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EDITORIAL

“Biotecnologiay Bioingenieria: Tiempo de decisiones y acciones”

A lo largo de los siglos, la especie a la que pertenecemos ha desarrollado distintos
métodos para asegurar su permanencia en el mundo, tal como lo conocemos al dia
de hoy. En este sentido, hemos buscado fuentes de alimento, tanto animal como
vegetal, y domesticado especies para estos fines; hemos localizado y modificado
recursos hidricos en nuestro beneficio, asi como explotado fuentes naturales de
energia y desarrollado aplicaciones para aprovechar otras originalmente no
disponibles en abundancia en nuestro entorno, entre otras acciones que han dejado
huella permanente de nuestros pasos en el planeta. Estas acciones han estado
relacionadas con importantes avances cientificos y tecnolégicos en todas las areas
del conocimiento humano, asi como han sido acompafiadas de innegables beneficios
para la gente como la disponibilidad de alimentos procesados, antibiéticos, vacunas y
otros medicamentos; ahora contamos con diversas maquinas y dispositivos
inconcebibles hace unos cuantos afos, etc. No obstante, los riesgos inherentes a
nuestras acciones al buscar la supervivencia y prevalencia de la especie han sido
importantes, asi como en algunos casos el uso de los conocimientos adquiridos han
sido muy cuestionables (v. gr. tecnologias con fines militares).

Especificamente, en cuanto a las acciones realizadas que implicaron/implican
consecuencias negativas importantes, se pueden mencionar algunos casos. Por
ejemplo, el establecimiento de asentamientos humanos ha sido frecuentemente
acompafado de deforestacion, cobertura de grandes superficies con cemento y
asfalto, uso de grandes cantidades de agua para alimentacion y servicios, y consumo
de combustibles fésiles, asi como la generaciéon de cantidades industriales de
basura, lo cual ha ocasionado un serio problema de contaminacién del agua, aire y
suelo, y contribuido al calentamiento global del planeta, de acuerdo con distintos
reportes cientificos. Por otra parte, con relacion a la produccion agricola
determinante para la autosuficiencia alimentaria, entre otros aspectos, ha existido un
abuso historico bien documentado, referente al uso de sustancias sintetizadas
guimicamente con distintos fines (v. gr. fertilizantes, herbicidas, fungicidas,
insecticidas, rodenticidas, etc.) con el fin uUltimo de garantizar altas productividades y
rendimientos en la agricultura moderna. Estas practicas también han generado una
serie de problemas, ya que diversos estudios sugieren la correlacion entre
concentraciones de los principios activos usados con la aparicion de enfermedades
en nuestra especie, dafios al medio ambiente, asi como afectacion de cadenas
alimentarias. Sobre estos Ultimos aspectos, especificamente sobre control de plagas
agricolas, una alternativa viable parece ser el llamado manejo integrado de plagas
gue a su vez combina distintas estrategias, siendo una de ellas el control bioldgico de
plagas, que se refiere al uso de enemigos naturales para controlar poblaciones de
organismos que afectan nuestros cultivos. SoOlo a través de la busqueda e
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implementacion de alternativas adecuadas y funcionales para cada problemética que
nos afecta es como podremos asegurar la permanencia de nuestra especie en
armonia con las diversas especies con las que cohabitamos en este mundo, lo cual
incluye desde organismos unicelulares microscopicos hasta los multicelulares mas
evolucionados y complejos.

Es a propdésito de estas ilustraciones generales que los biotecnélogos mexicanos
podriamos meditar una vez mas acerca de nuestro papel como integrantes de esta
sociedad: ¢Qué investigamos?, ¢Por qué y para qué investigamos lo que
investigamos?; en este sentido, ¢Qué ensefianzas dejamos a nuestros jovenes
colaboradores y futuros investigadores?, ¢Qué importancia puede tener el auténtico
trabajo en equipo?, ¢Cuales pueden ser los beneficios de los enfoques
multidisciplinarios sobre nuestros objetos de investigacion?... Cualesquiera que sean
las conclusiones de nuestras reflexiones personales o aquellas que se generen de la
discusion formal o informal sobre los aspectos aqui resaltados, en lo que
probablemente estaremos de acuerdo es que no queda mucho tiempo para encontrar
alternativas y sobre todo, para llevarlas a la practica. Por otra parte, no tenemos
duda de que contamos con las capacidades y creatividad suficientes para hacer
frente a estos retos, lo cual debemos demostrar cabalmente, a través del trabajo
coordinado con otros actores involucrados (v. gr. Sector gubernamental e inversores
privados, entre otros), ¢ O alguien lo duda?

Dr. Norberto Chavarria Hernandez

Profesor Investigador Titular

Cuerpo Académico de Biotecnologia Agroalimentaria
http://biotecnologiauaeh.sitiosprodigy.mx

Instituto de Ciencias Agropecuarias,

Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo.
E-mail: norberto@uaeh.edu.mx
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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original asi como de revisién en los campos de la
biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision por al menos dos
miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion para ser
publicados.

Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribirdn en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a
todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada lado.
Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25 paginas, escritas con un
interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de trabajos originales
y revisiones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo (h,
min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, pug), DNA, RNA y otras cominmente aceptadas en
la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que cultivan
la biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las aplicaciones de los
mismos, incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y proyectos, asi como
biotecnologia marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos, agricultura, veterinaria, enzimas y
ambiente.

Los trabajos de investigacion original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccion,
Materiales y métodos, Resultados, Discusion, Referencias y Agradecimientos. Las secciones de
Resultados y Discusion pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revisién incluiran el tema y subtemas que a juicio de los autores sean necesarios
para la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los siguientes contenidos:

1. ;/Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los
distintos campos de la biotecnologia, sus alcances y limitaciones, su historia y sus perspectivas.

2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos 0 nuevas aplicaciones de la
biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de nuevas
drogas o para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la genémica
(estudio sistematico de los genes y sus aplicaciones), la protedmica (prediccion de la expresién de
los genes en proteinas funcionales) y la fendmica (prediccién de fenotipos o conductas de los
organismos, en base a sus genes y a sus proteinas). El uso de la ingenieria genética para hacer
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ingenieria metabdlica. Los nuevos tipos de reactores bioldgicos y los fenédmenos de transporte
implicados. Los nuevos esquemas de reaccion, separacion y control en procesos biotecnoldgicos.

3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la sociedad,
con especial atencién a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccion sera dedicada a
una empresa o institucion (publica o privada) que desee difundir los logros obtenidos en algun
campo de la biotecnologia. Por ejemplo: empresas productoras de antibiéticos o productos
biolégicos, empresas de ingenieria ambiental que usen procesos biotecnolégicos, empresas
agropecuarias, forestales o de acuacultura que usen tecnologias biolégicas avanzadas, o
empresas de transformacién de alimentos que utilicen enzimas, cultivos de microorganismos, etc.
Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de bioseguridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la
biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: analisis y comentarios sobre los debates acerca del uso
de semillas transgénicas, los problemas de conservacion y explotacion de la biodiversidad
mediante la biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos campos de
la industria, los problemas de bioseguridad del uso de antibiéticos y otros productos
biotecnolégicos.

5. La educacién, la cultura y la difusidn tecnoldgica en relacion con la biotecnologia. Por ejemplo:
comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefianza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia.
También necesidades y modalidades sobre programas de extensiéon educativa para la industria,
para el publico consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la biotecnologia
(politicos, funcionarios de empresas, lideres de opinién). El uso de la informatica en la difusién de
la biotecnologia, y en general, el andlisis de necesidades, métodos y alternativas para difundir los
conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacion y el desarrollo biotecnolégicos. Por
ejemplo: Andlisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en
biotecnologia. Propuestas de nuevas formas de cooperacion entre los sectores de investigacion y
la industria biotecnoldgica. Andlisis y propuestas del uso 6ptimo de recursos humanos, financieros
0 materiales para mejorar la cooperacion o el desarrollo de la biotecnologia. En esta seccion se
dara espacio a los analisis, criticas o propuestas de los aspectos legales y fiscales que afecten e
incluso puedan mejorar el desarrollo de la biotecnologia en México. Tales como: la propiedad
industrial, el régimen fiscal de las empresas, el costo del desarrollo biotecnolégico y los subsidios
o estimulos econdmicos para el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacién original como las revisiones deberan apegarse al siguiente
formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El
titulo deberé estar centrado.
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2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de los
participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacién. En el siguiente renglén con letra italica Arial del mismo tamafio, se incluira la
direccion postal de la institucién de adscripciéon de los autores, asi como el e-mail del autor
corresponsal.

3. Se deberéa afiadir un Resumen de no mas de 250 palabras en Espafiol y un Abstract en Inglés
de tamafio similar.

4. Se incluirdn entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de
datos.
Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondrd como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se iniciara el
texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafo 10. El texto debera ser escrito con un
interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un renglén al inicio de una seccién o
subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicion en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo
de edicion, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el momento en que son
mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en la
parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como figuras.
La impresion de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro, por lo que se recomienda que
muestren un buen contraste, en especial las figuras con varias lineas. Segun el orden de aparicion
en el texto, las tablas también se numeraran con ardbigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser indicadas con
letras mindsculas en superindice. La ubicacién de las tablas sera sefialada en el texto pero se
anexaran en hojas separadas después de las Referencias.

7. La informacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacion original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo, las
referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez et al.
(2003), han demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si
la cita es es una pagina de Internet, ésta debera ponerse completa entre paréntesis directamente
en el texto donde se mencione. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de
letra del texto principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:
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Para revistas:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties, and role in
postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon Scientific
Press, Norwich.

(Capitulo de libro)

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology
(EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Para patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414,

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo.

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del
Complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptard un maximo de dos citas de este tipo.

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electrénicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.
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Para tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnoldgico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
Produccién de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional
Auténoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea. Las citas de internet,
congresos y reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de
cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y
difusién de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningln caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo
con fines no lucrativos.

Los trabajos solamente se reciben via correo electrénico en la direcciébn smbiotec@yahoo.com.mx
Al momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal, por lo que se pide
incluir una direccion de correo electrénico para este fin, asi como para mantener comunicacién
con el editor sobre la evolucion de la revision y sobre la aceptacion del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion. En esta

condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la aprobacion
del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra ser
consultado en la péagina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC
http://www.smbb.com.mx/ La publicacién en linea precedera a la publicacién impresa.
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Cultivo Monoxénico Sumergido del Nematodo Entomopatdgeno,
Steinernema carpocapsae CABAO1L, en Biorreactor airlift con

Recirculacion Interna

Gabriela Maciel-Vergara, Adriana-Inés Rodriguez-Hernandez, Norberto Chavarria-

Hernandez*

Cuerpo Académico de Biotecnologia Agroalimentaria. Centro de Investigaciones en
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del Instituto de Ciencias Agropecuarias,
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Av. Universidad km 1, Rancho
Universitario, Tulancingo de Bravo, Hidalgo. CP 43600, México.

E-mail: norberto@uaeh.edu.mx

RESUMEN

El presente articulo trata acerca del cultivo sumergido del nematodo entomopatégeno, Steinernema
carpocapsae CABAO1, aislado en el estado de Hidalgo, México, y su bacteria simbionte, Xenorhabdus
nematophila, en un biorreactor con agitacién neumatica, del tipo airlift con recirculacion interna, usando
un medio de cultivo complejo que contiene 10% (volumen/volumen, v/v) aguamiel de agave (Agave spp.),
2% vl/v aceite de maiz, 1% (peso/volumen, p/v) yema de huevo deshidratada, 0.5% p/v NaCl y 1% p/v
extracto de levadura. Se realizaron dos corridas de fermentacion, F1 y F2, expresandose las condiciones
de operacién en términos del nimero adimensional de Reynolds (Re), como indice de las condiciones
hidrodinamicas, y del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, k.a, como indicador de las
condiciones de oxigenacién imperantes durante los bioprocesos. Los experimentos comenzaron con
aproximadamente 1,000 nematodos en fase infectiva juvenil (IJ) por mililitro (ml) de medio, alcanzandose
al dia 16, 127,220 y 92,897 nematodos/ml con 99.7% y 96.5% en fase IJ, en las corridas F1 y F2,
respectivamente. Las propiedades reoldgicas de los caldos de fermentaciéon evolucionaron del
comportamiento dilatante al inicio, a casi Newtoniano al final de los experimentos, y las condiciones de
operacion cambiaron notablemente, involucrando valores del nimero Re de 80 a 4,900 y del k.a en el
intervalo de 3.1x10% a 6.4x10° s™'. La maxima concentracion de fases 1J, 126,882 por ml, fue alcanzada
en la fermentacion F1.

Palabras clave: biorreactor airlift, hidrodinamica, transferencia de oxigeno, nematodos

entomopatdgenos, biocontrol, variedades silvestres.
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ABSTRACT

The present article reports on the submerged culture of the entomopathogenic nematode,
Steinernema carpocapsae CABAO1, isolated within the state of Hidalgo, Mexico, and its symbiotic
bacterium, Xenorhabdus nematophila, in an internal-loop airlift bioreactor using a complex culture medium
containing 10% (volume/volume, v/v) agave sap from Agave spp., 2% v/v corn oil, 1% (weight/volume,
w/v) dried egg yolk, 0.5% w/v NaCl and 1% w/v yeast extract. Two fermentation runs, F1 and F2, were
carried out at operating conditions expressed in terms of the dimensionless Reynolds number (Re), as an
index of hydrodynamics, and the volumetric oxygen transfer coefficient (k,a), as an index of oxygen
transfer conditions, during the bioprocesses. Experiments initiated with 1,000 infective juvenile stage
nematodes (IJ) per millilitre (ml), approximately, and at the day 16, they achieved 127,220 and 92,897
nematodes/ml with 99.7% and 96.5% in 1J stage, corresponding to F1 and F2 runs, respectively. Culture
broth rheological properties evolved from the dilatant behaviour to nearly the Newtonian one at the end.
Also, operating conditions changed notably involving values of Re from 80 to 4,900, and k.a from 3.1 x10
t0 6.4x10°s™'. The maximum IJ concentration, 126,882 per ml, was achieved within F1 run.
Keywords: airlift bioreactor, hydrodynamics, oxygen transfer, entomopathogenic nematodes, biocontrol,

indigenous strains.

INTRODUCCION infectivas  juveniles (IJ) de nematodos

Como consecuencia del uso excesivo de entomopatégenos  (NEP) de los géneros

sustancias quimicas en la agricultura, se han
reportado efectos ecologicos negativos como
contaminacion de suelo y agua, impactos en las
cadenas alimentarias, asi como efectos sobre la
salud humana (http://www.fao.org/ag/magazine/
0205sp2test.htm;

magazine/0504sp2.htm). Particularmente, el

http://www.fao.org/ag/

abuso en el uso de sustancias con actividad
insecticida es preocupante. En este sentido, el
control biolégico ha mostrado ser una alternativa
viable para el control de un amplio nimero de
insectos plaga (Hajek, 2004). Especificamente,

el uso de las llamadas fases

BioTecnologia, Aio 2010, Vol. 14 No. 1

Steinernema y Heterorhabditis, ha mostrado ser
efectivo en ciertos sistemas agricolas para
controlar larvas de insectos plaga como
escarabajos en vifiedos y pastos (i. e,
Otiorhynchus sulcatus 'y Pachnaeus spp.;
Shapiro-llan &  Gaugler, 2002). Tanto
steinernematidos como heterorhabditidos han
establecido relaciones evolutivas simbidticas
con bacterias Gram negativas de los géneros
Xenorhabdus y Photorhabdus, respectivamente,
las cuales pueden presentar dos fenotipos,
siendo unicamente la llamada fase |, esencial

para la actividad entomopatogénica asi como
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para la reproduccién de los nematodos (Forst et
al., 1997). La bacteria es acarreada en el
intestino del 1J, el cual es el Unico estadio de
desarrollo de los NEP que puede vivir fuera del
insecto huésped y tiene la habilidad de buscar a
su presa e invadirla, liberando a su bacteria
simbionte en la hemolinfa del insecto, donde
ésta prolifera produciendo toxinas y enzimas
que son responsables de la muerte del insecto y
su bioconversion en una sopa nutritiva ideal
para el crecimiento y reproduccion de los NEP,
lo cual ocurre hasta que los nutrimentos se
agotan, momento en el que se induce una nueva
generacion de |J que abandona la carcasa del
insecto en busqueda de nuevos huéspedes
(Forst & Clarke, 2002). Por lo anterior, la
produccion masiva de fases |J de NEP es de
interés actual. En este sentido, de acuerdo con
distintos autores la mejor opcién tecnoldgica
para producir NEP es el cultivo monoxénico
sumergido usando biorreactores (Ehlers, 2001;
Chavarria-Hernandez et al., 2008) aunque los
NEP de mayor “calidad” se obtienen mediante el
cultivo in vivo. Actualmente, aunque algunas
compaiias en el mundo producen distintas
especies de NEP mediante el cultivo

monoxénico sumergido (http://www.sipweb.org/

DirectoryMCP/nematodes.htm), los resultados

obtenidos son muy variables por lo que esta
tecnologia debe ser mejorada. En particular,
para disponer de bioprocesos mas confiables
para la produccion de NEP, se requieren mas
estudios concernientes a la formulacion de
medios de cultivo, cinética del crecimiento
poblacional de los NEP, disefio de biorreactores

asi como exploracién de mejores condiciones de
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operacion. Mas aun, son escasos los estudios
relacionados con los efectos de las condiciones
hidrodinamicas y de transferencia de oxigeno
durante la produccion de NEP (Chavarria-
Hernandez et al., 2007), aunque hay algunos
reportes dedicados a otros aspectos durante su
produccion  usando  distintos tipos de
biorreactores (Pace et al., 1986; Friedman et al.,
1991; Surrey & Davies, 1996; Ehlers et al., 1998;
Strauch & Ehlers, 2000; Neves et al., 2001;
Johnigk et al., 2004).

Por otra parte, en un afan de conservar o
alterar lo menos posible la biodiversidad
existente en los distintos ecosistemas, la
practica del biocontrol de insectos plaga
mediante el uso de NEP actualmente tiende a
usar preferentemente especies de NEP
endémicos de las zonas geograficas donde
éstos serian aplicados para el biocontrol
(Campos-Herrera et al., 2007), en lugar de usar
especies exoticas aisladas de nichos ecolégicos
diferentes, que por otra parte aun continta
siendo la practica mas ampliamente usada en
muchos agrosistemas. Mas aun, se ha reportado
que el uso de especies nativas de NEP es
frecuentemente mas eficaz que el
correspondiente a especies exéticas, cuando los
especimenes han sido aplicados en igualdad de
circunstancias.

Con base en lo anterior, el presente estudio
trata sobre la produccién masiva del NEP,
Steinernema carpocapsae CABAO1 aislado en el
estado de Hidalgo, México, mediante el cultivo
monoxénico sumergido usando un biorreactor
agitado neumaticamente, del tipo airlift con

recirculacion interna a través de un cilindro
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concéntrico. Uno de los intereses principales fue
el establecer como cambian las condiciones del
proceso con el tiempo, para lo cual el nUmero de
Reynolds (Re) y el coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno (k,a), fueron tomados
como indicadores de las condiciones
hidrodinamicas y de transferencia de oxigeno
imperantes  durante las  fermentaciones,
respectivamente. Para lograr lo anterior, la
evaluacién de la viscosidad aparente (n,) del

caldo de fermentacion fue de gran importancia.

MATERIALES Y METODOS

Especimenes biolégicos

Fases |IJ de S. carpocapsae CABAO1 fueron
mantenidas en suspensiones acuosas (300,000
IJ/ml) en botellas para el cultivo de células, a
4°C y periodos de agitacion de 15 min cada 15d
para proporcionar el oxigeno requerido. Los
NEP fueron aislados de muestras de suelo de
Alcholoya, en el estado de Hidalgo, México, e
identificados por métodos de morfometria y
biologia molecular (Pérez-Santos, 2009).
X. nematophila en fase |, fue conservada en
viales de 2 ml en 25% p/v glicerol a -80°C (10°
células por vial). La bacteria simbidtica fue
aislada de cultivos en NBTA (Akhurst, 1980)
estriados con hemolinfa de larvas del ultimo
instar de Galleria mellonella previamente
infectadas con fases I|IJ de S. carpocapsae
CABAO1 (Woodring & Kaya, 1988). La bacteria
fue identificada mediante secuenciacion del
gene 16s rADN vy pruebas bioquimicas
(Martinez-Rodriguez, 2008)
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Medios de cultivo

Medio STB (Buecher & Popiel, 1989). 3% p/v
caldo de soya tripticasa y 0.5% p/v extracto de
levadura. pH 7.

Agar NBTA (Akhurst, 1980). 2.3% p/v agar
nutritivo, 0.0375% p/v azul de bromotimol y
0.004% pl/v cloruro de trifeniltetrazolio (TTC). pH
8.5.

Medio MA10 (Modificado de Islas-Lopez et
al., 2005). 10% v/v aguamiel de Agave spp., 2%
v/v aceite de maiz, 1% p/v yema de huevo
deshidratada, 0.5% p/v NaCl, 1% p/v extracto de
levadura. Se usé 0.3 ml de antiespumante A
[100% base silicén] (SIGMA-Aldrich) por cada
litro de medio. pH de 7.5.

Cultivo monoxénico sumergido de Steinernema
carpocapsae CABAO1

Un vial de conservacion de X. nematophila
se inoculd en 420 ml de medio STB y se incubd
a 150 rpm y 30°C durante 48 h. Muestras de
este cultivo fueron estriadas sobre placas de
NBTA para verificar la presencia de la fase |
bacteriana, la cual absorbe al azul de
bromotimol dando lugar a colonias azul oscuro,
mientras que la fase Il bacteriana no absorbe
este colorante, ademas de reducir al TTC dando
lugar a colonias rojas (Akhurst, 1980). El caldo-
STB fue posteriormente bombeado al biorreactor
airlift con recirculaciéon interna (Fig. 1) que
contenia 3.8 | de medio MA10 estéril. El
biorreactor fue previamente sanitizado durante
1.5 h con vapor saturado a 98°C. Luego, el

cultivo bacteriano fue incubado a 30°C con
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Fig. 1. Biorreactor airlift con recirculacion interna usado para el cultivo sumergido del nematodo
entomopatégeno, Steinernema carpocapsae CABAO1, aislado en el estado de Hidalgo, México, y su
bacteria simbionte, Xenorhabdus nematophila. El volumen de trabajo fue 4.2 | y las fermentaciones se
desarrollaron a 22°C y aireacién variable (1 a 1.5 vvm) durante 16 dias. a) Esquema del biorreactor
mostrando la seccion de flujo ascendente a través del tubo concéntrico interno, asi como la seccion de
flujo descendente a través del espacio anular entre los cilindros, creandose un patrén de flujo principal en
la direccion axial. Dimensiones principales: d4, 5.16 cm; d,, 6.25 cm; d;, 13 cm; hy, 2 cm; h,, 21 cm; h;, 54

cm. b) Fotografia del biorreactor.

aireacién de 1 volumen de aire por volumen de
medio por minuto (vvm) durante 48 h.
Trascurrido este tiempo, fases IJ de S.
carpocapsae CABAO1 fueron inoculadas hasta
una concentracion de 1,000 [J/ml
aproximadamente, cambiandose la temperatura
de proceso a 22°C con aireacion variable de 1 a
1.5 vwm hasta el final de los experimentos. Se
realizaron dos corridas de fermentacion (i. e., F1
y F2).
Concentracion de nematodos viables
(nematodos/mi)

Cada 2 d se tom6 una muestra de 10 ml de

caldo de fermentacion para determinar Ila
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concentracién de nematodos viables.
Dependiendo de la concentracion de
nematodos, las muestras de caldo de
fermentacion fueron diluidas de 10" a 10 con
solucion salina isotdnica. Muestras diluidas de
0.1 ml fueron colocadas en portaobjetos
excavados para la cuenta de NEP bajo el
microscopio de campo claro (aumentos, 40% y
100%). Los NEP moviles o inmdviles pero de
aspecto “normal” fueron considerados como

viables.
Propiedades reolégicas.

Cada 4 d se tom6é 30 ml de caldo para

determinar las propiedades reolégicas de los
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caldos de fermentacion. Estas fueron evaluadas
en un redmetro de esfuerzos controlados AR-
2000 TA Instruments usando la geometria vane
rotor. Las muestras fueron sometidas a cizalla
de 50 a 600 s (tanto en sentido ascendente
como descendente para eliminar posibles
dependencias con el tiempo) a 25°C durante un
periodo acumulado de 37 min. El
comportamiento reologico fue descrito con el

modelo de Ostwald-de Waele (Ecuacion 1)

donde t (Pa) es el esfuerzo de cizalla, y (s'1) es

la cizalla, y K (Pa-s") y n (adimensional) son los
indices de consistencia y comportamiento al

flujo, respectivamente.
. n
T= K(}/] (1)

Determinacion de la viscosidad aparente del
caldo de fermentacién, n, (Pa-s)
Primero, las componentes de velocidad en el

reactor fueron consideradas como vy=v,=0 y

v, #0. Luego, el valor promedio de y (i. e., 7 a)

fue estimado de acuerdo con lo siguiente:

a) Seccion de ascenso (sa). La velocidad
superficial del gas fue estimada con la Ecuacion
2, donde Q es el flujo de aire (I/s) y Ass €s el

area transversal al flujo (20.91 cm?)

(o) o,
(Asj @

El valor ¥ .. fue determinado con la Ecuacion

3, si vsg20.04 m/s, o la Ecuacion 4, si ve<0.04
m/s (Li et al., 1995)
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Y, . =5000-v, (3

Vo = 5000-v§; (4)

b) Seccion de descenso (sd). En esta seccion

del sistema, el valor y s fue estimado con la

Ecuacion 5 (Al-Masry & Al-Ahmed, 2005) la cual
considera el valor v¢4 de la seccion de ascenso,
la razoén de areas transversales al flujo (Asg/Asa)
(siendo As=6.40 cm® y A,=20.91 cm?) vy la

altura de la seccion de descenso (hgg=35.3 cm).

-0.14
Y., = 4800~vsgl'86(1+A5dJ (h )"

Aa
(5)
Una vez contando con los valores de cizalla
promedio por seccién, los correspondientes
valores de viscosidad aparente fueron

determinados con la Ecuacion 6.

. n-1
Ma = K(J/ a) (6)

Determinacién de las condiciones
hidrodinamicas durante las fermentaciones

El numero de Reynolds (Re) fue usado como
un indice de las condiciones hidrodinamicas
imperantes y fue calculado con la Ecuacién 7,
donde Dy es el didmetro hidraulico igual a 4Ry,
siendo Ry el radio hidraulico igual a la razén
(area transversal al flujo)/(perimetro mojado)

(Tilton, 1999).

_ Dyvp
Ma

Re (7)
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Se consider6 la densidad del caldo de
fermentacion como p=1,000 kg/m3.
a) Seccion de ascenso. En esta seccion, el valor
de Re fue determinado considerando la
velocidad v igual a veg (m/s).
b) Seccion de descenso. Aqui, el numero Re fue
calculado usando la velocidad promedio de
descenso v=Q/A,, la cual fue estimada
considerando que el gas inyectado “bombea”
aproximadamente un flujo volumétrico de medio
de cultivo similar a Q, el cual luego de
desgasificarse cuando abandona la zona de
ascenso, se mueve hacia la base del reactor a

través del anulo.

Estimacioén de las condiciones de oxigenacion
durante las fermentaciones

El coeficiente volumétrico de transferencia
de oxigeno, ka, fue considerado como un indice
de la eficiencia de oxigenacion lograda durante
los bioprocesos y fue estimado mediante la
Ecuacion 8 (Li et al, 1995). Los valores
empleados de vg4 fueron a su vez determinados
mediante las Ecuaciones 3 o0 4, segun

correspondiese.

k.a=0.0343-v,"'p, " (8)

RESULTADOS Y DISCUSION

En principio, durante el desarrollo de las
fermentaciones, X. nematophila, permanecio
principalmente en fase I, lo cual fue sugerido por
el desarrollo abundante de colonias azules al
crecer en NBTA. Sin embargo, a partir del dia 8,

el crecimiento de colonias rojas se incrementd
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gradualmente sugiriendo un cambio bacteriano a
la fase Il (Akhurst, 1980). Por otra parte, la Fig. 2
presenta el aspecto exhibido por distintos
estadios de desarrollo de los nematodos durante

las fermentaciones

Fig. 2 Fotografias de campo claro de distintos
estadios de desarrollo de Steinernema
carpocapsae CABAO1, durante su cultivo
sumergido en presencia de su simbionte
bacteriano, Xenorhabdus nematophila, en un
biorreactor airlift con recirculaciéon interna. a)
Hembra adulta de primera generacion a t=4 d
(longitud, 3,800 um; 40x); b) Macho adulto de
primera generacion a t=4 d (longitud, 1,600 um;
100x); c) juvenil de primera etapa a t=4 d
(longitud, 200 um; 400x); d) juvenil de segunda
etapa a t=6 d (longitud, 320 um; 200x); e)
hembra adulta de segunda generacién a t=12 d
(longitud, 1,200 pm; 40x%); f) fases infectivas
juveniles a t=8 d (longitud, 630 um; 40x%)

Evolucion de la concentracion de nematodos
Las Figuras 3a y 3b presentan la evolucion
de las concentraciones de nematodos totales y
de fases IJ durante las corridas realizadas en el
presente  trabajo. Las  correspondientes
concentraciones iniciales fueron 1,330 [|J/ml
(Desviacion estandar, DE=63) y 1,064 [J/ml

(DE=146), para las corridas F1 y F2,
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respectivamente. Por otra parte, la maxima
concentracion total de NEP de 127,220 por ml
(DE=16,330) con 99.7% IJ al final (126,882

IJ/ml) se alcanzd en el experimento F1. Los

108 T T T

resultados correspondientes al experimento F2
fueron 92,897 NEP/ml (DE=24,061) con 96.5%
IJ (i.e., 89,667 1J/ml). Este es el primer

105 =

104 |-

10°¢

102 T T T

10° |- t)

104 |=

Concentracion de nematodos, C (individuos/ml)

10%

102 —

8

10 12 14 16 18

Tiempo (d)

Fig. 3 Evolucién de las concentraciones del total de nematodos viables (cuadros) y de fases infectivas
juveniles (triangulos) durante el cultivo sumergido de Steinernema carpocapsae CABAO1 y su bacteria
simbidtica, Xenorhabdus nematophila, en un biorreactor airlift con recirculacion interna. a) Corrida F1; b)
corrida F2. Las barras de error representan la desviaciéon estandar de 3 conteos independientes.

reporte sobre la propagacion masiva de
steinernematidos aislados en México, mediante
el uso de biorreactores del tipo airlift con

recirculacion interna. De hecho, existen pocos

BioTecnologia, Aio 2010, Vol. 14 No. 1

reportes acerca de la produccién de
steinernematidos usando biorreactores agitados
Chavarria-

neumaticamente.  Anteriormente,

Hernandez et al. (2007) reportaron la produccion
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de hasta 193,140 IJ/ml trabajando con S.
carpocapsae All mediante el uso de un
biorreactor airlift con recirculaciéon interna a
través de tubos internos modificados. Pace et al.
(1986) y Friedman et al. (1991) usaron tanques
agitados mecanicamente para la produccion de
NEP, pero desprovistos de sus impulsores para
que funcionasen como columnas burbujeadoras,
de tal manera que lograron concentraciones de
90,000 IJ/ml y 95,000 IJ/ml al propagar S. feltiae
y Neoaplectana (=Steinernema) carpocapsae,
respectivamente. Por otra parte, en la
propagacion de S. carpocapsae-Az 20, estirpe
aislada en las Azores, Portugal, Neves et al.
(2001) obtuvieron de 38,000 a 64,000 IJ/ml
mediante el uso de un biorreactor airlift de 1 |

con recirculacion externa.

Cambios en el comportamiento reoldgico de los
caldos de fermentacion

En principio, se observaron cambios
importantes en las propiedades reoldgicas de
los caldos de fermentacion (Fig. 4a), que
involucraron cambios en la viscosidad aparente
(na) de 2 mPas al inicio de los cultivos, hasta 12
mPas a los 16 dias de las fermentaciones. Por
otra parte, el comportamiento de los caldos de
fermentacion fue no Newtoniano (i.e., viscosidad
variable dependiente de las condiciones de
deformacion), evolucionando especificamente
del comportamiento dilatante al inicio, hasta
cercano al comportamiento Newtoniano al final
de los experimentos. Anteriormente, con
relaciéon a las propiedades reoldgicas de caldos
de fermentacién durante la produccion de

nematodos entomopatégenos, soélo se contaba
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con los reportes de Young et al. (1998) quienes

reportaron el comportamiento pseudoplastico

Viscosidad, 1, (Pa s)

10000

Numero de Reynolds, Re (adimensional)

0.0055 4

0.0050 4

0.0045 4

0.0040 4

Coeficiente k, a (s™)

0.0035 4

0.0030 4

0.0025

Tiempo (d)

Fig. 4. Cultivo sumergido de Steinernema
carpocapsae CABAO1 y su bacteria simbidtica,
Xenorhabdus nematophila, en un biorreactor
airlift con recirculacién interna. Evoluciones de:
a) viscosidad aparente (n,) del caldo de
fermentacion; b) condiciones hidrodinamicas en
términos del numero de Reynolds (Re), y c)
condiciones de oxigenacion en términos del
coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno (k.a). Clave: simbolos negros, corrida
F1; simbolos blancos, corrida F2; seccion de
ascenso, 4 ; seccion de descenso, V.
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durante la produccién de S. feltiae, y los
reportes de Chavarria-Hernandez et al. (2003,
2007) quienes determinaron tanto los
comportamientos dilatante como pseudoplastico
durante la produccion de S. carpocapsae All al
propagarlo en matraz agitado orbitalmente asi
como en biorreactor airlifft con recirculaciéon
interna, usando medios de cultivo relativamente
similares a los empleados en el presente
estudio. Por otra parte, en los trabajos
mencionados se emplearon distintas geometrias
para la evaluacion reolégica (Cilindros
concéntricos: Young et al., 1998, y Chavarria-
Hernandez et al., 2003; impulsor helicoidal:
Chavarria-Hernandez et al., 2007; impulsor de
paletas vane rotfor. presente trabajo) lo que
pudiese tener alguna relacién con la variabilidad
entre los resultados mencionados, ademas de
los posibles efectos causados por usar medios
de cultivo distintos, especimenes bioldgicos
distintos asi como sistemas de fermentacion

diferentes.

Cambios en las condiciones hidrodinamicas
durante las fermentaciones

Con relacion a las condiciones
hidrodinamicas existentes durante el desarrollo
de las fermentaciones para producir S.
carpocapsae CABAO1, éstas implicaron
menores valores del nUmero de Reynolds en la
seccion de ascenso (150 < Re (adimensional) <
1,320) que lo determinado en la seccion de
descenso (80 < Re (adimensional) < 4,900) (Fig.
4b), y fueron notablemente mayores que lo
reportado por Chavarria-Hernandez et al. (2007)

al producir S. carpocapsae All en un sistema
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relativamente similar al usado en el presente
trabajo (i.e., standard draft tube airlift bioreactor)
tanto en la zona de ascenso (19 < Re
(adimensional) < 425) como en la de descenso
(3 < Re (adimensional) < 129) en el trabajo
mencionado. Lo anterior puede tener
implicaciones  interesantes. = Cuando las
condiciones hidrodinamicas tienden hacia la
laminaridad (i.e., involucrando menores valores
de Re) el proceso de apareamiento de los
nematodos se puede ver favorecido (recordar
que los adultos machos y hembras de
steinernematidos deben copular para
reproducirse). En este sentido, un incremento
del numero Re como consecuencia de la mayor
prevalencia de las fuerzas inerciales por sobre
las fuerzas viscosas durante el mezclado en el
biorreactor airlift, podrian traducirse en una
disminucién de la eficiencia del apareamiento
entre steinernematidos, originandose a su vez
una disminucioén de la productividad de fases IJ
lograda durante estos procesos. Esto parece
tener relacion con el hecho de que en el
presente trabajo, partiendo aproximadamente de
1,000 NEP/ml se lograron producir de 90,000 a
130,000 S. carpocapsae CABAO1-NEP/mI,
mientras que Chavarria-Hernandez et al. (2007),
usando un sistema relativamente similar al aqui
reportado pero propagando S. carpocapsae All,
lograron producir 207,000 individuos/ml en
condiciones de operacion que involucraron
menores numeros de Reynolds que los
calculados para los experimentos reportados en
este trabajo, como vya fue mencionado
anteriormente. Otros autores también han

sugerido la influencia de las condiciones
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hidrodinamicas en la reproduccion de
steinernematidos, como Neves et al. (2001)
quienes durante la produccion de S
carpocapsae Az 20 sugirieron que el
apareamiento de nematodos puede ser
favorecido a través de la creaciéon de una zona
de baja velocidad del fluido lo cual puede
generar mejores oportunidades para el
apareamiento, tomando en cuenta |las
diferencias de densidades entre hembras vy
machos reportadas por estos autores.
Desafortunadamente en la literatura relacionada
se cuenta con muy pocos reportes sobre la
produccion de NEP mediante biorreactores, que
involucren un seguimiento de los cambios en las
condiciones hidrodinamicas y sus posibles
implicaciones en la productividad de fases IJ.
Por lo tanto, son escasas las comparaciones de
los resultados aqui presentados con otros

trabajos.

Cambios en las condiciones de transferencia de
oxigeno durante las fermentaciones

Por otra parte, la Fig. 4c muestra la
evolucién de las condiciones de transferencia de
oxigeno durante las fermentaciones
desarrolladas en la presente investigacion. La
eficiencia de oxigenacioén fue expresada en base
al coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno, kia, el cual fue calculado para la
seccién de ascenso en el biorreactor airlift. Los
valores de k a determinados se ubicaron en el
intervalo de 3.1x10° s™ a 6.4x10° s los cuales
estan en concordancia con lo previamente
reportado durante la produccién de S.

carpocapsae All en biorreactor airlift (i.e.,
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2.8x10" s a 0.0447 s, Chavarria-Hernandez
et al.,, 2007). Mehrnia et al. (2005) reportaron
valores de k.a en el intervalo de 0.004 s'a0.03
s al experimentar con mezclas de
queroseno/agua y diesel/agua en un biorreactor
airlift con tubo concéntrico involucrando valores
de v¢g de 0.01 m/s a 0.075 m/s.

Para realizar un balance de oxigeno
conveniente durante la produccion de NEP, es
deseable contar con datos acerca de la
demanda especifica de oxigeno de los NEP y
como ésta puede cambiar con el estadio de
desarrollo; no obstante, no existen datos
publicados sobre esto, excepto para fases IJ de
algunos especimenes y en condiciones
diferentes a las imperantes durante Ia
produccion en biorreactores. En este sentido,
Lindegren et al. (1986) reportaron la rapidez de
respiracion de fases IJ de S. feltiae a distintas
temperaturas de almacenamiento.

Por ofra parte, los resultados aqui
presentados solo pueden ser comparados con
muy pocos reportes ya que las implicaciones de
las condiciones de oxigenacion han sido
escasamente exploradas durante la produccion
de nematodos entomopatdgenos con potencial

aplicacion en el biocontrol de plagas.

CONCLUSIONES
Fue posible lograr la propagacién masiva del

nematodo entomopatdgeno, Steinernema
carpocapsae CABAO1, aislado en el estado de
Hidalgo, México, usando un biorreactor tipo airlift
con recirculacion interna, logrando
concentraciones de 127,000 IJ/ml en procesos

de 16 dias de duracion. Por otra parte, fue
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posible determinar la evolucién de las
condiciones hidrodinamicas imperantes durante
las fermentaciones, asi como estimar la
correspondiente a las condiciones de
transferencia de oxigeno, destacandose que la
reproduccion de nematodos fue posible aun
cuando se alcanzaron condiciones de franca
turbulencia en algunas zonas dentro del
biorreactor, de acuerdo con los valores
calculados para el numero de Reynolds. Esto es
de gran importancia ya que abre la posibilidad
de optimizar las condiciones de proceso para
maximizar  productividades de NEP en
biorreactores airlift, usando enfoques de
ingenieria basica. Ademas, este estudio muestra
que es posible lograr la produccion masiva de
nematodos entomopatéogenos aislados en
México, con potencial aplicacion para el
biocontrol de insectos plaga y asi contribuir al

acceso hacia una agricultura sustentable.
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RESUMEN

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta biotecnolégica muy util para el
diagnéstico de bacterias o virus de dificil cultivo in vitro. El objetivo del estudio es reafirmar la efectividad
de dicha técnica en el diagnéstico de Helicobacter pylori (Hp), en este caso en placa dental y su relacion
especifica con afecciones gastricas, ademas difundir los beneficios y futuras aplicaciones en el area de
la odontologia. En consecuencia, se realizé una investigacién tipo descriptivo de disefio no experimental y
transversal; para el cual se seleccion6 una muestra de setenta (71) individuos que presentaban
sintomatologia a nivel gastrico. A cada paciente se le tom6é muestra de placa dental de la region
subgingival y se llevd a un tubo Eppendorf. Del ADN de las bacterias presentes en placa dental se
amplificé el gen ureC para identificar el microorganismo a través de PCR. De las 71 muestras
examinadas, 18
(25.35%) resultaron positivas para el ADN de Hp. Se evidencio la coincidencia entre los resultados
positivos y los pacientes con reflujo gastroesofagico, y ademas se logré estandarizar la técnica de PCR
en la deteccién de H. pylori en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo.

Palabras clave: Reaccion en Cadena de Polimerasa, Helicobacter pylori, placa dental

ABSTRACT
The polymerase chain reaction (PCR) is a useful biotechnological tool for the diagnosis of viruses or
bacteria difficult to culture in vitro. The study's objective is to reaffirm the effectiveness of this technique in

the diagnosis of Helicobacter pylori (Hp), in this case in dental plaque, and its specific relationship with
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gastric symptoms, further spreading the benefits and future applications in the field of dentistry.

Consequently, a descriptive, non-experimental and transversal investigation was conducted using a

sample of seventy one (71) individuals who had symptoms at the gastric level. Each patient sample was

taken from dental plaque in the subgingival region and put in an Eppendorf tube. The ureC gene was

amplified via PCR from the bacterial DNA in dental plaque to identify the organism. Of the 71 samples

examined, 18 (25.35%) were positive for Hp DNA. There was agreement between positive results and

patients with gastroesophageal reflux, and the standardization of the PCR technique for detecting H. pylori

in the Faculty of Dentistry, University of Carabobo was successful.

Keywords: PCR, Helicobacter pylori, dental plaque

INTRODUCCION
La reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR) es

biotecnolégica cuya finalidad es la amplificacién

considerada una técnica

o reproduccién in vitro de un nimero de copias
de una region especifica de ADN, en este caso
bacteriano, para su respectiva evaluacion. La
mencionada técnica es de gran utilidad en una
variedad de campos, incluidas la biologia
molecular, la biotecnologia, la genética, la
epidemiologia, las ciencias forestales, las
ciencias forenses, la  microbiologia, el
diagnéstico de enfermedades infecciosas, entre
otras, es decir con multiples ventajas que se
mencionan a continuacién:

e La técnica de PCR ha demostrado ser
muy util en el diagndstico de virus,
parasitos y bacterias de dificil cultivo;
porque ofrece un diagndstico confiable,
mas rapido y menos laborioso que los
cultivos normales de este tipo de
microorganismos.

e La secuencia especifica de interés no
necesita estar aislada del resto de su
genoma, pero una vez completada su

reproduccion, esta puede ser separada
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del resto del ADN por medio de
electroforesis en geles de agarosa.

La cantidad de material que hace falta
para el inicio de la reaccidon es muy
pequefia y solo es necesario la cantidad
de ADN contenida en una sola célula,
esto le ofrece una alta sensibilidad a la
prueba.

La reaccion de PCR es llevada
completamente in vitro y requiere para
su desarrollo de los elementos
siguientes: 2 oligonucleétidos sintéticos
0 cebadores (primers), que deben ser
complementarios a la region de interés y
generalmente unicos para el
microorganismo de estudio, lo que
proporciona la alta especificidad; una
enzima termoestable, Taq polimerasa,
proveniente de la bacteria Thermus
aquaticus y 4 desoxyribonucleétidos
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

Este procedimiento, permite obtener una
duplicacion exponencial de la secuencia
de interés por medio de 3 pasos
fundamentales en un proceso ciclico; es

decir, cada ciclo consta de un proceso
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de desnaturalizacion (95°C) que permite
la apertura de las dobles cadenas; luego
viene seguido por un proceso de
anillamiento (40-65°C), que consiste en
la uniébn o el apareamiento de los
oligonucledtidos o cebadores que se
encuentran en la mezcla de reaccién
con los extremos 3" de la secuencia
especifica del ADN, formando una unién
ayudada por enlaces ionicos (primers y
hebra de ADN); en donde la enzima Taq
polimerasa se pueda unir y comenzar en
presencia de los 4 nucleétidos trifosfatos
con la tercera etapa que es la fase de
sintesis (72°C), la cual se refiere al
copiado del templado que se van
uniendo por enlaces ibénicos dando
como resultado una nueva molécula del
fragmento de ADN de interés en este
caso de Helicobacter pilory (hp) (Premoli
et al., 2004)

En este sentido, Leontiodys en el 2000
refiere que Hp es un bacilo Gram-negativo, de
forma espiral y con gran motilidad conferida por
sus flagelos, responsable del 90% de las
gastritis cronicas, 85-90% de las ulceras
duodenales, 70-75% de las ulceras gastricas; y
por estar asociado con la evolucién de
metaplasia a céancer gastrico. En 1994 fue
clasificado por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), como carcinégeno tipo |I.
Adicionalmente, se ha asociado de manera
concluyente a distintas formas de gastritis,
ulcera péptica de estomago y duodeno,

adenocarcinoma gastrico y linfoma gastrico de
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bajo grado, originado en tejido linfoide asociado
a la mucosa. Por ende, dicho microorganismo
esta vinculado a la alta incidencia mundial de las
patologias mencionadas con un promedio de Hp
del 60%, siendo una de las infecciones humanas
mas diseminadas a nivel mundial (Kabris, 2004);
Asi, dicho autor ha mencionado el posible
contagio por via oral, ya que la saliva representa
una via potencial de transmision del
microorganismo y por tanto pudiera ser
encontrada también, en surco gingival o en
placa dental (Dowsett et al., 1999).

Bajo esta premisa, Manson & Eley (1993)
afirman que la placa dental constituye un
reservorio de reinfecciones postratamiento. Por
tal motivo, diversos autores se han abocado a
estudiar la presencia de dicho microorganismo
en la cavidad bucal. Asi, la presencia del Hp a
nivel dental ocurre inmediatamente después de
una limpieza dental, restauraciones y protesis,
donde se deposita una fina capa de
glucoproteinas salivales sobre la superficie
dental, adhiriéndose firmemente y
posteriormente es colonizada por bacterias. En
pocas horas, algunas especies de Streptococcus
y, posteriormente, de Actinomyces se adhieren a
la pelicula, dando inicio asi a la etapa de
colonizacion microbiana y a la formacion de la
placa dental. Posteriormente, otros
microorganismos se establecen sobre los que ya
se encuentran, incrementando el espesor de la
placa dental y del nimero de microorganismos,
por multiplicacién y por agregacién bacteriana.
Al mismo tiempo, surge la formacion de la matriz
de la placa, que ayuda a mantener estable la

comunidad de microorganismos que conforman
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en si la estructura de la misma entre los cuales
se encuentra Hp. Debido a esto se han originado
diversos estudios, con el objeto de aislar esta
bacteria en restauraciones, protesis y superficies
dentales, utilizando metodologias tradicionales
de cultivo o bien por el método de la PCR, la
cual se basa en la amplificacion de una
secuencia de ADN bacteriano para constatar la
presencia del microorganismo. Dicho aspecto es

de suma relevancia para el desarrollo del

presente estudio, cuyo objetivo es reafirmar la
efectividad de dicha técnica en el
diagnostico de Hp, en este caso en placa
dental y su relacion especifica con
afecciones gastricas, ademas de difundir los
beneficios y futuras aplicaciones en el area

de la odontologia

MATERIALES Y METODOS

Se presenta un estudio enmarcado dentro
de un disefio no experimental, transeccional y de
campo, cuya muestra fue de setenta y un (71)
pacientes seleccionados utilizando como
criterios de inclusién utilizados pacientes
mayores de 35 afios, con sintomas
gastrointestinales 'y sin tratamiento con
antibioticos; al menos durante tres meses
previos a la toma de muestra. Se informo a cada
paciente el propdsito del estudio y previo
consentimiento para su participacion en el
mismo, todos estos aspectos en base a las
normas de bioética que protegen a los seres
humanos. Una vez finalizada esta fase se

procedio de la siguiente forma:
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Toma de la muestra.

Para la toma de muestra se utilizé una
cureta de Gracey Hu-friedy removiendo Ila
misma de la region subgingival e interdental de
la placa dental. La muestra se llevd a un tubo
Eppendorf conteniendo 50 pl de solucién salina
al 0.9% y se congel6 a -20°C, hasta la posterior

extraccion del ADN bacteriano.

Centrifugado.
Previa a la extraccion de ADN, se
descongelaron las muestras y se sometieron a

centrifugacién a 7000 rpm durante 10 min.

Extraccion del ADN bacteriano de la placa dental

Se descart6é el sobrenadante y se inicio la
extraccion de ADN con el kit Wizard Genomic
DNA Purification de Promega, para lo cual al
pellet se le agregd 600 pl de solucién de lisis
nuclear e incub6o 5 min a 80°C; se descarto el
sobrenadante, se llevo a temperatura ambiente y
se agregd 3 pl de RNasa e incubd durante 40
min a 37°C. Seguidamente se afiadio 50 ul de
solucion precipitante de proteinas (proteinasa K,
a concentracion de 2 ug/ul); y se incubd en
hielo durante 5 min; se centrifugé 13000 rpm por
3 min; se transfirié el sobrenadante a otro tubo
Eppendorf, se centrifugd, se descartdé el
sobrenadante y se precipito el ADN anadiendo
600 ul de etanol al 70%, después se centrifugo,
se descarté el sobrenadante y se rehidraté el
ADN con 60 pl de agua libre de nucleasas.
Seguidamente, se determind la concentracion de
ADN, colocando en un tubo Eppendorf 72 ul de
agua libre de nucleasas + 8 uL del ADN (dilucion
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1:10). Esta mezcla se llevo al espectrofotémetro
Gene Quant y se obtuvo la concentracién en
ng/ul, y se ajust6 a 110 ng/ul, a partir de
absorbancias de 260 y 280.

Deteccion de Hp con Reaccion en Cadena de la
Polimerasa.

La preparacion de la mezcla se realizé en
campana de flujo laminar, previa limpieza con
etanol al 70% y aplicacion de UV durante 15

min, utilizando cebadores del gen ureC, cuyas

secuencias son Forward: 5-
GGATAAGCTTTTAGGGGTGT TAGGGG- 3" vy
Reverse: 5- GCTTACTTTC

TAACACTAACGCGC-3’, los cuales amplifican
un fragmento de 294 pares de bases del gen. Es
de hacer notar, que para la mezcla de reaccién
se us6 el kit GoTaq Gren Master Mix de
Promega, el cual es una solucién que contiene:
tag DNA polimerasa, desoxinucledtidos a una
concentracion de 400 uM, cloruro de magnesio a
3 mM de concentracién y buffer a pH 8.5.
Adicionalmente a esto, fue usada la cepa
bacteriana de Hp 26695, como control positivo.
En este sentido, para un protocolo de 25 L de
volumen final en cada tubo de reaccién, se
requirié de 12.5 puL de Gotaq Gren master Mix a
una concentracion final de 1X; 0.25 uL de
primers positivo directo y 0.25 yL de primers
reverso a una concentracion final de 0.1 pmol/pl
cada uno; 11.5 L de agua libre de nucleasas y

0.5 uL de ADN que quedd a una concentracion
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final de 2.2 ng/uL. Luego, en el termociclador
marca

MJ Research, se programo el equipo con un
ciclo de: 95°C por 5 min; treinta y cinco ciclos
de 95°C por 1 min, 56°C por 1 min y 72°C por 1
min. Obtenido el producto amplificado de PCR.

Electroforesis y captura de imagen.

Para observar la calidad del producto se
realizo electroforesis en gel de agarosa al 2%
durante 90 min a 70 voltios y se expuso a luz
ultravioleta para evidenciar las bandas
cromosomicas amplificadas. Finalmente, se
capturd y documentd la imagen para el analisis
pertinente, utilizando el transiluminador UVP,
modelo M-15, el cual esta incorporado al

sistema de fotodocumentacion Photo Doc-It.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Dia a dia, se hace evidente la discrepancia
de resultados reflejados por diversos autores en
lo que a Hp se refiere, ya que, existen estudios
con una alta prevalencia de positividad a
diferencia de otros que muestran escasos
resultados positivos. En lo referente al presente
estudio, de las setenta y un (71) muestras
examinadas, 18 (25.35%) resultaron positivas
para el gen ureC de Hp, tal como se observa en
la Tabla 1, lo que corroboraria lo antes expuesto
por otros autores en lo referente a las

posibilidades de reinfeccion del microorganismo.
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Tabla 1 Resultado de la expresion del gen ureC de Hp en placa dental

Pacientes Cantidad Porcentual
Positivos 18 25.35
Negativos 53 74.64
Total 71 100

Por ende, se evidencia la sensibilidad y
especificidad del método de PCR en la
identificacion de esta bacteria en placa dental.
Este aspecto concuerda con el reporte de Song
et al. (2000), quienes lo consideran el método de
eleccién para detectar ADN de Hp en la cavidad
bucal; al igual que Brooks et al., (2004) los
cuales detectaron ADN de Hp partiendo de
concentraciones minimas de placa dental.

Ademas de esto, con el presente estudio se
evidencié que 13 de los 18 pacientes positivos
para Hp, también presentaban reflujo
gastroesofagico. Confirmando estos resultados,
Perrone & Berroteran (1999) afirman que la
presencia de este microorganismo en la cavidad
bucal surge como una consecuencia de dicho
reflujo, es decir, como miembro de una
microbiota transitoria, que se convierte en un
microorganismo permanente de la cavidad
bucal. Estos aspectos, confirman la estrecha
relacion existente entre la infeccion por Hp y el
desarrollo de enfermedades gastrointestinales,
este aspecto resalta la sugerencia de que la
placa dental y la saliva pueden ser responsables
para la transmisién de la bacteria y posiblemente
funciona como via de reinfeccién después de la
terapia de erradicaciéon. Dicho aspecto, fue

mencionado por segunda vez por los mismos
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autores en el afio 2006. En este sentido,
Martinez & Noa (2009), refieren que Hp es una
bacteria que coloniza e infecta la mucosa del
epitelio gastrico del hombre, condicionando la
aparicién de una gastritis que puede evolucionar
hacia ulcera péptica, adenocarcinoma gastrico o
linfoma tipo MALT. En otros casos, la infeccion
se presenta de forma silente. Dichos autores
mencionan la presencia de Hp en pacientes con
gastritis y en otros con mucosa sana que
acudieron a la Consulta de Endoscopia, del
Hospital Clinicoquirargico "Hermanos
Ameijeiras", por desérdenes en las vias del
tracto digestivo superior. Asi, Martinez & Noa
(2009) estudiaron 50 pacientes, de ellos 30
tenian gastritis erosiva y 20 la mucosa sana,
confirmado histolégicamente. Se detecté Hp por
amplificacion de un fragmento del gen Urec A en
el 90% de los casos con gastritis erosiva y el 75
% de los sujetos con mucosa sana mediante
PCR. Por ende, llegan a la conclusién que la
infeccion por Hp es tan elevada en los pacientes
con gastritis como en aquellos con mucosa
gastrica sana, lo cual pudiera tener relaciéon con
la colonizacién de dicho microorganismo en
placa dental.

En este orden de ideas, Nguyen et al. (1995)

agregan que la deteccion de Hp en placa dental
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indica que la colonizacién de esta bacteria no se
limita a la mucosa gastrica y que el nicho bucal
puede servir como una posible fuente de
reinfeccion de la mucosa gastrica.

Bajo esta perspectiva, diversos autores se
han abocado a estudiar la presencia de Hp en
placa dental, entre ellos Perrone & Berroteran
(1999) que exponen en su publicacion, que de
las 69 muestras de placa dental evaluadas, solo
una (1.4 %) fue positiva para la amplificacion del
gen ureC; en discrepancia con este estudio.
Mientras Jang-Jih et al. (1999) obtuvieron un
36% de resultados positivos utilizando cinco
métodos para la deteccion de Hp por PCR.

Profundizando en este tema, el mismo autor,

1000 pb
750 pb
500 pb
300 pb
150 pb

50 pb

estudio la presencia de Hp en la placa dental
supragingival de molares, premolares e incisivos
de 20 pacientes. Dichos autores, evidenciaron
que todas las muestras fueron positivas para el
ADN de Hp, llegando asi a la conclusion de que
la placa dental realmente actua como reservorio
de esta bacteria y advierten que los ensayos con
PCR demuestran ser un método muy sensible y
especifico. Por lo tanto, lo consideran el método
de eleccién para detectar el ADN de Hp en la
cavidad bucal. A diferencia de dichos autores, el
presente estudio evidencia la presencia de dicho
microorganismo en algunas muestras de placa

dental lo cual se aprecia en las figuras 1 y 2.

Figura 1 Imagen donde se aprecia el marcador de peso molecular (linea 1), el control negativo (linea 2),
el control positivo (linea 3) y cinco muestras con resultado negativo (linea 4, 5, 6, 7 y 8).
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Figura 2.Imagen donde se aprecia el marcador de peso molecular (linea 1), control negativo (linea 2),
control positivo (linea 3), dos resultados positivos (linea 5y 7) y tres resultados negativos (linea 4, 6 y 8)

Cheng et al. (1996) refieren que aun cuando
la placa dental presenta una microbiota bastante
compleja, podria actuar como uno de los
principales reservorios de Hp y posiblemente
desempefia un papel importante en la
instauracion de la infeccion periodontal vy
gastrica. Por tal motivo, se han relacionado
varias condiciones bucales que predisponen a la

presencia del microorganismo en la placa dental.

BioTecnologia, Afio 2010, Vol. 14 No. 1

Entre los mas nombrados figuran el uso de
prétesis dental y la frecuencia de tratamiento
odontoldgico. Dicho aspecto fue estudiado en la
presente investigacién observandose que de los
71 pacientes estudiados y referidos en la Tabla
1, 9 eran portadores de prétesis dental y todos
presentaron positividad para Hp (Fig. 3 y 4).
Dicho aspecto fue confirmado por Hirchl et al.

(1994) que refiere que pacientes que reciben
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Fig. 3.. Imagen donde se aprecia el marcador de peso molecular (linea 1), control negativo (linea 2),

control positivo (linea 3), un resultado positivo (linea 6) los cuales son portadores de protesis dental y tres
resultados negativos (linea 4, 5y 8)
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500 pb
300 pb

150 pb

50 pb

Fig. 4. Imagen donde se aprecia el marcador de peso molecular (linea 1), control negativo (linea 2),
control positivo (linea 3), dos resultados positivos (paciente portador de prétesis dental, linea 5y 8) y tres
resultados negativos, pacientes no presentan prétesis dental (linea 4,6y 7)
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tratamiento odontoldgico presentan niveles mas
bajos de seropositividad para Hp, mientras
aquellos portadores de protesis dental
permanente presentan niveles mas altos
demostrados por lo la técnica de PCR.

No obstante, debido a la gran variabilidad
genética del Hp demostrada por estudios de
genotipificacion y secuenciacion, la mayoria de
las investigaciones basadas en PCR, se han
dirigido hacia la identificacion de algunos genes
especificos, dentro del cual destacan el vacA, el
cagA 'y el ureC; sin embargo, cabe destacar que
el gen ureC que expresa para una
fosfoglucosamin mutasa (GImM), la cual es
esencial y exclusiva en el genoma del Hp para
su crecimiento constituye el gen mas empleado
para realizar el diagnostico, reportandose
buenos valores de sensibilidad y especificidad
(Perrone et al., 2006),. De esta manera, los
referidos antecedentes marcaron las pautas
fundamentales para realizar esta investigacion,
con la finalidad de determinar la presencia de Hp
en placa dental a través de PCR con la
utilizacion del gen ureC empleado para un buen
diagnostico.

Por otra parte, Scarano et al. (2005) en la
Universidad Central de Venezuela, opinan que la
presencia de lesion en la mucosa gastrica
favorece la proliferacion de Hp en el medio y
consecuentemente aumenta la colonizacion de
la mucosa gastrica por el patégeno y refiere
ademas que la infeccidon de la mucosa gastrica
por Hp frecuentemente ocurre con presencia
simultanea del patégeno en la placa dental.
Dicha hipétesis llamé la atencion, pues pudo

confirmarse a través del presente estudio donde

BioTecnologia, Aio 2010, Vol. 14 No. 1

el 100% de los pacientes con sintomas de reflujo
gastroesofagico arrojaron resultados positivos
en cuanto a Hp se refiere. En contraparte, en
otro estudio el mismo afo, resulté que 100%
(n=48) de los pacientes presentaron positividad
para Hp en placa dental, independientemente de
la presencia de lesién en la mucosa gastrica
(Jang-jih et al., 1999).

CONCLUSIONES.

Los resultados presentados en este trabajo
revelan la importancia de la aplicacién del
método de PCR en placa dental, el cual, podria
servir como recurso auxiliar de diagnostico en la
infeccion por Hp en pacientes con gastropatias.
En este sentido, diversos autores afirman que la
deteccion de dicho microorganismo en placa
dental, indica que la colonizaciéon del mismo no
se limita a la mucosa gastrica y que el nicho
bucal podria servir como posible fuente de re
infecciébn para la misma. Dicho aspecto se
evidencia a nivel medico; por el fracaso de
tratamientos erradicadores, lo cual es justificado
con una posible resistencia bacteriana de Hp
ante el antimicrobiano indicado. Por otro lado,
cabe resaltar, que existe mayor predisposicion
de positividad de Hp en pacientes portadores de
protesis, en este caso protesis fija, ya que las
mismas pueden actuar como nicho para el
microorganismo antes mencionado. A través del
estudio se logré estandarizar y demostrar la
eficiencia de la metodologia de PCR en la
deteccion de Hp en muestras proveniente de
placa dental, en UNIMPA de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Carabobo.
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RECOMENDACIONES.

Existe la necesidad de profundizar las
investigaciones enfocadas en la detecciéon del
Hp en placa dental, para poder determinar asi la
aplicacion de la técnica PCR como recurso
auxiliar de diagnostico de Hp en pacientes con

gastropatias.
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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson constituye un reto para numerosos cientificos que en la actualidad buscan
encontrar un tratamiento que sea capaz de detener la progresiébn de éste debilitante proceso
neurodegenerativo. Las estrategias utilizadas al momento para curar el padecimiento se han visto
empafadas por resultados ambiguos. El reciente desarrollo de bionanomateriales que promueven la
reparacion, proteccion y regeneracion neuronal representan no solo una posibilidad terapéutica para esta
enfermedad; si no que consolidan el trabajo cientifico interdisciplinario que es donde reside el futuro de la
ciencia.

Palabras clave: Neuroproteccion, Enfermedad de Parkinson, Bionanotecnologia.

ABSTRACT

Parkinson’s disease constitutes a challenge for many scientists who are nowadays searching for a
treatment to stop the progression of the neurodegenerative process. Current strategies to find a curative
treatment have been discouraged because of ambiguous results. Bionanotechnology and the recent
development of bionanomaterials that promote neural repair, protection and regeneration, represent not
only a therapeutic possibility for the treatment of this disease, they will also consolidate the interdisciplinary
scientific work, which is where the future of science resides.

Keywords: Neuroprotection, Parkinson’s disease, Bionanotechnology

INTRODUCCION personas que sufran de éste mal se duplique en

La enfermedad de Parkinson (EP) es el los préximos 10 a 15 afios debido al incremento
segundo padecimiento neurodegenerativo mas de la poblacion en el estrato de los adultos
frecuente después del Alzheimer (Nussbaum & mayores. Segun datos del Instituto Nacional de
Ellis, 2003), afecta aproximadamente a 1.5 Neurologia en México, 50 de cada 100,000
millones de norteamericanos y cerca de 500,000 habitantes la padecerdn (Gonzalez—Torres &
nuevos casos se reportan anualmente (De Lau & Armendéariz—Borunda, 2005). Tiene mayor
Breteler, 2006). Se espera que el namero de prevalencia en hombres y se presenta en sujetos
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activaran las endonucleasas que producen una

de todas las razas y grupos étnicos, aunque se
ha demostrado que la poblacion de raza hispana
y raza blanca son mas propensos a padecerla.
Los sintomas de la EP estan asociados con la
degeneracion 'y  muerte de  neuronas
dopaminérgicas localizadas en la pars compacta
de la sustantia nigra (SNpc) y esta caracterizada
por cuatro signos cardinales: temblor, rigidez
muscular, bradicinesia (lentitud en el movimiento)
y alteraciones de la postura (Jankovic, 2008).
Este trastorno aun no tiene cura, ya que se
desconoce la causa que genera la muerte
neuronal. Sin embargo, se tienen pruebas
suficientes para admitir que la
neurodegeneracion progresiva esta relacionada
a una serie de mecanismos en los que se
encuentran involucrados anomalias
mitocondriales, estrés oxidativo, aminoacidos
excitadores y el incremento de calcio (Ca*")
intracitoplasmatico  (Youdim y col.,, 2006:
Schapira, 2008; Palacino y col., 2004), el
problema radica en que resulta incierto si éstos
mecanismos son primarios o secundarios. Dado
lo anterior, la nocién de neuroproteccion aparece
como una necesidad de obtener el resguardo de
las neuronas dopaminérgicas situadas en la SNc

para impedir su degeneracion progresiva.

MUERTE DE LA NEURONA

El andlisis de la muerte neuronal necesita de
la distinciébn entre apoptosis y necrosis, ya que
aunque son procesos que finalizan con el cese
de la vida celular, tienen rumbos diferentes que
es necesario conocer e identificar. En el proceso
de la muerte por apoptosis, un componente clave
es la mitocondria, en la que los cambios de
permeabilidad en sus membranas provocan la

activacion de las caspasas; éstas enzimas
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condensacion y fragmentacién de la cromatina
nuclear, pero la membrana celular se conserva
integra aunque con un aspecto de tipo globuloso.
La mitocondria se encuentra bajo la accion
equilibrada entre elemento antiapoptésicos (Bcly,
Bcl-2, Bcl-x;, A-1, bFGF, GDGF, NT 4/5, etc.) y
elementos proapoptésicos (Bad, Bak, Bik, Bax,
HrK, y Mtd/Bok). Gracias a este equilibrio se
mantiene protegido el factor Apaf-1, pero cuando
se pierde como consecuencia de una sefial
intracelular o extracelular, éste queda libre y
consigue la activacion de la cadena de las
caspasas. Existen también ligandos especificos
que activan una familia de receptores de
membrana que tienen el “dominio de muerte”,
cuya activaciéon facilitara la accion de Apaf-1
sobre la cadena de caspasas (Bredesen, 1995).
La sucesion de eventos que se presentan en
la necrosis comienza con la ausencia de oxigeno
(02), gue provoca una fuerte caida del potencial
de membrana neuronal debido a cambios en la
conduccion de potasio (K"). Esto origina la
liberacion del neurotransmisor glutamato (Glu),
que al activar los receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) provoca la apertura de canales de calcio
(Ca2+). Lo anterior genera: 1. Imposibilitar la
funcién mitocondrial haciendo descender los
niveles de adenosin-trifosfato (ATP), afectando
varios procesos mediados por Ca* que son
ATP-dependientes; 2.

concentraciones citoplasmaticas de radicales

Aumentar las

libres de oxigeno (O%); y 3. Activar enzimas Ca*'-
dependientes del tipo fosfolipasas (PLD, PLA,,
etc.), que originan mensajeros de heterogénea
categoria y funcion (cinasas, leucotrienos y acido
araquidonico). También es estimulada la enzima

oxido nitrico sintetasa (NOS) con la consiguiente
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acumulacion de oxido nitrico (NO) y su

contribucién a la produccion de mas radicales
libres. Estas variaciones  neuroquimicas
producen edema, destruccién de los organelos
intracelulares, pérdida de continuidad de
membranas externas con la consecuente
expulsién del contenido interno y reacciones
inflamatorias (Goldstein & Kroemer, 2006).

Los dos tipos de muerte celular pueden
coexistir y se ha demostrado que la aparicién de
uno u otro depende de la eficacia del estimulo
desencadenante; es decir, la calidad del estimulo
no es factor obligatoriamente condicionante del
tipo de muerte celular que aparece. Existen otros
factores que también influyen, un ejemplo
caracteristico es la isquemia cerebral, en la que
la proporcion de apoptosis y de necrosis vienen
determinadas por la intensidad y duracion de la
agresioén tisular, asi como la localizacién del
tejido. En la zona isquémica nuclear las
neuronas mueren mas rapidamente por efecto de
necrosis; mientras que en la zona de penumbra,
la muerte celular aparece mas tardiamente por
apoptosis. Sin embargo, es habitual que en el
striatum impere la apoptosis (Nicotera & Leist,
1997).

La duracion de los estimulos nocivos, su
intensidad y la especificidad de las neuronas
dafiadas son factores que establecen el tipo de
respuesta que lleva a la muerte. En este sentido
hay que destacar la riqueza de los factores de
proteccion o “antimuerte” que pueden existir en
un sitio determinado, como son: sistemas
depuradores de radicales libres (superdxido
dismutasa, glutation, etc.), intensidad y eficiencia
de sistemas transportadores de Ca’*, proteinas
fijadoras de Ca?*, inhibidores intracelulares de

proteasas, etc. Con la finalidad de elaborar
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estrategias que puedan regular estos sistemas,
no debe extrafiarnos el que haya irrumpido con

fuerza el término de tratamiento neuroprotector.

TRATAMIENTO ANTIOXIDANTE

En estudios de investigacién realizados con
cultivos de neuronas dopaminérgicas se ha
comprobado que la dopamina (DA) es
generadora de estrés oxidativo (Gille y col.,
2006); de la misma manera se ha demostrado en
estudios post mortem de pacientes con EP que
la SNpc se encuentra en un estado de estrés
oxidativo y que la lesidon causada por radicales
libres favorece a la patogenia de la muerte
celular. Son bien conocidas dos vias que pueden
generar radicales libres muy citotéxicos (Figura
1): a) la propia DA, por medio de su metabolismo
oxidativo por monoamino-oxidasa tipo B (MAO-
B) o de su autooxidacion (Finberg y col., 2000), y
b) la via del radical libre oxido nitrico (NO), que
puede convertirse en peroxinitrito (ONOO’) en
presencia de O% (Iravani y col., 2002). La DA
puede generar peréxido de hidrégeno (H,O,) por
dos vias: metabolismo oxidativo o por
autooxidacién. El H,O, es un elemento oxidante
pero ademas, en combinacién con hierro (Fe®"),
forma el radical hidroxilo libre (OH), uno de los
radicales mas citotéxicos (Chen y col., 2002). En
circunstancias normales el glutation reducido
(GSH), neutraliza el H,O,, pero si su produccion
esta aumentada o los niveles de GSH estan
disminuidos, se desequilibra la reaccién
produciendo neurotoxicidad. En la Fig. 1 se
muestra como el radical NO interactia con el
superoéxido o> para formar ONOO’, que es
protonado y genera el radical hidroxilo (OH). El
ONOO’ produce la nitraciébn de moléculas de

tirosina que pueden modificar la fosforilacion de
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| Monocaminooxidasa (MAO)

. DA+0,+H,0"% 34-DHPA + NH, + H,0,
Il. DA+0, —s SQO°+ 00+ H*
DA+ °0-, + 2H* — SQ° + H,0,
lll. H,0,+2GSH —» GSSG + 2H,0
IV. H,0, + Fe*2—» OHo + OH- + Fe*3

Oxido nitrico sintetasa (NOS)

I. Arginina %% Citrulina + NO®°

1. °02+ NO° _, ONOO"
lll. ONOO" +H" — ONOOH
V. ONOOH —> OH®+ NO,?

HO jij/\,NHz
HO

A

Fig. 1. Reacciones oxidativas que se llevan acabo en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra
pars compacta, donde se generan radicales libres muy citotdxicos. A. Estructura quimica de la Dopamina

(DA). B. Férmula quimica de la arginina.

receptores de tirosina kinasa (Trk), con los que
habrian de interactuar las neurotrofinas (NT). Lo
anterior se ha definido por un aumento de
nitrotirosina en el ndcleo de los cuerpos de Lewy
en la sustancia negra de pacientes con EP. La
eficacia de la selegilina como antioxidante ha
sido evidenciada en ensayos clinicos realizados
en pacientes. La selegilina inhibe la MAO-B e
incrementa la concentracion de DA cerebral, por
lo tanto, disminuye la capacidad de generar
H,O,; esto es, podria actuar de manera
simultdnea como farmaco que restituye la falta
de DA y como protector frente a la accién de
agentes oxidantes (Dewey, 2004). Es posible
gue cumpla otras acciones ademas de inhibir la

MAO-B, ya que su accién neuroprotectora se ha
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revelado en sistemas neuronales en los que no
hay MAO-B ni DA. Su
desmetildeprenilo (Mytilineou y col.,1997; Ju y

metabolito

col., 1994), puede inhibir la serie de reacciones
que producen apoptosis mediante la induccion
de eventos transcripcionales que favorecen la
sintesis de nuevas proteinas; concretamente, se
ha demostrado su capacidad de alterar la
expresion de diversos genes implicados en la
apoptosis (SOD, bcl-2, bclxl, NOS y c-jun) (Beal,
1996). Por lo que a su accién antioxidante se
podria afiadir una accion antiapoptosica.

En los pacientes con EP se ha demostrado
incremento de hierro, en su forma ferrosa, que
tiene la capacidad de originar radicales libres en

la sustancia negra y reduccién de su principal
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(Ebselen) o por técnicas de ingenieria genética

proteina fijadora, la ferritina, que lo mantiene en
una forma estable (Griffiths y col., 1999; Kienzi y
col.,, 1999). El agente quelante del hierro, la
desferoxamina, no pasa bien la barrera
hematoencefalica por lo que es complicado que
pueda manifestar un buen efecto clinico.

La fenilbutilnitrona y los salicilatos reaccionan
con radicales OH, a los que atrapan. Se han
iniciado con ellos ensayos clinicos para ver su
posible accién preventiva en la evolucion de la
enfermedad. Por (ltimo, se esta4 estudiando la
posibilidad de incrementar los niveles de GSH
gue pueden estar disminuidos en la sustancia
negra de estos pacientes, ello se puede
conseguir con farmacos que sean andalogos

como el 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-uno

que induzcan su sintesis (Moussaoui y col.,
2000).

FACTORES NEUROTROFICOS

La eliminacion de los factores de crecimiento
en los medios de cultivo de neuronas
dopaminérgicas induce apoptosis, mientras que
la adicion del factor de crecimiento derivado del
hueso (BDNF), factor de crecimiento derivado de
la glia (GDNF), neurotrofinas 4/5, el factor de
crecimiento de fibroblasto tipo a y b (FGF-a y
FGF-b), y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF)  favorecen su supervivencia y

diferenciaciéon neuronal (Tabla 1) (Apfel, 1997).

Tabla 1. Factores de crecimiento de utilizacion posible, como agentes neuroprotectores en la EP.

Factores Neurotroficos: Efectos protectores en neuronas
dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta

| . Factor de crecimiento derivado de la glia (GDNF): in vivo e in vitro
Il. Factor de crecimiento de transformacion tipo 2 y p3 (TGF 2 vy 33): in vivo

e in vitro

lll. Factor de crecimiento derivado del hueso (BGNF): in vifro
IV. Factor de crecimiento de fibroblasto tipo a y b (FGF a y b): in vitro
V. Factor de crecimiento epidérmico (EGF): in vitro

El GDNF es el factor que ha mostrado tener
una accion protectora sobre  neuronas
dopaminérgicas en varios modelos
experimentales in vivo de EP (Gash y col., 1996).
De hecho, el GDNF se produce en el cuerpo
estriado, por lo que se considera un factor de
crecimiento de las neuronas dopaminérgicas.
También los factores de crecimiento de

transformacion B2 y B3 (TGF-p2 y el TGF-B3) se
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expresan en mesencéfalo y mejoran las
condiciones para el crecimiento y supervivencia
de las neuronas trasplantadas en este sitio en
animales de experimentacion (Tabla 1)
(Commissiong y col., 1997). La dificultad radica
en el modo de lograr que dichos factores de
crecimiento se liberen de forma continua, util y

practica.

41



Articulos

BIONANOTECNOLOGIA APLICADA A LA
ENFERMEDAD DE PARKINSON

La dificultad que representa el lograr

concentraciones estables de medicamentos en el
tejido cerebral o incluso lograr que atraviesen la
barrera hematoencefdlica, ha representado un
serio obstaculo a superar para el tratamiento de
la EP. Por lo anterior es necesario el desarrollar
medios a través de los cuales estos fines puedan
ser alcanzados.

El campo de la ingenieria biomédica en
conjuncién con las ciencias de la salud, ha
llevado a cabo investigacion para el desarrollo de
biomateriales que sean capaces de permitir y
aumentar la entrega de medicamentos dirigida a
sitios especificos asi como mantenerlos en
concentraciones constantes, para tener los
efectos deseados. Lo anterior ha permitido la
creacion de la bionanotecnologia que se encarga
de la formacion, identificacion y aplicacion de
biomateriales a escala nanométrica; que estan
siendo utilizados para regeneracion y reparacion
del tejido neuronal en combinaciéon con el
implante de células madre para potenciar y/o
favorecer la detencion del proceso degenerativo
(Orive y col., 2009).

Para el desarrollo de materiales
neuroprotectores es necesario comprender los
mecanismos moleculares por los cuales ocurre la
muerte celular, ya que lo que se busca al
elaborar dichos sistemas es reducir el proceso
inflamatorio, la excitotoxicidad generada por el
Glu o el desbalance de Ca”, intervenir en el
cese de la cascada apoptética o algunas otras
causas secundarias de muerte por agresiones
intra o extracelulares.

Entre los materiales potencialmente utilizables

para lograr estos cometidos se encuentran
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polimeros que son capaces de encapsular
medicamentos o] proteinas, secuencias
peptidicas ancladas a estructuras que permitan
presentar eficazmente las sefiales a las células,
micelas o microcapsulas con la habilidad de
contener medicamentos o células productoras de
factores de crecimiento que favorezcan procesos
regenerativos y nanofibras que por su estructura
provean soporte mecénico y sefializacién intensa
a las células vecinas.

En el caso de la EP el abordaje
biotecnoldgico mas exitoso al momento ha sido
la implantacion de microesferas cargadas de
GDNF en el cuerpo estriado de ratas lesionado
con 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Posterior a la
intervenciéon fue observada la recuperacién
funcional, crecimiento de fibras tirosina-
hidroxilasa positivas (TH") y reaparicion de los
transportadores de dopamina. Sin embargo, tras
el seguimiento de la evolucion de las ratas, se
hicieron evidentes recaidas en la funcién motora,
probablemente debidas al agotamiento de GDNF
y la degradacién de las microesferas (Deierborg
y col., 2008).

Estudios aun no publicados por Rivera y col., que
se llevan a cabo con la insercién de nanofibras
que presentan péptidos bioactivos en su
superficie y que promueven la elongacién de
dendritas y axones (mediante la activacion del
receptor Bl de integrinas), en un modelo de
deplecion aguda de dopamina, ha demostrado
promover la recuperacion funcional (Fig. 2). Sin
embargo, hubo variaciones relevantes en las
conductas de los individuos tratados. En
referencia a ello, puede deberse a la estabilidad
mecanica del complejo, su tiempo de
degradacion, la calidad de la sefializacién o las

interacciones desconocidas que pueda tener con
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Fig. 2. Efecto neuroprotector observado en la sustancia negra pars compacta de un ratén con deplecién
severa de dopamina tras la inyeccioén intracerebral de un nanomaterial bioactivo derivado de la laminina.
A. Tincion de Nissl de la sustancia negra pars compacta de un ratén tratado con reserpina a razon de 5
mg kg™, intraperitoneal por 5 dias consecutivos, lo que produce un déficit severo de dopamina cerebral,
una disminucién en la sinapsis glutamatérgicas y en las espinas de las neuronas estriatopalidas medias
(134x). B. Después de 30 dias de la administracién del bionanomaterial, se observa una recuperaciéon de

la region de estudio (134x).

receptores celulares, enzimas o]
neurotransmisores.

Otro abordaje que resulta interesante y que
involucra la produccién constante de GDNF
dentro del parénquima cerebral, es la insercién
de virus por disefio con ADN recombinante que
sean capaces de transferir genes in situ y asi
lograr la estabilidad de liberacién del compuesto,
gque no puede alcanzado las

ser con
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microesferas o bombas de infusidn externas. Sin
embargo, el riesgo de utilizarlos es que pueden
desencadenar una reaccion inmunolégica severa
y asi comprometer el resultado terapéutico que

se espera (Tabla 2).

CONCLUSION
La comprensién de los principios basicos del
funcionamiento  biolégico permitira a los
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Tabla 2. Eficacia de diferentes vectores transportadores de GDNF (lentivirus, adeno-virus asociados y

adenovirus) para inducir la tirosina hidroxilasa (TH) en el mesencéfalo de diferentes modelos animales de
EP.

Virus Tiempo Especie Tipo de lesién  Eficacia Duracion Toxicidad Referencia

GCélulas TH+ da la expresion

Lantivirus 1 semana previa  Rata

MFE axotomia 100% incr. 1 semana A Deglon y col. (2000)
2 semanas previas Raton  Estriatal 6-0HDA  100% incr. MA MNA Bensadoun y cal. {2000}
1 semana previa Rata Esfriatal -0HDA  128% incr. 4 semanas NA Rosenblad y col. (2000)
Adeno-virug 1 semana previa Rata MPF+ Mo cambio 1semana  Ninguna Eberhardt y col. (2000}
ascciades 3 semanas previas Rata Estriatal 6-OHDA  73% incr. 10 semanas NA Mandel y col. (1997}
15 min después de  Rata Estriatal 6-0HDA  B0% incr. 2 semanas A Mandel y col. (1999)
la lesign
Adenovirus 1 semana previa Rata Estriatal 6-0HDA  200% incr. 7 semanas  Minguna  Choi-Lundberg y col. {1957}
1 semana previa Ratavieja Estriatal 6-OHDA  86% incr. Gsemanas Toxicicidad Connory col. (1998)

del vector

dedicados a la ingenieria biomédica desarrollar

mecanismos de neuroproteccion que Beal MF (1996) Therapeutic effects of nitric oxide

eventualmente tendrian un potencial terapéutico. synthesis inhibition in neuronal injury. In:

Debera tomarse en cuenta que la elaboracién de Neurodegeneration and Neuroprotection in

bionanomateriales que sean aptos para tratar o
prevenir la EP debe cumplir los siguientes
requisitos: ser hiocompatible, biodegradable,
guimica y mecanicamente estable, no toéxico,
maleable y controlable. Creemos que el camino
que se presenta frente a nosotros, depara
grandes retos para poder lograr los efectos
neuroprotectores deseados para la EP.
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