinas de trigo. Los tratamientos de
con T'Gasa podrian ser una solucién para las personas que
sufren de alergias por consumo de ciertos alimentos.
Algunas otras aplicaciones y los productos a los cuales

estan dirigidos son mencionados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Algunos otros ejemplos de los usos y aplicaciones de las TGasas en diferentes productos y procesos de

Fuente Productos

Efecto Principal

Dirigidos

Geles de res
Carne Geles de puerco
Productos cérnicos

Mejoramiento en retencién de agua y parametros de textura
Efecto sobre el color y retencién de agua
Mejoramiento estructural de textura, apariencia y
propiedades de unién

Pietrasik & Li Chan, 2002
Jarmoluk & Pietrasik, 2003
Wilson, 1993

Surimi, anélogos de

Tsai et al, 1996; Jiang et al.,

Pescado . Mejoramiento en la calidad y capacidad de formacién de geles
mariscos v 2000
Pastas, productos Mejoramiento de propiedades funcionales y mecanicas
R P viqor prop! o . y me ? Tellez et al., 2002; Gerrard et
Trigo horneados, pasteles, | mejoramiento en la elevacién y calidad sensorial e incremento
- al., 2000; Hozova et al., 2003

Croissant de vida de anaquel

Soya Tofu y productos de

Mejoramiento de la textura y prolongacién de vida de

Yildirim et al,, 1995, 1996;
Kwan & Easa, 2003

cuajados
Frutas ., .
Y Cereales Conservacién Takagaki et al,, 1991
vegetales
. Entrecruzados . . C .
Protefna . Mejoramiento en la composicién de aminoacidos Ikura et al., 1981
proteicos
Entrecruzados . . .
Lana . Incremento del hilado y fuerza de la tela Cortez et al., 2004
proteicos
. . . e Fargemand et al., 1998
. Mejoramiento en estabilidad, floculacién fuerte &
, Emulsion L. . . Lorenzen, 2000
Proteinas Caracterfsticas de cuajo mejoradas
Leche tratada ., Nonaka et al.,1992;
de leche N Incremento en fuerza de corte, retenciéon de agua N
Geles . ., . PR Fergemand & Qvist 1997
Formacién de microestructura més fina.
Imm et al., 1999
CONCLUSION

El interés por la TGasa inicié debido a su relacién
con importantes roles fisiolégicos en los seres vivos.
Gracias a las investigaciones realizadas se sabe de la
capacidad tnica de la transglutaminasa de formar
entrecruzados covalentes entre los residuos de
glutamina y lisina, afectando draméticamente la
funcionalidad de las protefnas. Esto resulté en el
desarrollo de tecnologias innovadoras para modificar y
manipular la funcionalidad de ingredientes proteicos en
la elaboracién de alimentos. A su vez, aplicaciones de
TGasa estan surgiendo a la orden del dia y la aplicacién
de la misma pretende ser produccién de una gran

diversidad de alimentos.
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RESUMEN

La parotiditis o “paperas” es un sindrome causado por
el virus de la parotiditis humana (MuV), este virus
pertenece al genero Rubulavirus familia Paramixoviridae.
Es un virus envuelto que mide de 100 a 600 nm, su
material genético es RNA de cadena sencilla que codifica
para siete proteinas virales. La proteina HN es el principal
determinante antigénico del virus y ademds es la
responsable de reconocer al receptor celular (acido sialico)
y de prevenir la autoagregacion de la progenie viral.
Hasta el momento se reconoce un solo serotipo de MuV,
sin embargo, se han encontrado al menos diez genotipos
en base a la secuencia de aminoécidos de la proteina viral
SH. En los tltimos afios se ha presentado un aumento en
el nimero de casos de parotiditis, principalmente por la
falla en la aplicacién de los esquemas completos de
inmunizacién y cocirculacién de diferentes genotipos en
poblaciones vacunadas y no vacunadas. Ademds, se han
asociado algunos casos de meningitis y encefalitis con los
virus de las cepas vacunales. Ante esta situacién se buscan
nuevas opciones de vacunacién, como pueden ser las
vacunas de DNA. El presente proyecto plantea desarrollar
una vacuna de DNA que contenga el gen de la proteina
HN, la cual es indispensable para la infeccién viral. La
secuencia que se eligié del gen HN para el desarrollo de
esta vacuna proviene de una zona muy conservada entre
los distintos genotipos de MuV. Esta construccién
transfectada en células Vero expresé una protefna que
fue reconocida por un suero hiperinmune anti-paperas,
la cual mostré también actividad de hemaglutinina y de
neuraminidasa. Bajo estas consideraciones, actualmente
estamos evaluando la capacidad inmunogénica de esta
vacuna de DNA, utilizando el modelo de infeccién de

paperas en hamster.

Keywords: DNA vaccine, mumps, HN

ABSTRACT

Mumps is an illness caused by the mumps virus
(MuV), which belongs to the Rubulavirus genus,
Paramixoviridae family. It measures 100 to 600 nm and
contains a single stranded negative RNA , which codifies
seven viral proteins. The HN protein is the main
antigenic determinant and also responsible of cellular
binding protein recognition (sialic acid) and prevention
of viral progeny aggregation. Nowadays, only one
serotype has been recognized, nevertheless it has been
classified in ten genotypes based on amino acids
sequence from the SH viral protein. In the last years
there has been an increase in the number of mumps
cases, mainly due to incomplete vaccine schedule
application and probably to cocirculation of different
genotypes in vaccinated and unvaccinated population. In
addition, some cases of meningitis and encephalitis are
related to the viral vaccine strains. In order to solve
these problems it is necessary to look for new mumps
vaccine. The aim of this project is to develop a DNA
vaccine based on expression of the mumps HN gene,
which is necessary for a successful viral infection. The
HN gene sequence was analyzed and a highly conserved
region among different genotypes of MuV was chosen
and amplified. The transfected construction in Vero cells
expressed a protein that was recognized by a
hyperimmune anti-mumps serum. In addition it showed
haemagglutinnin and neuraminidase activities. Due to
these results, nowadays we are assessing the
immunogenic properties of this DNA vaccine, by using a

hamster model for mumps viral infection.
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INTRODUCCION
En el ano 460 AC Hipdcrates en su libro “Sobre las
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epidemias describi6 a la parotiditis como “la
intumescencia pre-auricular unilateral o bilateral no
supurativa del cuello, que se presenta en nifios y jévenes
que concurren al gimnasio” (Laval, 2005). Actualmente
se define a la parotiditis o “paperas” como la inflamacién
de las glandulas salivales que se encuentran en la parte
inferior del ofdo; éstas presentan una consistencia
blanda, estdn agrandadas y tienen un color marrén
rojizo; microscopicamente el intersticio glandular esta
edematoso con infiltracién de histiocitos, linfocitos y
células plasmaéticas (Robins, 1998). La parotiditis puede
causar varias complicaciones entre ellas: sordera,
pancreatitis, orquitis, ooforitis y miocarditis (#kl
epidemiol report, 2005). En el sistema nervioso central
(SNC) las complicaciones mds importantes son la
encefalitis y la meningitis viral (www.who.int.el) y
afortunadamente la mayoria de estos casos se resuelven
sin secuela.

La naturaleza contagiosa de la enfermedad se
describié en el siglo XVIII por Langhi y Mangor y fue
hasta 1945 que Habel aislé el virus que produce dicha
enfermedad (Laval, 2005). El virus de la parotiditis
humana (MuV) pertenece a la familia Paramyxoviridae
género Rubulavirus. Es un virus envuelto que mide de
100 a 600 nm, su material genético es una hebra simple
de RNA con sentido negativo que contiene siete genes
en el siguiente orden, N-P-M-F-SH-HN-L, los cuales
codifican para las protefnas virales de nucleocdpside,
fosfoproteina, matriz, fusién, SH, hemaglutinina-
neuraminidasa y la subunidad mayor de la polimerasa,
respectivamente (Carbone et al., 2001; Robins, 1998)

La proteina HN es el determinante antigénico mds
importante del virus y se le han asignado tres funciones
principales: a) Hemaglutinina (HA), para el
reconocimiento del receptor (4cido sidlico) que se
encuentra en la membrana celular, b) Neuraminidasa
(NA), para la remocién del 4cido sidlico de la progenie
viral para prevenir la autoaglutinaciéon y c) participacién
activa en la fusién del virus a la célula (Crennell et al,
2000). Sin esta protefna no existirfa la unién del virus a
la célula y por lo tanto no se llevaria a cabo la infeccién

viral. Ademads de los dominios de HA y NA, posee un

dominio transmembranal con el cual se ancla a la
membrana viral.

El virus se disemina a través de las gotitas de saliva
de las personas infectadas, se replica en la nasofaringe y
presenta un periodo de incubacién de 18 a 21 dfas que
puede extenderse hasta 35 dfas
(http://gsbs.utmd.edu/microbook). Durante este
tiempo el virus se multiplica en las vias respiratorias
altas, se disemina a los nddulos linfaticos cercanos y
provoca una viremia (Carbone et al, 2001), que afecta a
tejidos  glandulares, nerviosos y diversos Organos
(http://gsbs.utmd.edu/microbook).  Después de este
periodo de incubacién se presenta la etapa aguda de la
infeccién, donde aparecen los sintomas y signos
caracteristicos del sindrome de parotiditis. El tnico
hospedero que se le conoce al MuV es el hombre, se
calcula que en poblaciones no vacunadas existen brotes
de esta enfermedad cada 5 a 10 afios (Carbone et al,
2001; John, 2004; Reyes et al, 2002), infecta
preferentemente a los varones ya que estos representan
el 63.5% del total de los casos (Kanra et al., 2004)

EL MuV es un virus de distribucién mundial
(Carbone et al, 2001) y hasta la fecha se considera que
hay un solo serotipo, pero con base en la secuencia de
aminoécidos de las proteinas SH y HN, se ha clasificado
en diversos genotipos. A estos genotipos se les ha
designado con letras de la A a la L, basandose en la
posicién de los aminoédcidos 28, 29 y 30 de la proteina
SH (Jin et al, 1999; Love et al, 1985; Palacios et al,
2005) y de la A a la D con base en diferentes
combinaciones de aminoécidos en la proteina HN (Tecle
et al, 2002; Yates et al, 1996). La coexistencia de los
diversos genotipos de MuV es un fenémeno bien
documentado en  muchos pafses, por ejemplo en
Dinamarca se han reportado los genotipos D, H, G, E, C,
F, B, I, AyJ (Tecle et al, 2001), en Japén los subtipos B,
D, G, J, Ky L (Inou et al, 2004) y en Inglaterra los
genotipos B, C, D, F, G, H, J y K (Savage et al., 2005).

El tratamiento que se sigue para la infeccién por este
virus es sintomatico; es decir, solo se tratan los sintomas
de la enfermedad; es por ello, que la mejor opcién para
evitar esta infeccién es la vacunacién de la poblacién
para asi detener la diseminacién del virus

(www.dgepi.salud.gob.mx).
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La vacunacién en contra del MuV se ha practicado
desde 1970 utilizando diversas cepas virales. En el afio
2000 por ejemplo, 106 pafses reportaron el uso de
vacunas contra este virus. Sin embargo, en algunas
regiones solo unos cuantos pafses poseen un esquema de
vacunacién formal. Por ejemplo en Africa, solo Egipto
tiene este tipo de esquemas; mientras que en Asia, solo
Singapur y Tailandia (www.who.int.el). Paises como
Polonia en donde en el 2002 informaron de 39,978 casos
de parotiditis (Janaszek-Seydlitz et al., 2005) y la India
con 301 casos de parotiditis entre 1999 a 2003 en el
distrito de Calcuta, han expresado la necesidad de
vacunar a su poblacién (Geeta & Kumar, 2004).

Algunas de las cepas vacunales que se han
desarrollado hasta el momento se muestran en la Tabla
1. Sin embargo, no todas las cepas son adecuadas para su
uso como vacunas, por ejemplo la cepa vacunal Rubini
posee un rango de seroconversién del 6.3% por lo que la
OMS no la recomienda para los esquemas nacionales de

inmunizacién (Wkl epidemiol report, 2001).

Tabla 1. Cepas vacunales contra el virus de la parotiditis

humana.

Cepa Ano de Pafs de | Area de Rango de
introduccién | origen distribucién | seroconversién

Jeryl Lynn 1977 EU Mundial 63—-91%"

Leningrado—3 | 1980 USSR Rusia 89 —98 % ?

L~Zagreb 1988 Croacia | Mundial > 90 % 2

Urabe AM9 1979 Japén Mundial 84—97 %!

!(Bonnet et al., 2006) * (Wkl epidemiol report, 2001)

El empleo de estas cepas vacunales se ha asociado
con la presentacién de brotes de meningitis y encefalitis.
Por ejemplo, en la aplicacién de la cepa L-Zagreb se
presentaron 49 casos de meningitis por 100,000 dosis
aplicadas; con la cepa Urabe 7 casos de meningitis por
100,000 dosis; mientras que la Jeryl-Lynn presenta 0.1
caso0s/ 100,000 dosis aplicadas (Bonnet et al., 2006). Si
bien con la aplicacién de la cepa vacunal Jeryl-Lynn se
han presentado el menor nimero de casos de meningitis
(Schlegel et al., 1999), su inconveniente es su costo, ya
que hasta el aflo 2004 el precio de la vacuna con dicha

cepa era de 2.50 ddlares por dosis (Bonnet et al, 2006;
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Fullerton & Reef, 2002), lo que representa un egreso alto
para los paises en vias de desarrollo.

A pesar de la aplicacién de estas vacunas aun se
presentan casos de parotiditis en todo el mundo y de
hecho ha habido un aumento en los dltimos afios. La
OMS reporté en el aflo 2002 un total de 477,079 casos
de parotiditis a nivel mundial; para 2003 un total de
334,063 y para 2004 un total de 654,216 (Wkl epidemiol
report, 2005). El aumento en el nimero de casos de
parotiditis estd relacionado con deficiencias en la
aplicacién de los esquemas completos de vacunacién.
Entre el afo 2004 y el 2005 Inglaterra y Wales
reportaron un total de 56,390 casos en personas cuyas
edades estaban comprendidas entre los 15 y 25 afios, las
cuales no recibieron el refuerzo de la vacuna contra este
virus (MMWR, 2006). Un caso similar se present6 en
Escocia en las primeras 24 semanas del 2005 donde se
reportaron 1,241 casos en adolescentes. Al igual que en
el Reino Unido, estos casos estian relacionados con la
falta de una segunda dosis de la vacuna (Donaghy et al,
2006).

Por otro lado, debido a la circulacién de diferentes
genotipos en la poblacién vacunada y a la existencia de
brotes asociados a un solo genotipo, se ha sugerido que
las vacunas no originan la misma proteccién contra los
diversos genotipos de MuV (Rubin et al., 2006; Savage et
al., 2005; Tecle et al., 2001). En Estados Unidos (EU) se
report6 un brote de parotiditis en 10 estados, con un
total de 2,597 casos hasta mayo del afio 2005. Al realizar
la genotipificacién de doce de estos virus provenientes
de seis estados, se identificé que los virus causantes de
estos brotes son del genotipo G (MMWR, 2006), cabe
destacar que la vacuna que se utiliza en EU es del
genotipo A.

En nuestro pafs la vacuna triple viral (MMR) que
contiene a la vacuna contra la parotiditis se aplica desde
el ano 1998 (www.salud.gob.mx) y desde entonces los
casos de parotiditis han descendido considerablemente
(Fig. 1). En esta figura se muestran los ndmeros de
casos en los Gltimos quince afios; la flecha indica el afio
de 1998, afio en el que se inici6 la aplicacién de la vacuna
triple viral (sarampién, rubéola y paperas) dentro del
esquema nacional de vacunacion

(www.dgepi.salud.gob.mx). Sin embargo, en el afio 2005
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Meéxico reporté 8,653 casos de parotiditis en todo el pais
(Fig. 2) (www.dgepi.salud.gob.mx). Es importante
sefialar que en el caso de la parotiditis en nuestro pafs no
existe una genotipificaciéon de los virus circulantes, o un

andlisis del impacto de la vacunacién contra este virus.
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A pesar de que la parotiditis no es una enfermedad
cuyos sintomas y signos sean mortales, es importante
resaltar que en términos de horas-hombre, las paperas
constituyen una perdida de ingresos importantes. Tan
solo en EU se menciona que por cada délar gastado en
las camparias de vacunacién se ahorran 26 doélares
asociados a cuidados médicos (Bonnet et al., 2006). Hasta
el momento la vacunacién sigue siendo la mejor opcién
ante la infeccion de MuV y la ONU menciona que la
eleccion de las cepas vacunales dependera de los estudios
costo—beneficio de cada pais y se tomando en cuenta la
posibilidad de que las cepas vacunales puedan o no ser la
causa de casos de meningitis viral (Bonnet et al., 2006).

Debido a las complicaciones vinculadas a la
vacunacién contra el virus de la parotiditis humana, asf
como también a la falta de certeza de que una cepa
vacunal pueda proteger contra todos los genotipos del
MuV que circulan, se buscan nuevas opciones para
inmunizar a la poblacién y asi erradicar los casos de
parotiditis, meningitis y encefalitis asociadas a la
infeccién por este virus. Una de estas opciones podria ser
una vacuna no constituida por el virus completo
atenuado, sino utilizando la vacunacién con un DNA que
codifique para las proteinas virales relacionadas con la
induccién de la respuesta inmune protectora contra el

virus de la parotiditis, ya que se ha mostrado que las

vacunas de DNA inducen tanto la respuesta celular
como la respuesta humoral en el organismo, ademas de
ser termoestables y con un costo de produccién bajo
(Reyes & Pinto, 2002).
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Fig. 2. Distribucién de casos de parotiditis en México, 2005. Los casos

totales reportados en el pais fueron 8,653. (www.dgepi.salud.gob.mx)

El uso de estas vacunas representarfa una ventaja
para los pafses en vias de desarrollo en donde las
condiciones para el mantenimiento de la cadena fria que
requieren las vacunas de virus atenuados no siempre es
posible.

En el caso particular de la parotiditis, el desarrollo de
una vacuna de DNA podria resolver el problema de los
casos de meningitis y encefalitis asociados a la
vacunacién con las cepas que actualmente se utilizan, asi
como también los generados por la infeccién con las
cepas silvestres, las cuales puede ser de genotipos
diferentes a la cepa vacunal empleada.

Ante esta problematica, el presente proyecto busca
desarrollar una vacuna de DNA que codifique para la
proteina HN del MuV, que es la proteina viral
indispensable para el inicio de la infeccién
(reconocimiento del receptor celular) y es el principal
blanco contra el que se desarrolla la respuesta inmune
protectora. Para ello, se eligié la regién del gen de la
hemaglutinina que esta altamente conservada entre los
diferentes genotipos de MuV, este DNA fue introducido
en el vector de expresion pcDNAS.1(+). La
construccién al ser transfectada en células Vero expresa
un péptido que es reconocido por un anticuerpo
policlonal  anti-paperas y ademds conserva las

propiedades de hemaglutinar glébulos rojos de cobayo y
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de neuraminidasa, lo que significa que el péptido tiene
dos de las funciones importantes de la HN viral
(reconocimiento de 4cido sidlico y neuraminidasa).
Basandonos en estas evidencias proponemos que este
péptido es capaz de estimular al sistema inmune y por lo
tanto inducir la proteccién contra la infeccién del virus
de la parotiditis humana. Para cumplir con este objetivo
se llevard a cabo la estandarizacién del modelo de
infeccion del MuV en hdmster, debido a que se ha
demostrado que en muchos aspectos la patogénesis de la
infeccién del MuV en el modelo de hamster neonato es
parecida a lo que se presenta en infantes (Wolinsky et al,
1976). En este modelo se probaran diversos esquemas de
inmunizacién para asi evaluar la eficacia de la vacuna

frente al reto con el MuV.
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RESUMEN

Existe una gama diversa de enfermedades asociadas al
ganado, dentro de las cuales aparece la diarrea en la que
las principales victimas son las crias de bovinos,
porcinos, ovinos y caprinos. La infeccién por rotavirus
es la principal causa de enfermedad diarreica en
neonatos de bovinos y porcinos. A pesar de que existen
vacunas con virus atenuados o inactivados, éstas son
frecuentemente ineficientes e inseguras, pueden
contener contaminantes patégenos para los animales a
inmunizar y presentar reversiéon de la atenuacién o una
deficiente inactivacién, lo que desencadena el desarrollo
de la enfermedad. Por otro lado, en muchos casos no
contienen los genotipos presentes en la regién. Este
articulo muestra la incidencia de rotavirus en el ganado
bovino y presenta herramientas utiles para el disefo de
una vacuna veterinaria que sea eficiente en el territorio

mexicano.

DIARREA NEONATAL BOVINA

La diarrea neonatal es una enfermedad multifactorial
compleja de los terneros. Clinicamente suele presentarse desde
las 12 h posparto hasta los primeros 35 dias de vida y se
caracteriza por excreciéon de heces acuosas y profusas,

deshidratacién progresiva, acidosis y, en casos severos, muerte

en pocos dfas (Fig. 1).

Keywords: Neonatal Calf Diarrhea, Rotavirus, Virus-

like particles, Recombinant vaccine

ABSTRACT

The cattle industry is often affected by neonatal
diarrhea, mostly caused by rotavirus, of which calves,
piglets, young ovines, and goats are victims. This
disease causes serious economic losses. Although
vaccines based on attenuated or inactivated virus are
available, they often are inefficient and unsafe, as they
may revert to virulent forms, be inefficiently inactivated,
contain pathogens, or lack of the relevant genotype in
the region of interest. In Mexico, the rotavirus
genotypes relevant for bovine cattle are unknown,
which impedes the design of an efficient vaccine. This
paper reviews the importance of rotavirus in bovines,
and presents useful tools for the design of an efficient

veterinary vaccine for Mexico.

Fig. 1. Becerro muerto por diarrea
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En Latinoamérica, la diarrea neonatal de los terneros
es grave y frecuente, provocando importantes pérdidas
econémicas por morbilidad y mortalidad. La repercusién
econémica es importante ya que su elevada incidencia
(superior al 60%) implica tratamientos veterinarios,
demanda de tiempo y mano de obra. Ademas, los
porcentajes de mortalidad pueden llegar a ser
importantes (hasta el 20%), asi como el retraso en el
desarrollo corporal que manifiestan los animales
afectados (Odeodn, 2001).

Los agentes etiolégicos involucrados son variados,
siendo los virus los mds importantes. La accién de los
virus suele actuar como factor predisponente para
infecciones bacterianas secundarias. Los virus causan
destruccién y atrofia de las células intestinales,
provocando disfuncién intestinal y mala absorciéon de
nutrientes, con acumulacién de leche parcialmente
digerida en la luz intestinal y aumento de la presién
osmotica que favorece el proceso diarreico.

Entre los agentes virales, el rotavirus bovino
Grupo A se encuentra ampliamente distribuido,
habiéndose demostrado como el principal agente causal
de diarrea neonatal en ranchos de cria (Reynolds et al,
1986; Parwani et al., 19945 Saif & Ferndndez, 1996). El
diagnostico etiolégico de la diarrea neonatal bovina se
basa en la deteccion del agente en materia fecal de
terneros diarreicos y/o a partir de muestras de intestino
obtenidas en necropsias.

En un estudio realizado por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria de Argentina, INTA, se
encontré que el 44.6% de las crias enfermas estaban
afectadas por rotavirus tipo A y que éste participaba en

coinfecciones con Cryptosporium 'y Salmonella spp. (Fig. 2).

32,907 35,209

[JRotavirus EE. coli K99+

Cryptosporidium [JSalmonella spp.
[ Rotavirus + Cryptosporidium O Rotavirus + Salmonella spp.
[0 No reportado

Fig. 2. Agentes etiolégicos asociados a la diarrea neonatal bovina.
Datos tomados de: www.inta.gov.ar

ROTAVIRUS

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y posee
11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA).
Estructuralmente estd formado por dos capas proteicas
internas VP2 (102 kDa) y VP6 (44 kDa) y dos proteinas
de cépside exteriores, VP4 (88 kDa) y VP7 (38 kDa),
ademas de VP1 y VP3 que estan unidos al dsRNA (Fig.
3) (Estes, 1996).

VP4 P6
ﬁ»\

VP2
VP77~

Fig. 3. Esquema estructural del rotavirus.

Las propiedades antigénicas del rotavirus (grupo,
subgrupo y serotipo) estdn determinadas por las
proteinas de capside VP6, VP7 y VP4. La especificidad
de grupo y subgrupo estd determinada por la proteina
VP, la cual clasifica los rotavirus en siete grupos (A a
G); de éstos el grupo A es de importancia patolégica.
Los grupos A, B y C han sido aislados tanto en humanos
como en animales, pero muy pocos rotavirus de grupos
diferentes al A han podido propagarse en cultivo celular
(Shinosaki et al., 1996; Estes, 1996).

Para los rotavirus del grupo A se han definido
diferentes subgrupos (SG). Dicha clasificaciéon se basa en
la presencia o ausencia de distintos epitopes de VP6
inmunoreactivos frente a determinados anticuerpos
monoclonales. Se conocen asf el SG I, SG II, SG I+II,
SG no-I y no-II, segilin sean reactivos o no a anticuerpos
monoclonales especificos. El SG II es el mas frecuente
entre las cepas humanas mientras que el SG I es mas
frecuente entre las cepas de origen animal (Lépez et al.,
1994).

Las proteinas virales de la cépside externa VP7 y
VP4 definen los serotipos G y P, respectivamente. VP4
es una protefna sensible a proteasa, mientras que VP7 es
una glicoproteina. Asi, la clasificacién de los rotavirus es
un sistema binario que distingue distintos serotipos de
las proteinas VP7 y VP4 y son determinados por
reactividad con antisueros policlonales o monoclonales
(Estes, 1996).
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La poca disponibilidad de anticuerpos y antisueros
que reconocieran los serotipos de la proteina VP4 llevé a
la necesidad del estudio de sus propiedades basandose en
la secuencia nucleotidica del segmento 4 del genoma de
rotavirus. Asf pues, la genotipificacién es una alternativa
que se ha preferido para sustituir la serotipificacién.
Hasta la fecha, se han caracterizado 15 genotipos G y 26
genotipos P de rotavirus (Cardoso et al., 2000; Estes,
1996; Liprandi et al., 2003; Martella et al., 2003; Martella
et al, 2006; Mc Neal et al, 2005; Okada et al, 2000;
Rahman et al., 2005; Rao et al., 2000; Sereno et al., 1994).
De los 26 genotipos P conocidos, solo 16 corresponden a
serotipos conocidos. En cambio, para el caso de VP7
existe una relacién muy clara entre genotipo y serotipo.

Dentro de cada serotipo G, la homologia a nivel de
secuencias de aminodcidos es bastante alta (91-100%).
En cambio, entre cepas de diferentes serotipos es
bastante menor, llegando a encontrarse homologias
entre el 55 y 82%. En el caso del gen de VP4, el grado
de homologfa existente entre secuencias nucleotidicas
pertenecientes al mismo genotipo es superior al 89%.
(Cao et al, 1999; Estes, 1996; Gentsch et al, 1996;
Sereno et al., 1994).

La mayorfa de los genotipos de rotavirus parecen
estar restringidos entre especies, pero también se han
encontrado transmisiones inter-especies (Khamrin et al,
2006). El virus completo puede ser transferido de
animales a humanos y viceversa, pero en raras ocasiones
produce manifestaciones clinicas severas en el nuevo
huésped (Rahman et al, 2005). En el caso de rotavirus A
en bovinos, se han identificado por lo menos 10
genotipos G (G1-G4, G6-G8, G10, G11 y G15) y 5
genotipos P (P1, P5, P11, P17 y P21). De acuerdo a
informes previos, los genotipos G6 y G10 y mads
recientemente los genotipos G8, P1, P5 y P11 han sido
frecuentemente encontrados en las muestras fecales de
terneros con diarrea a través del mundo (Alfieri et al,
2004 Barreiros et al., 2004; Falcone ef al.,, 1999; Fukai et
al., 2002; Gulati et al.,, 1999; Suzuky et al, 1993; Wani et
al., 2004). Sin embargo, se desconocen cuales son los

genotipos bovinos prevalecientes en México.

GENOTIPIFICACION DE ROTAVIRUS
Estudios epidemiolégicos realizados alrededor del

mundo han demostrado que los genotipos G y P de

rotavirus bovino presentan distribuciones geograficas y
temporales diversas. De allf se deriva la importancia de
realizar una vigilancia epidemioldgica de las cepas de
rotavirus presentes en el ganado, que suministre
informacién  importante para el desarrollo e
implementacién de una vacuna de rotavirus bovino y
que sea efectiva para el ganado mexicano. A
continuacién se resumen algunas estrategias utilizadas
para genotipificacién de rotavirus bovino.

El primer paso consiste en la identificacién de
muestras donde el rotavirus tipo A se encuentre
presente. Para ello se realizan muestreo de animales con
sintomas de diarrea, cuyas edades oscilen entre las 12
horas y 85 dfas posparto. Las muestras pueden ser
obtenidas de materia fecal o a partir de muestras de
intestino extrafidas en necropsias. La deteccién de
rotavirus tipo A se realiza por diferentes metodologias,
entre las que se encuentran la hemaglutinacién con
latex, las pruebas de ELISA y los inmunoensayos

cromatograficos (Fig. 4).

Fig. 4. Dispositivo comercial para deteccién de Rotavirus A

A las muestras positivas para rotavirus tipo A se les
extrae el RNA viral utilizando métodos quimicos (fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico) o kits de extraccién de
RNA viral, los cuales utilizan columnas de silica gel para
capturar el RNA y dejar pasar los contaminantes de la
muestra. La concentraciéon de dsRNA de rotavirus puede
ser determinada por absorbancia a 260 nm y se utiliza
para cuantificar la cantidad de RNA que serd usada en el
proceso de genotipificacion.

Para identificar los genotipos G de las muestras
obtenidas en la etapa anterior, se realizan tres pasos: 1)
Transcripcion reversa del RNA genémico aislado,

utilizando un par de primers genéricos (BovoComs y
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Bov9Com3) ii) Primera amplificacién por PCR del gen
de VP7 y iii) Segunda amplificacién por PCR (Multiplex
PCR), utilizando un primer genérico (BovoComs5) y un
coctel de primers de tipificaciéon especificos (G6, G8 y
G10) (Tabla 1). Ya que los primers especificos utilizados
se localizan a diferentes distancias del extremo 5  del
gen, el tamano de los productos del segundo PCR
indican el genotipo G de cada una de las muestras
analizadas. Los tamafios de cada uno de los productos
de la segunda amplificacién se esquematizan en la Fig. 5.
Los productos amplificados deben ser identificados por

electroforesis en geles de agarosa.

Tabla 1. Primers usados para amplificar el gen
completo de VP7 y para genotipificaciéon tipo G de
rotavirus (Isegawa et al,, 1993)

Primer Secuencia del primer

Bov4Coms 5 >TTCATTATTGGGACGATTCACA< 3
Bov4Coms 5>CAACCGCAGCTGATATATCATC< 8

P1 5>TTAAATTCATCTCTTAGTTCTC< 8
Ps 5>GGCCGCATCGGATAAAGAGTCC< ¢
P11 5>TTCAGCCGTTGCGACTTC< ¢

Con3 5>TGGCTTCGCTCATATACAGACA< 8
Con2 5>ATTTCGGACCATTTATAACC < &

Con(P1) 5>CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG < 8
Con(P5) 5>GCCAGGTGTCGCATCAGAG < 3
Con(P11)  5>GGAACGTATTCTAATCCGGTG < 8

[ S — |

5 <%
0&(‘900m5 Bov9Com3
1011 pb
& ; »
< : >
G6
450 pb H
> TECPTTTTRRTAPTEREN T >
G8,
<+—¢
........ »
224 pb
G10:
B S S »
665 pb

Fig. 5. Esquema del segmento 9 del genoma de rotavirus. Se observan
las posiciones de los primers y los tamanos esperados de los productos

de la amplificacion.

Para la genotipificacién P, se realizan basicamente
los mismos tres pasos descritos para los genotipos G. Se
han reportado dos estrategias en la literatura para
genotipificacién del segmento 4 de rotavirus (Gouvea et

al., 1994; Isegawa et al, 1993) y se ha propuesto hacer

una combinacién de las dos metodologias. La primera
estrategia denominada estrategia BOV usa un juego de
primers genéricos (Bov4Coms y Bov4Com3) que
amplifica un fragmento de 856 pb del segmento 4 del
genoma de rotavirus y un juego de tres primers de
tipificaciéon para P1, P5 y P11. La segunda estrategia,
denominada estrategia CON, utiliza como primers
genéricos Con2 y Con3 y como primers de tipificacién
los primers Con(P1), Con(P5) y Con(P11) (Tabla 2). Una
tercera estrategia propuesta por nuestro grupo (HIBR)
utiliza  simultdneamente  los  primers  genéricos
Bov4Coms3 y Con3, que amplifican un segmento de 1919
pb y los primers de tipificacién de la estrategia CON.
Los productos esperados de las amplificaciones de las

tres estrategias se esquematizan en la Fig. 6.

Tabla 2. Primers usados para amplificar un fragmento
del gen de VP4 y para genotipificacién tipo P de
rotavirus (Gouvea et al., 1994, Isegawa et al., 1993)

Primer Secuencia del primer
5>TGTATGGTATTGAATATACCAC
Bov9Coms ,
<3
5>TCACATCATACAACTCTAATCT<
BovoComs "
Ge6 5>CTAGTTCCTGTGTAGAATC<S
Gs 5>CGGTTCCGGATTAGACAC<S’
G10 5>TTCAGCCGTTGCGACTTC< 8

CONFIRMACION DE RESULTADOS POR
ANALISIS DE SECUENCIAS

Para corroborar los resultados obtenidos en el
proceso de genotipificacion, los productos del multiplex
PCR de cada uno de los genotipos encontrados deben
secuenciarse para confirmar que los productos de
amplificacién correspondan al gen que se esta
analizando. El andlisis de datos de las secuencias
obtenidas se puede realizar visualizando las secuencias
con diferentes tipos de software. El paquete Chromas
(Technelysium Pty, Ltd) se encuentra disponible en
linea y puede ser utilizado para dicho fin. Para observar
homologias de secuencia se realiza un andlisis de

similitud de secuencias “BLAST” (Altschul et al, 1997).
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Fig. 6. [Esquema del segmento 4 del genoma de rotavirus. Se
observan las posiciones de los primers y los tamafos esperados de los
productos de la amplificacién.

VACUNAS CONTRA ROTAVIRUS BOVINO

Las dificultades presentadas por la aplicacién de
vacunas con genotipos no presentes en la zona radica en
que la proteccién entre genotipos puede ser deficiente o
incluso nula (www.usda.gov).

Una vez que se conocen los genotipos presentes en la
region, es posible desarrollar una vacuna ad hoc para la
zona de interés.

A pesar de que existen vacunas para rotavirus
producidas de manera tradicional, estas son
frecuentemente ineficientes e inseguras. Desde el punto
de vista de obtencién a gran escala, la produccién de
virus puede constituir un riesgo. Primero, la
infraestructura  necesaria  para  producir  virus
potencialmente patégenos es muy compleja y requiere
de un estricto control. Ademds, el producto terminado
no estd exento de riesgos, ya que existe la posibilidad de
reversiéon de los virus atenuados o de una deficiente
inactivacién, lo que puede resultar en la transmisién de
la enfermedad. Otro problema es la contaminacién con
otros virus que pueden estar presentes en el sistema de
producciéon. Un ejemplo es la contaminacién con
pestivirus, causantes de enfermedades graves en cerdos,
ovejas, vacas y cabras (Organizacién Mundial de
Sanidad Animal, www.oze.int).

En bovinos se han administrado vacunas comerciales
que contienen la cepa de rotavirus NCDV (P1, G6) a
vacas gestantes para proveer inmunidad a los terneros
recién nacidos (Barreiros et al., 2004). Aunque algunos

autores describen proteccién heterotipica, en la préctica,

la diarrea provocada por rotavirus del grupo A
ocasionalmente ocurre en terneros cuyas madres habfan
sido vacunadas. (Barreiros et al, 2004). Ademds, las
vacunas  tradicionales  puede  presentar  alta
reactogenicidad y estar asociadas a casos de
invaginacién intestinal, lo que repercute en retraso en el
desarrollo de los animales (Holland, 1990).

En la actualidad, en México se utiliza la vacuna
Scourguard® (Pfizer), la cual es utilizada en los ranchos
para la produccién de carne y leche. Esta vacuna es de
tipo multipropésito y contiene cepas inactivadas de
rotavirus, coronavirus y E. coli K99, ademas esta
formulada con toxoide de C. Perfringes tipo C y

gentamicina como conservador. (www.scourguard.com).

LAS PSEUDOPARTICULAS VIRALES (PPV)
COMO ALTERNATIVA DE VACUNACION

Las PPV han sido utilizadas para inmunizar contra
otros virus. Ensayos clinicos han demostrado que PPV
ensambladas de la proteina estructural L1 del
papilomavirus (VPH) pueden reducir la incidencia de la
infeccién del VPH y el cancer cervical (Koutsky et al,
2002; Villa et al, 2005), siendo la vacuna Gardasil®
(Merck & Co. Inc.), la primera vacuna recombinante
humana basada en pseudoparticulas virales aprobada por
la. FDA (8 de junio de 2006, http://www.
JSda.gov/bbs/topics/ NEW/2006/NEW01385.html). Otras
enfermedades que son objetivo de las vacunas basadas en
PPV incluyen gastroenteritis, hepatitis C y malaria
(Pattenden et al., 2005).

Para el caso de rotavirus, las PPV son producidas al
expresar las protefnas estructurales del virus en un
sistema recombinante, generalmente usando el sistema
células de insecto-baculovirus (CI-BV). Estudios previos
han demostrado que la estructura tridimensional de las
PPV logra una excelente respuesta inmune humoral y
celular de forma segura (Jiskoot et al., 1997). Para el caso
de PPV de rotavirus bovino se ha demostrado que los
titulos de anticuerpo que se obtienen en calostro o leche
después de vacunar a vacas prefiadas son incluso
mayores que aquellos obtenidos al vacunar con virus
inactivados (Ferndndez et al, 1998; Kim et al, 2002).
Otra ventaja adicional es que pueden obtenerse

estructuras polivalentes, que protejan simultdneamente
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contra varios genotipos, de forma versatil y sencilla

(Kim et al., 2002).

SISTEMA CELULAS DE
BACULOVIRUS (CI-BV)

La producciéon de PPV para rotavirus requiere la

INSECTO-

expresiéon simultanea de varias protefnas virales y el
complejo proceso de ensamble para formar la estructura
viral. Dentro de los sistemas mas utilizados se encuentra
el sistema células de insecto-baculovirus (CI-BV), que
consiste en infectar un cultivo de células de insecto con
un baculovirus recombinante que contenga el gen o
genes de interés, usualmente bajo el promotor polh
(Palomares et al, 2006). Este sistema tiene varias
ventajas: es un sistema eucari6tico superior altamente
productivo, capaz de producir protefnas muy similares a
las de los mamiferos, y la construccién de nuevos
vectores recombinantes es sencilla. Sin embargo, el
cultivo n vitro de células de insecto tiene limitaciones
importantes ya que las células de insecto, al igual que
otras células de eucariotes superiores, son muy fréagiles,
son sensibles a metabolitos generados en los cultivos y
tienen  requerimientos  nutricionales  complejos
(Palomares et al., 2002).

En el sistema de CI-BV es posible obtener diferentes
estructuras de PPV de rotavirus, dependiendo de las
proteinas expresadas. Estas estructuras pueden ser de
una sola capa (expresiéon de VP2) o multicapa
(VP2/VPe6, VP2/VP6/VP7, VP2/VP6/VP7/VP4)
(Crawford et al, 1994; Labbé et al, 1991), pero pueden
obtenerse estructuras incompletas o con diferente
morfologfa. Dentro de los estudios de ensamblaje, se ha
encontrado que la formacién de la primera esfera de
proteina constituida por VP2 es un paso importante para
la formacién de particulas estables. Luego, debe
ensamblarse VP6, que es indispensable para la unién de
VP7 y VP4. VP4 puede unirse a la estructura VP2/VP6
sin necesidad de VP7 y viceversa (Crawford et al, 1994).

Uno de los parametros mas determinantes en el
sistema CI-BV es la multiplicidad de infeccién (MDI) la
cual se define como el nimero de particulas infecciosas
que se adiciona por célula de insecto en el cultivo. Una
MDI de 1 ufp/cél significa que se adicioné una particula
infecciosa por cada célula de insecto del cultivo. Al

realizar manipulacién de la MDI de cada baculovirus y

hacer diferentes combinaciones de las MDI, se puede
optimizar y manipular la composiciéon de las PPV. Es
necesario coexpresar las diferentes proteinas con una
relacién estequiométrica correcta, ya que un exceso o
sobreexpresién de una o mas protefnas serfa econémica
y energéticamente ineficiente.

Estudios previos de nuestro grupo de investigaciéon
han conllevado a encontrar condiciones de expresién de
VP2 y VP6 a diferentes MDI que pueden ser utilizadas
como punto de partida para el andlisis del ensamblaje de
las PPV completas (Palomares et al., 2002; Mena, 2004;
Mena et al, 2006). Es necesario conocer el
comportamiento de VP4 y VP7 de los genotipos
escogidos, a fin de establecer los mecanismos y
condiciones adecuadas para dar una composicién y
arquitectura consistentes de las PPV de la futura
vacuna. Esta arquitectura serd el principio activo de la
vacuna que se pretende formular y la cual podra
proteger eficientemente al ganado bovino mexicano,
mejorando la calidad de vida de los animales y las

ganancias econémicas de los productores.
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RESUMEN

Considerable atencién ha recibido el uso de
metabolitos de Pseudomonas para el control de
fitopatégenos. Las bacterias pertenecientes a este género
producen una amplia variedad de metabolitos
antimicrobianos y la obtencién de éstos por métodos
biotecnolégicos estd altamente influenciada por
parametros fermentativos. En el presente trabajo se
estudié la influencia de la fuente de carbono sobre la
sintesis de dichos compuestos en Pseudomonas aeruginosa
cepa PSS. Los mejores resultados se obtuvieron con
glicerol y acido glutdmico como fuentes de carbono,
demostrando la alta influencia de este factor sobre la

produccién de metabolitos antimicrobianos.

INTRODUCCION

Actualmente la tendencia mundial es hacia la disminucién
del uso de plaguicidas quimicos, en el control de plagas y
enfermedades que atacan los cultivos agricolas; por lo que se
buscan métodos alternativos, entre los que se encuentran los
biolégicos, con el empleo de microorganismos y/o sus
metabolitos para el tratamiento de enfermedades provocadas
por fitopatégenos, con vistas a la proteccién ambiental y
aumentar la productividad en la agricultura. (Pérez, 2004
Stefanova et al,, 1995; Cook et al., 1995)

Entre los microorganismos empleados en el control
biol6gico, se destacan las especies del género Pseudomonas,
por su gran versatilidad de producir metabolitos secundarios
antimicrobianos, como: sideréforos y antibiéticos, los cuales
pertenecen a grupos de compuestos quimicamente definidos
y con funciones biolégicas especificas, contra hongos
fitopatégenos como:  Alternaria  alternata,  Phylophthora
nicoteanae, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii 'y Rhizoctonia

solani, entre otros (Alemany, 2002; De Souza et al, 2003;
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ABSTRACT

Considerable attention has received the use of
metabolites from Pseudomonas as plant pathogens
control. Bacteria belonging to the Pseudomonas genus
produce a wide diversity of antimicrobial metabolites
and its production by biotechnological methods is
strongly influenced by fermentative parameters. In this
work the influence of carbon sources over antimicrobial
metabolites synthesis by Pseudomonas aeruginosa PSS
strain, was studied. The best results were obtained with
glycerol and glutamic acid as carbon sources, which
showed a remarkable influence on antimicrobial

metabolites production.

Villa, 1999; Dufty & Défago, 1997; Stefanova et al, 1995;
Thomashow & Weller, 1998; Howie & Suslow, 1991;
Gutterson, 1990).

Estos metabolitos son producidos durante la fase
estacionaria del crecimiento microbiano y su produccién
depende de las condiciones de cultivo, siendo los parametros
nutricionales de gran importancia, reconociéndolos como la
llave para incrementar los niveles de produccién de los
metabolitos (Alemany, 2002; Frias, 2003; Dufty & Défago,
1999; Ownley et al, 1992), con el fin de obtener productos
comerciales, por lo que para lograr un proceso industrial
econémicamente factible, el medio de produccién debe ser
menos complejo y viable, con vistas a abaratar los costos de
obtencién del producto.

Dado estos antecedentes, en este trabajo se presentan
resultados del estudio de la influencia de la fuente de
carbono en la sintesis de metabolitos antimicrobianos a

partir de Pseudomonas aeruginosa cepa PSS.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados

Pseudomonas  aeruginosa cepa PSS 'y Alternaria
alternata, procedentes de la coleccién de cultivos del
Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados
de la Cana de Aztcar (ICIDCA) y del Instituto Nacional
de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV)

respectivamente.

Medios y condiciones de cultivo

P. aeruginosa cepa PSS, fue conservada por
liofilizacién y en placas de King B Agar (King et al,
1954) a 27°C, mientras que el hongo fue crecido sobre
placas de Papa Dextrosa Agar (PDA) (Difco, Detroit,
MM1) a 27-30°C.

Influencia de la fuente de carbono en la sintesis de

metabolitos antimicrobianos

Para ello se evaluaron 9 fuentes de carbono de
origenes diferentes a una concentracién de 10 g L, las
cuales se relacionan a continuacién: Glucosa, lactosa,
sacarosa, almidén, glutdmico, glicerol, maltosa, soya y
Biopla (Medio residual en la produccién de melagenina)
(Ferndndez, 1998). Como fuente de nitrégeno se emple
urea (0.85 g L!) y como fuente de fésforo el K;HPO,
(0.566 g L) (Villa, 1999). Todos los medios fueron
ajustados con NaOH (0.1N) a pH 7 al inicio de la

fermentacion.

Desarrollo del inéculo

De un cultivo de 24 h crecido sobre Placa Petri con
King B agar, se tomaron 10 colonias y se transfirieron a
un matraz de 250-mL con invaginacién que contenfa 50
mL de King B caldo, el cual se incubé en zaranda
rotatoria durante 8 h a 30°C y 175 rpm para desarrollar
las células (Villa, 1999; Frias, 1997). Finalmente se
empled como inéculo, otro matraz de igual capacidad
conteniendo 90 mL de King B caldo inoculado en una
relacién de 1:10 e incubado 18 h a 175 rpm y 30°C
(Frias, 1997).

Condiciones de Fermentacion
El inéculo fue transferido en una relacién de 1:10 a

matraces invaginados de 250-ml de capacidad que

contenfan 90 ml de los medios con las distintas fuentes a
estudiar. Se incubaron por triplicado en zaranda
rotatoria durante 24 h a 30°C pH 7 y 175 rpm (Frias,
1997).

Anélisis realizados

Crecimiento: Mediante densidad éptica a 600 nm en
espectrofotémetro OPTON PM 22

pH: Las determinaciones de pH se realizaron en pH
metro Pacitronic MV 870.

Sideréforos: Se determinaron por un método
espectrofotométrico, conociendo el coeficiente de
absorcién molar E=2000 L M-'cm™! (Villa et al., 1995).

Determinacion de aziicares por cromatografia de fase reversa
(HPLC)

Las muestras del caldo fermentado (100 mL) se
centrifugaron, filtraron e inyectaron directamente al
sistema cromatografico. Los perfiles cromatogrificos se
obtuvieron en un cromatégrafo liquido isocrético con un
detector de indice de refracciéon. Se emple6 una columna
cromatografica SUPERCOSIL LC-NH,, 5 [Im, 250 x
4.5, con una pre-columna SUPERCOSIL LC-NH,, 5 [Jm
y valvula de inyeccion RHEODYNE, con lazo de 20 L1
Como fase mévil se emple6 acetonitrilo:agua 80:20, con
flujo de 2 ml min-'. La concentracién de los azicares se
calculé mediante el programa BIOCROM por el método

estdndar externo.

Determinacion de consumo de glicerol y glutdmico

Estos compuestos se determinaron por cromatogratia
de fase reversa (HPLC), segtin la técnica desarrollada en
el ICIDCA por Villa et al. (1999).
Produccion, extraccion y actividad antifiingica del crudo

El caldo final (24 h) obtenido por fermentacién (100
mL) se centrifugé durante 20 min a 10,000 rpm. Del
sobrenadante se tomaron 8 mL y fueron llevados hasta
pH 38 con HCl 1N y extraidos 8 veces con 1.4 mL de
acetato de etilo cada vez. Se centrifugd y la fraccién
orgénica se evapor6 hasta sequedad en estufa al vacfo a
45°C para cuantificar el principio activo en base a peso
seco (mg L) (Villa, 1999).
Ensayos in vitro

Se llevaron a cabo mediante ensayos de actividad

antibiética por la técnica del envenenamiento del medio
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de cultivo en Agar Papa Dextrosa (PDA); frente al
hongo fitopatégeno A. alternata. Se determiné el por
ciento de inhibicién del crecimiento micelial comparado
con un testigo y las mediciones se realizaron a las 48 h

(Frias, 2003; Villa, 1999; Bagnasco et al., 1998).

Andlisis estadisticos

Los experimentos se realizaron por triplicado y los
datos fueron procesados por el paquete estadistico
Statgraphics Plus para Windows, versién 5.0, Copyright
by Statistical Graphics Corp.1994-2000.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la obtencién de metabolitos antimicrobianos a
partir de P. fluorescens, la fuente de carbono juega un
importante emplear en el medio en que éstas se van a
desarrollar, por lo que todo estudio relacionado con su
efecto es indispensable para la produccién de los mismos
en condiciones de cultivo (Frias, 2008; Villa et al,, 2002,
2001; Dufty & Défago, 1997; Slininger et al,, 1996).

El efecto que ejercen las diferentes fuentes de
carbono sobre el crecimiento celular y la velocidad
especifica de crecimiento de la cepa P. aeruginosa PSS, se
presentan en la Fig. 1. En la misma se observa que la
fase estacionaria se alcanza a las 8 h para los medios
glutamico y glicerol y para la glucosa a las 10 h,
mientras que los medios Biopla, soya, sacarosa, lactosa,
almidén y maltosa apenas propiciaron el crecimiento de
la cepa PSS.

3.5
3
2.5
2
1.5

D.O. 600 nm

1
0.5

0

=—@—=CGlucosa ==af==|actosa |8 24
—@— Maltosa —¥—Almidén
—O—Sacarosa —ll— Glutamico
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Fig. 1. Dindmica de crecimiento de la cepa PSS de P.
aeruginosa con las 9 fuentes de carbono evaluadas, 30°C, 175
rpm (n= 3, desviacién estdndar= 0.03).

44

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden
con los reportados por Villa (1999), Fernandez (1998) y
Frias (1997), con la misma cepa en los medios con

glucosa, glutdmico y Biopla.

Las fuentes de carbono estudiadas influyen sobre el
crecimiento de la cepa de modo diferente, alcanzando la
maxima velocidad especifica de crecimiento en el medio
con glucosa ([J= 0.3 h''), seguido de los medios
glutdmico y glicerol con una velocidad especifica de
crecimiento de [J=0.22 h' y [= 0.22 h
respectivamente). Sin embargo, sustratos como: soya,
sacarosa, lactosa, almidén, maltosa y el medio residual de
melagenina denominado Biopla (Tabla 1), reportan los

valores mds bajos (L1=0.05 h™).

Tabla 1. Resultados de la influencia de las fuentes de
carbono sobre el pH y la velocidad especifica de

crecimiento (L) en P. aeruginosa cepa PSS.

Fuentes de Carbono | pH | [I (h)
Glucosa 3.4 0.30
Lactosa 8.6 0.06
Maltosa 8.7 0.05
Almidon 8.5 0.05
Sacarosa 8.6 0.06

Glutamico 8.9 0.22
Glicerol 7.9 0.20
Soya 8.7 0.05
Biopla 8.8 0.05

Segtin el andlisis de varianza (ANOVA), las
fuentes de carbono estudiadas influyen
significativamente sobre el crecimiento celular para un
nivel de confianza del 99% (Datos no mostrados). Por su
parte, el test de Duncan evidencié la diferencia
significativa existente entre las fuentes de carbono,
destacandose los medios con glucosa, glutdmico y

glicerol para un [1=0.05 (Tabla 2).



Tabla 2. Resultados del Test de Duncan entre la

influencia de la fuente de carbono y el crecimiento

microbiano
Fuentes de Medias | Grupos
Carbono
Glucosa 2.70 A
Glutamico 2.10 B
Glicerol 1.90 B
Maltosa 1.39 C
Soya 1.39 C
Lactosa 1.8 C
Almidon 1.21 C
Sacarosa 1.12 C
Biopla 1.10 C

(n= 3) (o= 0.05) (Letras iguales no difieren significativamente)

Estos resultados indican que la cepa PSS logra un
mayor crecimiento al emplear un aztcar simple como la
glucosa, siendo facilmente asimilable por los
microorganismos, segtn el principio de economfa celular
(Fernandez, 1998).

Los niveles medio de crecimiento obtenidos con
glutdmico como fuente de carbono, se justifican al ser
convertidos los aminodcidos a [l-ceto 4acidos mediante
desaminacién oxidativa, siendo incorporados
directamente al ciclo de Krebs, asi como el glicerol se
fosforila y oxida a dihidroxiacetona fosfato, que a su vez
se isomeriza a gliceraldehido-3 fosfato, siendo éste un
compuesto intermediario que se encuentra tanto en la
via glicolitica como en la gluconeogénica (Stryer, 1995).

Por otra parte, los bajos niveles de crecimiento
obtenidos con disacdridos como fuente de carbono, asi
como el Biopla y la harina de soya, pudieran estar
relacionados con su asimilaciéon. Debido a la complejidad
de su estructura, éstos requieren de una previa hidroélisis
enzimética, llevdndolos a unidades individuales de
monosacdridos para ser transportados al interior de la
membrana citoplasmatica (Doudoroft & Palleroni, 1984).

La Fig. 2 muestra la influencia de la fuente de
carbono sobre la sintesis de metabolitos sideréforos,
donde el valor maximo alcanzado se produjo en el medio
glutamico con 800 [Imol L-!, seguido de glicerol (250

[Jmol L-'). Los niveles de produccién en las restantes

fuentes no sobrepasan los 70 [Jmol L-'. En los medios
donde se empleé lactosa, almidén, maltosa sacarosa, la
sintesis de sider6foros fue baja, coincidiendo con lo
reportado por Slininger et al. (1996) y en el que contiene
glucosa, se reporta el nivel mas bajo de produccién de
sideréforos, lo que confirma lo planteado por Villa
(1999).
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Fig. 2. Influencia de la fuente de carbono sobre la sintesis de
metabolitos sideréforos y antibiéticos en P. aeruginosa cepa
PSS a las 48 h. (n= 3, desviacién estdndar= 1.16)

El andlisis de varianza realizado a las fuentes de
carbono sobre la produccién de sideréforos muestra la
diferencia significativa para un 99% de confianza entre

los componentes (Datos no mostrados).

El test de Duncan refleja coincidencias entre grupos
como son los casos de lactosa-maltosa-Biopla-sacarosa
soya-almidén, siendo los medios glutdmico, glicerol y
glucosa los que mayor diferencias significativas

presentaron para un [J= 0.05 (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del Test de Duncan entre la
influencia de la fuente de carbono sobre la produccién de
sideréforos.

Fuentes de Medias Grupos
Carbono

Glutamico 300.0 a
Glicerol 250.0 a
Almidén 61.6 b
Soya 61.6 b
Lactosa 53.8 b
Maltosa 51.6 b
Biopla 51.6 b
Sacarosa 50.0 b
Glucosa 36.6 b

(n= 38)(a= 0.05) (Letras iguales no presentan diferencias

significativas)

Estudios realizados por Nowak-Thompson et al.
(1994), plantean que la glucosa favorece o desfavorece,
segln el metabolito a obtener. Particularmente, la cepa
PSS prefiere un combustible ficilmente fermentable
como la glucosa para su crecimiento, sin favorecer la
produccién de metabolitos sideréforos, posiblemente por
la formacién de acido glucénico (Lehninger, 1981), si
tenemos en cuenta que el pH final de la fermentacién
alcanza valores bajos (8.4), mientras que con las
restantes fuentes de carbono, se mantuvo entre 7.9 y
8.9 (Tabla 1). Otros autores plantean que la sintesis de
metabolitos antimicrobianos es sensible a pH acidos,
mostrando una pronunciada dependencia de éste
pardmetro (Diaz de Villegas, 1999; Budzikiewicz, 1997;
Torres et al, 1986 y Meyer & Abdallah, 1978). Otros
plantean que los sideréforos pueden indirectamente
estimular la  biosintesis de otros compuestos

antimicrobianos (Leeman et al., 1996).

En trabajos realizados por Slininger & Shea-Wilbur
(1995) con la cepa Pseudomonas fluorescens 2-79 se obtuvo
un rango de pH entre 7 y 8 como éptimo para el acido 1-
carboxilo fenacina en el medio glucosa con urea. Sin
embargo, en nuestro trabajo con P. aeruginosa PSS, no se
incrementa el pH como sucede con las otras fuentes,

confirmando que la cepa PSS sélo utiliza la glucosa para
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su crecimiento y como resultado del metabolismo
produce 4cido, que no inhibe el crecimiento del hongo,
por lo que no es un sustrato para obtener metabolitos
con fines fitosanitarios.

Por otra parte, estudios realizados por Dufty &
Défago (1999), plantean que la produccién de sideréforos
como el piochelin es incrementada en medios con
glucosa como fuente de carbono, asi como, el acido
salicilico por glicerol y glucosa, afirmando que la fuente
de carbono juega un papel importante en la obtencién de
dichos metabolitos. Sin embargo, en este trabajo se
obtuvieron los mejores resultados con 4dcido glutamico y
glicerol, coincidiendo ambos medios con los resultados
obtenidos en la produccién de metabolitos antibiéticos
tal como se observa en la Fig. 2, donde se llega a
alcanzar una inhibicién del crecimiento micelial del
hongo A. Alternata del 75-65% respectivamente.

Al realizar el andlisis de varianza de los resultados
(ANOVA), se comprobé que en la producciéon de
metabolitos antibidticos, influye significativamente la
fuente de carbono empleada, para un 99% de confianza
(Datos no mostrados).

Segin el test de Duncan, las fuentes de carbono
muestran diferencias significativas, donde los medios
gutdmico y glicerol, registran los mayores porcentajes
de inhibicién del crecimiento del hongo A. alternata
(Tabla 4) (Fig. 2).

Tabla 4. Resultados del Test de Duncan entre la
influencia de la fuente de carbono sobre la produccién de
metabolitos antibiéticos.

Fuentes de Medias Grupos
Carbono

Glutamico 75.8 a
Glicerol 65.5 a
Lactosa 35.8 b
Sacarosa 35.8 b
Maltosa 32.6 b
Biopla 32.6 b
Almidén 31.8 b
Soya 28.6 b
Glucosa 10.6 c

(n= 8)(a= 0.05) (Letras iguales no difieren significativamente)



Entre los factores que incrementan la produccién de
metabolitos sideréforos y antibidticos estd el suplemento
de aminodcidos al medio, encontrando que el &4cido
glutdmico es una de las fuentes de carbono més
empleadas al aportar carbono y nitrégenos al medio
(Frias, 2003; Slininger & Shea Wilbur, 1995; Casida,
1992).

En términos regulatorios, la expresiéon de genes
involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios
es positivamente controlada por el sistema de dos
componentes GacS/GacA (Heeb & Haas, 2001). Este
sistema de regulacién consiste en una proteina sensor
quinasa alrededor de la membrana (GacS) y una
proteina reguladora de la respuesta citoplasmatica
(GacA). El modelo propuesto es que GacS reconoce una
estimulacién ambiental especifica y activa a GacA
disparando la expresién del gen especifico (Pernestig et
al., 2001; Appleby et al, 1996). Muchos elementos
pueden estar involucrados en la regulacién de genes para
la biosintesis de antibidticos, formando un complejo
regulatorio en cascada, con el par gacS/gacA ejerciendo
control a alta jerarquia (Blumer & Haas, 2000; Chancey
et al., 1999; Sarniguet ef al., 1995). Se ha reportado que
las mutaciones en gacS o gacA eliminan la produccién del
2,4~diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), pioluterion (PLT),
pirrolnitrin (PRN) y fenacina (PHZ) (De Souza &
Raaijmakers, 2002).

Finalmente, es conocida la gran versatilidad
metabdlica que presenta el género Pseudomonas, que se
traduce en su capacidad de utilizar como fuente de
carbono sustratos muy variados para la produccién de
compuestos antimicrobianos, por ejemplo: trabajos
realizados por Shanahan ef al. (1993), observaron que la
sintesis del 2,4-diacetilfloroglucinol en Pseudomonas sp.
cepa F'113, fue estimulada por manitol o sacarosa, pero
no por glucosa. Otros autores plantean que la sintesis de
pioluteorin por P. fluorescens Pf-5, estd disminuida en
presencia de glucosa y en P. fluorescens HV-37°, la
produccién de oomicina estd presente cuando la glucosa
es la fuente de carbono (Kraus & Loper, 1995). Sin
embargo, Alstrom (1987) y James & Gutterson (1986),
plantearon que los microorganismos frecuentemente
prefieren una fuente de carbono especifica para la

produccién de un metabolito secundario en particular.

En este estudio con la cepa P. aeruginosa PSS, se
demostré la influencia significativa que ejerce la fuente
de carbono en la sintesis de metabolitos antimicrobianos
tales como siderdforos y antibidticos, donde los mejores
resultados fueron obtenidos con los medios glicerol y
glutamico. Todo lo cual brinda una alternativa
importante en la obtenciéon de medios de produccién de

metabolitos més econémicos.
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