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EDITORIAL

En la actualidad, la biotecnologia es parte de nuestras vidas. Lo que comemos, lo que bebemos,
con lo que nos curamos e, incluso, las nuevas energias, utilizan bioprocesos para obtener o
generar de los organismos vivos lo que necesitamos en nuestra cotidianidad. Desde la antigtiedad,
la biotecnologia ha permitido al ser humano incrementar los volimenes de produccidn, mejorar
las caracteristicas nutricionales de sus productos vegetales y animales, asi como mejorar las
caracteristicas sensoriales y organolépticas de los alimentos procesados. El desarrollo de estos
bioprocesos ha tenido como resultado la mejora de la calidad de vida y el aseguramiento
alimentario para las generaciones futuras.

En este nimero de Tlamati Sabiduria se presentan trabajos originales y revisiones cientificas,

dedicados al quehacer biotecnol6gico con aplicaciones cotidianas en el area agroalimentaria, la
salud y el ambiente.

Dr. Carlos Ortufio Pineda
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Resumen

Las infecciones fecales-orales persisten en un contexto de alta vulnerabilidad, en donde las fuentes de
abastecimiento de agua para consumo humano no son monitoreadas y no reciben tratamiento. El uso de
insumos bioldgicos para el tratamiento de agua que permitan su purificacion, que se puedan producir
localmente ofrece diversas ventajas. Entre estas ventajas se encuentran, la reduccion de costos, la
disminucién en la generacion de subproductos, y una mayor biodegradabilidad, ademas de que no generan
una dependencia tecnoldgica. Entre los principales desafios que se perciben en el tratamiento de agua en
comunidades rurales, esta la eliminacién de compuestos orgéanicos e inorganicos. En este sentido, Moringa
oleifera, se caracteriza por ser un coagulante natural, resultado de la presencia de saponinas, flavonoides,
esteroides, terpenoides, fenoles y triterpenoides en su estructura vegetal. Esto permite que las caracteristicas
de los extractos y de las muestras en sélido de M. oleifera, presenten actividad antibacteriana tanto para
gramnegativos como para grampositivos, permitiendo la reduccion de patdgenos en agua para consumo
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humano. En consecuencia, esta contribucion tiene como objetivo, promover el fortalecimiento de las
instituciones comunitarias y los procesos de autogestion en comunidades rurales, haciendo accesible
informacién de utilidad. ElI uso de coagulantes biolégicos como Moringa oleifera, podria tener una
aplicacién que permita mejorar las caracteristicas para el consumo humano contribuyendo al cumplimiento
del Derecho Humano al Agua.

Palabras clave: Coagulantes naturales, Coloides hidrofobicos, Actividad antimicrobiana

Abstract

Fecal-oral infections persist in a high context of vulnerability, where sources of water supply for human
consumption (WHC) are not monitored and do not receive treatment. The use of biological inputs for water
treatment that allow its purification, which can be produced locally, offers several advantages. Among these
advantages are the reduction of cost, the decrease in the generation of subproducts, and a greater
biodegradability, in technological dependency. Among the main challenges that are perceived in the
treatment of water in rural communities, is the elimination of organic and inorganic compounds. In this
sense, Moringa oleifera is characterized by being a natural coagulant, the result of the presence of saponins,
flavonoids, steroids, terpenoids, phenols and triterpenoids that it presents in its vegetal structure. This allows
the characteristics of the extracts and solid samples of M. oleifera to present antibacterial activity for both
gram-negatives and gram-positives, allowing the reduction of pathogens in WHC. Consequently, this
contribution aims to promote the strengthening of community institutions and self-management processes
in rural communities, making useful information accessible. The use of biological coagulants such as M.
oleifera, could have an application that allows to improve the characteristics for the WHC contributing to
the fulfillment of the Human Right to Water.

Keywords: Natural coagulants, Hydrophobic colloids, Antimicrobial activity

Introduccion

El acceso al agua para consumo humano es cada
vez mas limitado debido a la reduccién en su
disponibilidad y deterioro de su calidad. Se estima
gue mas de 750 millones de personas a nivel
mundial carecen de acceso al agua potable
(Jensen et al., 2002; Chaidez et al., 2016). De
acuerdo con la UNESCO, la rapida urbanizacién,
la contaminacién por actividades agricolas e
industriales, el uso de pesticidas, la disposicion
inadecuada de los desechos, entre otras
actividades antropogénicas, han contribuido a la
reduccion en la calidad (Horn et al., 2022). El
resultado de estas actividades ha detonado en la
generacion de contaminantes tanto organicos
(proteinas, carbohidratos, aminoécidos, etc.)

como inorgénicos (sulfatos, carbonatos, nitratos,
metales, etc.) que afectan a cuerpos de agua, suelo
y aire generando impactos al medio ambiente y a
la salud humana (Shinomol et al., 2016). En
paises en vias de desarrollo, es comun que la falta
de infraestructura que pudiera permitir la
purificacion del agua potable ocasione una
dependencia sobre el consumo de fuentes de agua
no tratada para beber (Chaidez et al., 2016;
Agunbiade et al., 2021). La demanda, junto con
la falta de infraestructura para el tratamiento, ha
obligado a los consumidores a almacenar agua de
fuentes no tratadas, como pozos, manantiales,
agua de lluvia y aguas superficiales (Salles et al.,
2014).

El agua limpia, no solo es un recurso vital, sino
es una manera de prevenir enfermedades



transmitidas por el agua (diarrea, colera,
disenteria, hepatitis A y tifoidea) (Horn et al.,
2022). Para asegurar el suministro de agua, se
requiere del uso de procesos de reciclaje que
consideren aspectos técnicos, economicos,
sociales y ecolégicos (Luthietal., 2011). Algunos
de los procesos menos costosos para minimizar la
contaminacion microbiana incluyen la cloracion,
floculacion, desinfeccién solar y filtracion
(Chaidez et al., 2016). Entre estos métodos de
purificacidn, la filtracion ha demostrado ser unos
de los métodos mas efectivos para la eliminacion
de patdgenos (Rice et al., 2012). La coagulacion
y floculacion son procesos fisicoquimicos,
utilizados para la remocion de los contaminantes
presentes en el agua utilizados en filtros naturales,
filtros de arena y filtros organicos. Estos se
clasifican en coagulantes inorganicos, organicos
sintéticos o polimeros organicos naturales (PON)
(Villasefor-Basulto et al., 2018). Los PON han
mostrado ser afines con el medio ambiente, de
bajo costo y presentan una  mayor
biodegradabilidad. Entre estos PON, Moringa
oleifera (Mo), ha sido reportada por tener en su
estructura vegetal acidos grasos como Omega 9
(76%) y acidos grasos saturados (acido palmitico,
estedrico y araquidico) (Kayode et al., 2015).
Ademas de los acidos grasos, presenta en su
estructura saponinas, flavonoides, esteroides,
terpenoides, fenoles y triterpenoides (Buthadaa et
al., 2015). M. oleifera como PON ha mostrado
tener actividad ovicida y larvicida contra
Haemonchus contortus (parasito de diferentes
especies de ganado), las fracciones de saponinas
y taninos presentes en M. oleifera, desestabilizan
la membrana celular en el parésito, mientras que
las semillas pueden reducir la motilidad de larvas
en etapa infectiva (Cabardo et al., 2017).
Ademas de la coagulacion y floculacion, la
purificacion del agua con M. oleifera, se ha
llevado a cabo mediante procesos de adsorcion,
en columna empacada y por biosorcion
(Shinomol et al., 2016; Villasefior-Basulto et al.,
2018). Kansal et al. (2015) han reportado que la
efectividad de M. oleifera, sobre el grado de la
purificacion del agua, debe considerar tres pasos
principales: i) preparacion de la harina; ii)
extracto proteico; vy, iii) purificacion. M. oleifera
ha sido utilizada en la remocion de colorantes

utilizados en la industria textil, en el tratamiento
de efluentes del aceite de palma, en la industria
lactea, la industria del concreto, en el tratamiento
de agua doméstica y municipal, en la remocién de
metales pesados, en aguas residuales de la
industria ganadera y alimentaria, en la inhibicién
del crecimiento bacteriano, en la reduccion de la
turbidez, la salinidad, la remociéon de soélidos
disueltos totales, y en la clarificacion del agua
(Sandoval-Arreola 'y Laines-Canepa, 2013;
Hernandez-Bojorge et al., 2016; Villasefior-
Basulto et al., 2018; Bouchareb et al., 2021;
Khalfaoui et al., 2022).

La eficiencia del proceso con M. oleifera esta
relacionada con el tamafio de la particula (rango
1.2 nm a 1.5 nm). Esta caracteristica reduce la
presencia de algunos lipidos que estan presentes
en las semillas, teniendo mayor afinidad de
adsorcion para los sélidos en suspension,
contribuyendo a reducir la turbidez y el color
aparente en el tratamiento de agua. Otro de los
factores a considerar es el pH. Entre 9.6 y 10 se
tienen propiedades antimicrobianas y de
coagulacién importantes, mientras que a pH muy
bajo (e.g. 2.5), se pueden eliminar iones
catiénicos como cromo (Cr*®) y arsénico (As*)
(Vilaseca et al., 2014). La temperatura y la
concentracion de M. oleifera en solido y en
extracto, asi como con el uso de disolventes
(cloruro de sodio, cloruro de potasio, hidroxido de
sodio), son factores determinantes en la
purificacion del agua (Sandoval-Arreola y
Laines-Canepa, 2013; Villasefior-Basulto et al.,
2018; Khalfaoui et al., 2022).

El uso de soluciones salinas en la extraccion
dentro del proceso de purificaciébn mejora las
propiedades coagulantes en comparacion con la
extraccion en agua, ya que la sales aumentan las
fuerzas ionicas, lo que incrementa los principios
activos y favorece el desprendimiento de las
proteinas incrementando la solubilidad. Para el
tratamiento de efluentes ganaderos con semilla de
M. oleifera, se han obtenido resultados en la
eliminacion de la carga contaminante en un 64%,
mientras que el tratamiento de aguas residuales
porcinas, mostraron una remocion de coliformes
totales y termotolerantes del 96 y 94 %,
respectivamente.



En aguas residuales generadas por la industria
lactea, se ha reportado una remocion de la carga
contaminante del 50% con mayor efectividad en
la remocidn de color y turbidez (Maldini et al.,
2014). Se ha utilizado M. oleifera para el
tratamiento de aguas residuales textiles, y en
colorantes como rojo de metilo, cristal violeta,
azul de metileno, rojo congo, reactivo azul 198,
con remociones de alrededor del 90 % (Cabardo
y Portugaliza., 2017). Respecto a la inhibicién de
microorganismos en agua de irrigaciéon y en agua
residual, se ha reportado una remocion de la
turbidez del 96.8% y del 90%, respectivamente;
mientras que la remocion de huevos de helminto
reportada es del 90.5%. Hernandez-Bojorge et al.
(2016) reportaron una inhibicion en el
crecimiento de Salmonella sp. utilizando M.
oleifera.

Respecto a la remocién de metales pesados, ésta
varia dependiendo del tratamiento y del tipo de
agua residual. En agua municipal, se ha reportado
una remocion del 46% para plomo (Pb), del 30 %
para cromo (Cr), 61 % para Zinc (Zn), 99% de
cobre (Cu) y 71% para cobalto (Co). Shinomol et
al. (2016) han reportado una remocion de metales
pesados como Co, Cd, Cu, Zn, As y Hg, en
cuerpos de agua, mostrando una remocion del 60
al 90% de estos metales. El uso de M. oleifera, a
partir de los extractos de las hojas o de las
semillas se puede utilizar en diferentes dosis,
dependiendo del tipo de agua a tratar. Se ha
reportado que, para la inhibicion de
microorganismos en  dep6sitos y  aguas
superficiales, se podrian utilizar 1 000 mg de M.
oleifera por cada litro de agua. Virk et al. (2019);
Amanpreet et al. (2019) demostraron que el
extracto acuoso de la semilla de M. oleifera
presenta actividad antibacteriana contra bacterias
patégenas como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi en la purificacion del agua, en dosis de 100
mg por cada litro de agua. La remocion de
colorantes, como el rojo de metilo, ha mostrado
resultados satisfactorios en dosis de 0.5a 4 g/L de
Mo (Hernandez-Bojorge et al., 2016; Villasefior-
Basulto et al., 2018).

Respecto de la reduccidn de la turbidez en aguas
residuales y en aguas no tratadas (brutas), la dosis
recomendada es de 140 mg y 500 mg de M.
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oleifera por cada litro de agua, respectivamente
(Peterniani et al., 2009; Bouchareb et al., 2021).
Jagaba et al. (2021), también evalud la remocién
de metales (Cd, Cu, Fe, Mn, Pb y Zn) en aguas
residuales a través del proceso coagulacién y
floculacion, encontrando dosis Optimas de
remocion de 4 000 mg/L de M. oleifera. Por otro
lado, se ha reportado que la dosis para la remocién
de metales pesados en cuerpos de agua (rios y
lagunas) principalmente de Cu, Cd y Fe, es de 10
000 mg/L con remociones del 98%, mientras que,
para el tratamiento de efluentes ganaderos con
semilla, se recomiendan 7 g por cada litro de agua
(Shan et al., 2017).

Respecto a los costos, el uso de ultrafiltros de
alimentacion por gravedad, de bajo costo para el
tratamiento microbiano (e.g. LifeStraw Family
1.0) tienen un costo aproximado de USD $90;
mientras que M. oleifera a nivel comercial tiene
un costo que oscila entre $11 y $44 USD. El
ultrafiltro estd disefiado para producir alrededor
de 9 L/h de agua, con la capacidad de
proporcionar agua tratada a una familia de 5
personas durante 3 afios (Yin et al., 2010;
Kashaninejad et al., 2021). Considerando los
costos anteriores, el uso del ultrafiltro tendria un
costo unitario por cada litro de agua de USD
$0.005; mientras que para M. oleifera se estimaria
en USD $0.002. Es importante resaltar que, en la
revision realizada, no se encontraron reportes de
contraindicaciones para el uso de M. oleifera en
agua para consumo humano.

Conclusiones

La revision de literatura muestra que existen
importantes  antecedentes sobre el uso
documentado de M. oleifera para la purificacion
de agua destinada a consumo humano. Las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos
presentes en esta planta le confieren una alta
eficiencia para la remocion de Cu, Cd, Zn, Co, As,
Mg y Fe, para disminuir la turbidez, los sélidos
suspendidos y la carga microbiol6gica. Aunque se
trata de un arbol originario de Asia meridional, su
potencial como complemento alimenticio y uso
medicinal, popularizaron su consumo Yy
extendieron su cultivo en amplias regiones de
clima célido humedo y subhumedo del pais. La



literatura refiere que tanto la semilla, como la
corteza y las hojas tienen potencial para la
purificacion de agua, lo cual aumenta el
rendimiento de la planta. La facilidad para su
cultivo en la mayor parte del estado de Guerrero
hace al producto altamente accesible y de bajo
costo, lo que, combinado con la facilidad para su
aplicacion, no genera dependencia tecnoldgica.
Por lo anterior, se recomienda realizar pruebas a
un nivel focalizado que permita extender su
aplicacion hacia un uso local, una vez que se
hayan estandarizado las dosis y la forma de
aplicacién en las condiciones guerrerenses, dado
qgue la planta muestra un alto potencial para
contribuir a la disminucion en diversas
enfermedades de tipo gastrointestinal asociadas al
consumo de agua que no retne condiciones de
potabilidad.
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Resumen

El estrés oxidativo provoca dafio a biomoléculas y favorece el desarrollo y progresion de enfermedades,
como el cancer. En estudios previos, el extracto aceténico de hojas de Ficus crocata, mostr6 actividad
antioxidante en células no tumorales, mientras que indujo citotoxicidad en células tumorales, siendo
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a-tocoferol y escualeno los compuestos de mayor abundancia. Objetivo: Evaluar el efecto de a-tocoferol y
escualeno sobre la viabilidad y el nivel de estrés oxidativo en células no tumorales HaCaT y células
tumorales cervicales SiHa. Materiales y métodos: Se determiné la concentracion inhibitoria media contra
los radicales DPPH y ABTS"; mediante el ensayo MTT se evalud la viabilidad de las células HaCaT y SiHa
y se determinaron los niveles de malondialdehido (MDA) para evaluar la lipoperoxidacion. Resultados: a-
Tocoferol mostréd actividad inhibitoria para ambos radicales (Clso DPPH= 1,015.27 pg/mL, Clso ABTS=
261.62 pg/mL), mientras que escualeno no presentd actividad antiradical por si solo, sin embargo, la
actividad antiradical de a-tocoferol aument6 >10% cuando se combin6 con escualeno. La exposicién a los
compuestos disminuyo el porcentaje de células SiHa viables (23.7 % respecto del control), en contraste, el
porcentaje de células HaCaT viables no disminuy6. El tratamiento con escualeno disminuyd el dafio
oxidativo inducido por H,O; en células SiHa (30-60%) y HaCaT (100-180%), mostrando actividad
antioxidante en ambas lineas celulares, sin embargo, el tratamiento con o-tocoferol favorecid el dafio
oxidativo inducido por H20; en células SiHa (>200% adicional), mientras que disminuyo el nivel de MDA
en células HaCaT. Conclusiones: a-tocoferol inhibe a los radicales DPPH y ABTS"; escualeno sinergiza
con a-tocoferol para mejorar su actividad antioxidante. El tratamiento con a-tocoferol y escualeno mostro
un efecto citotdxico en células tumorales SiHa, sin afectar a las células no tumorales HaCaT. Finalmente,
a-tocoferol mostr6 actividad antioxidante en células no tumorales HaCaT y un efecto prooxidante en células
tumorales SiHa.

Palabras clave: a-tocoferol, escualeno, DPPH, ABTS", MDA, HaCaT, SiHa.

Abstract

Oxidative stress causes damage to biomolecules and can stimulate the development and progression of
diseases such as cancer. It has been shown that some compounds with antioxidant activity in non-tumor
cells can have a cytotoxic effect on tumor cells. In previous studies, the acetone extract from Ficus crocata
leaves showed this behavior, being a-tocopherol and squalene the most abundant compounds. Objective:
To evaluate the effect of exposure to a-tocopherol and squalene on the viability and level of oxidative stress
in non-tumorigenic HaCaT and cervical SiHa tumor cells. Materials and methods: Mean inhibitory
concentration of a-tocopherol and squalene against DPPH and ABTS" radicals were determined. The
viability of HaCaT and SiHa cells was determined using MTT assays. Malondialdehyde (MDA) levels were
determined to assess lipoperoxidation. Results: a-tocopherol showed inhibitory activity for both radicals
(ICso DPPH= 1,015.27 pg/mL, ICso ABTS* = 261.62ug/mL), while squalene did not show antiradical
activity alone; however, the antiradical activity of a-tocopherol increased by more than 10% when the
compounds were combined. Exposure to the compounds decreased the percent of SiHa cells (23.7 %
concerning the control); in contrast, the percent of viable HaCaT cells did not reduce (remained above
100%). Treatment with squalene decreased (SiHa: between 30 and 60%, HaCaT: between 100 and 180%)
H.0.-induced oxidative damage, showing antioxidant activity in both cell lines; however, treatment with a-
tocopherol favored H.O»-induced oxidative damage in SiHa cells (up to 200 % more), while it decreased
the level of MDA in HaCaT cells. Conclusions: a-tocopherol inhibits DPPH and ABTS" radicals; squalene
synergizes with a-tocopherol to enhance its antioxidant activity. Treatment with a-tocopherol and squalene
showed a moderate cytotoxic effect on SiHa tumor cells without affecting HaCaT non-tumor cells. Finally,
a-tocopherol showed antioxidant activity in HaCaT non-tumor cells and a pro-oxidant effect in SiHa tumor
cells.

Keywords: a-tocopherol, squalene, DPPH, ABTS*, MDA, HaCaT, SiHa.
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Introduccion

El término estrés oxidativo (OS por sus siglas en
inglés), puede describirse como un desequilibrio
entre  moléculas oxidantes 'y  enzimas
antioxidantes, a favor de los oxidantes, lo que
conduce a una interrupcién de la sefializacion
redox y el control o dafio molecular (Sies H.,
2018). EI OS ocurre cuando la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés) en el cuerpo excede la capacidad de las
células para neutralizarlas y eliminarlas, por
medio de un par de maquinarias antioxidantes:
componentes enzimaticos y compuestos no
enzimaticos de bajo peso molecular (Li et al.,
2018; Katerji et al., 2019).

Los oxidantes son moléculas que contienen
oxigeno (ROS) o nitrégeno (especies reactivas de
nitrégeno, RNS por sus siglas en inglés), pero son
las ROS las més estudiadas (Sies H., 2018). Los
niveles basales de ROS estan involucrados en la
activacion de la proliferacion  celular,
supervivencia, diferenciacion, motilidad y vias
sensibles al estrés, mientras que el aumento de los
niveles de ROS puede inducir dafio oxidativo a
acidos nucleicos, lipidos y proteinas (Prasad et
al., 2017; Chikara, et al., 2018). Si bien este dafio
ocasionado por las ROS afecta a la mayoria de los
tipos de biomoléculas, la aparicién de oxidacion
en los lipidos (peroxidacién lipidica, LPO por sus
siglas en inglés) provoca la degradacion de la
bicapa lipidica que compone las membranas
celulares, favoreciendo el desarrollo de estados
patoldgicos que incluyen inflamacion, cancer,
enfermedades neurodegenerativas, asi como
degeneracién ocular y renal (Gaschler vy
Stockwell, 2017; Agmon y Stockwell, 2017).

Existe suficiente evidencia de que las ROS
pueden promover o suprimir la supervivencia de
las células cancerosas debido a que estan
implicadas en todos y cada uno de los pasos del
desarrollo del tumor, incluida la transformacion
celular, supervivencia, proliferacion, invasion,
metastasis y angiogénesis. Las ROS afectan a
moléculas de sefalizacion necesarias para la
progresion del ciclo celular y la expresiéon de
varios  genes  supresores de  tumores,
respectivamente, regulando la inflamacién
crénica como uno de los principales mediadores
del cancer, por medio de distintas vias de

15

sefializacion como, MAPK, VEGF / VEGFR,
MMP y PTEN (Wang et al., 2019; Aggarwal et
al., 2019). La mayoria de los agentes
quimioterapéuticos y radioterapéuticos
disponibles actualmente, inducen la muerte de las
células cancerosas al aumentar el nivel de ROS y
por lo tanto induciendo estrés oxidativo (Prasad et
al., 2016).

En relaciébn con el céancer cervicouterino
(CaCu), que es provocado principalmente por el
Virus del Papiloma Humano (VPH), se ha
observado una elevada expresion de SOD2, la
enzima encargada de la regulacién redox, debido
a que el estrés oxidativo se asocia a la infeccion
persistente por el VPH, que a su vez provoca
cambios en la expresion y funcién de las enzimas
antioxidantes (Termini et al., 2015; Silva et al.,
2018).

Los organismos aerobios poseen sistemas de
defensa antioxidante con la finalidad de disminuir
el dafio ocasionado por los radicales libres,
incluyendo enzimas y secuestradores quimicos
Ilamados antioxidantes, moléculas que sintetiza el
organismo de manera natural o que se pueden
adquirir en la dieta, pues se encuentran presentes
en los alimentos (Jamanca-Gonzalez y Alfaro-
Cruz, 2017; Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez,
2018).

La funcion de los antioxidantes consiste en
inactivar radicales libres, o bien, oxidandose ellos
mismos para inhibir otras reacciones de
oxidacion. Por esta razon, los antioxidantes a
menudo resultan ser agentes reductores tales
como tioles o polifenoles (Jamanca-Gonzéalez y
Alfaro-Cruz, 2017). Un ejemplo de un
antioxidante muy comun es la vitamina C, que, al
ser aplicada sobre la piel, cumple con una funcién
de proteccion contra la radiacién UV, un tipo de
radiacion no ionizante solar, debido a que los
gueratinocitos pueden acumular este compuesto y
promover la expresion de las enzimas
antioxidantes (Pullar et al., 2017). La capacidad
antioxidante de las plantas, se atribuye a los
compuestos fenolicos presentes que cuentan con
una estructura quimica con grupos hidroxilo, los
cuales actian como moléculas antioxidantes
primarias en el inicio o en la terminacién del
proceso oxidativo (Chen et al., 2013). Por
ejemplo, los compuestos fenolicos pueden actuar
como antioxidantes, inhibiendo radicales libres



debido a su capacidad de transferir un atomo de
hidrégeno a una especie radical (Malig et al.,
2017). Dentro del género Ficus, existe una gran
variedad de especies que se ha reportado tienen
actividad antiinflamatoria, antioxidante,
antibacteriana, analgésica, entre otras (Abusufyan
et al., 2018). En algunas especies de Ficus, como
son, F. ingens, F. cordata y F. palmata, se ha
logrado identificar el contenido polifenélico que
favorece a un efecto protector contra el estrés
oxidativo (Al-Musayeib, et al., 2017). En un
estudio reciente realizado por el grupo de trabajo
del Laboratorio de Biomedicina Molecular de la
Universidad Auténoma de Guerrero (UAGro), se
observd que los extractos de hojas de Ficus
crocata mostraron un efecto citotoxico en células
de cancer de mama MDA-MB-231 y células de
cancer cervical HelLa y SiHa (Sanchez-
Valdeolivar et al., 2020; De La Cruz-Concepcion
et al., 2021). Ademas, se observd que el extracto
acetonico de hojas de F. crocata (EAFc) posee
actividad antioxidante y mostr6 un efecto
protector sobre el dafio oxidativo en las células no
tumorales HaCaT, evitando la lipoperoxidacion y
citotoxicidad inducida por peréxido de hidrogeno
(H20.). Cabe destacar que, en la caracterizacion
fitoquimica del extracto, los metabolitos que se
encontraron en mayor concentracion fueron a-
tocoferol y escualeno (De la Cruz-Concepcion et
al.,, 2021), dos metabolitos considerados
antioxidantes.

El a-tocoferol (aT) representa la forma principal
de vitamina E en los tejidos y es un lipido esencial
para los eucariotas superiores, dentro de la
naturaleza puede presentarse como ocho
analogos; tocoferoles y tocotrienoles, en formas
a-, B-, y- y 98-, sin embargo, solo el aT alcanza
niveles plasmaticos altos y es considerado
esencial, actuando como un antioxidante quimico
al prevenir la peroxidacién lipidica (Jiang, 2014;
Galli et al., 2017; Azzi, 2018). Se ha reportado
que la Vitamina E afecta la actividad de los
receptores y las enzimas involucradas en la
regulacion de la expresion de genes asociados a
reacciones de oxido reduccion (Zingg, 2019). Por
otra parte, se sabe que la Vitamina E puede
participar en la prevencion del cancer de distintas
maneras, tanto a nivel nutricional como a nivel
molecular. Las bases moleculares del mecanismo
de accion de la Vitamina E radican en su actividad
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antioxidante, ademas de la union directa a
moléculas blanco, importantes en el desarrollo
tumoral (Azzi, 2018). Se ha reportado que
distintas formas de Vitamina E disminuyeron la
proliferacion e indujeron apoptosis en células de
carcinoma escamoso oral (Sylvester et al., 2014;
Zulkapli et al., 2017). En eritrocitos tratados con
oT, se ha observado actividad contra la
lipoperoxidacién ocasionada por radicales
hidroxilo (OH), sin afectar a los iones férricos
presentes en la fase acuosa (Fernandes et al.,
2013) ademas de que, la ingesta de Vitamina E y
su nivel en sangre, esta relacionada con un menor
riesgo de neoplasia cervical (Hu et al., 2017).

El escualeno (Sqg) es un metabolito clave en la
via de los esteroles y es fundamental en la
regulacion de la fisiologia celular en organismos
eucariotas, ademas, es de los componentes
principales presentes en las grasas, en conjunto
con los triglicéridos y los ésteres. Varios estudios
indican un papel dual del compuesto ligado
principalmente a su estructura quimica: la posible
implicacion de Sg en la respuesta celular
antioxidante y, por otro lado, su posible
contribucion en la exacerbacion de los efectos
perjudiciales de las enfermedades asociadas a
estrés oxidativo (Micera et al., 2020). En lipidos
de la superficie de piel humana se observo que
escualeno puede participar en diferentes
mecanismos de oxidacién, como el singlete de
oxigeno y oxidacion de radicales libres,
generando distintos isomeros de
monohidroperédxido de Sq (SQOOH) que pueden
ser Utiles para predecir mecanismos de oxidacion
en varias muestras, lo que podria ser Util para el
estudio y prevencién de enfermedades de la piel y
deterioro de alimentos a través de la regulacién de
la oxidacion del escualeno (Shimizu et al., 2019).
En cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas se han determinado elevados
los niveles de prenilacion de las proteinas (adicion
de moléculas hidrofobicas a una proteina) y se ha
visto también que estan relacionadas con la
biosintesis de dos isoprenoides en particular, el
pirofosfato de farnesilo y pirofosfato de
geranilgeranilo junto con Sg como un metabolito
rio abajo de ambos compuestos, por lo tanto, la
biosintesis de Sq se ha sugerido como una
potencial estrategia terapéutica (Park et al., 2014).
Sq actla como metabolito intermediario en la



biosintesis del colesterol, y sus propiedades han
sido estudiadas en diversos tipos de lineas
celulares tumorales, en donde se ha reportado la
inhibicion de la proliferacion, invasion vy
metéstasis tras el knockout de la enzima
escualeno epoxidasa, que es la enzima encargada
de metabolizar al Sq y se ha considerado
recientemente como un oncogén (Qinetal., 2017;
Cirmena et al., 2018; Mahoney et al., 2019).
Considerando que en un estudio previo aT y Sq
fueron los compuestos mas abundantes en el
extracto de F. crocata, que mostr6 un efecto
citotoxico contra células tumorales y un efecto
protector en células no tumorales, la intencion de
este estudio fue evaluar el efecto de los
compuestos puros oT y Sq sobre la viabilidad y el
nivel de estrés oxidativo en células tumorales
SiHa y no tumorales HaCaT. Este estudio aporta
informacion sobre el posible uso de estos
compuestos como terapia complementaria contra
cancer, y su papel como antioxidantes en células
no tumorales.

Materiales y métodos

Ensayo de actividad antiradical
ABTS+)

Se realizaron diluciones dobles seriadas de los
compuestos oT y Sq a concentraciones de 50 a
800 pg/mL en placas de 96 pozos. Para las
combinaciones de los compuestos, se realizaron
diluciones seriadas de oT a concentraciones de
12.5a 100 pg/mL y se afiadieron 50 pg/mL de Sq.
Se agregaron 150 pL de la soluciéon de DPPH y
ABTS", por separado. Las placas se dejaron en
incubacion por 30 min., en oscuridad y a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la
lectura de la absorbancia se realizé en un lector de
microplacas (Star Fax 2100, Awareness
Technologies), para DPPH a 545 nm y para
ABTS" a 734 nm. El acido ascorbico fue utilizado
como antioxidante estandar como control
positivo, mientras que, para el control negativo, se
utilizaron solo los radicales (De la Cruz-
Concepcién et al., 2021).

Los valores de las absorbancias, fueron
utilizados para determinar el porcentaje de
inhibicién de los radicales y se utilizé la siguiente
foérmula:

(DPPH y
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Ab muestra
% de inhibicion = (1 — —) X 100

Ab control
Donde Ab representa la absorbancia de las
muestras.

La concentracion inhibitoria (Clso) de ambos
radicales se determind por medio de una regresion
lineal (Y= mX + b) en el programa Graphpad
prism v6.0 (De la Cruz-Concepcion et al., 2021).

Cultivo de células

Las células HaCaT (no tumorales) y SiHa
(tumorales  cervicales, VPH-16+), fueron
cultivadas en medio DMEM/F12 enriquecido con
10% de SFB y 1% de A/A a 37° C en una
atmosfera de 5% de CO; hasta una confluencia del
80%. Posteriormente, las células fueron
cosechadas y sembradas en las condiciones
adecuadas para cada determinacion.

Ensayo MTT

Se sembraron 5x10° células HaCaT y SiHa en
placas de 96 pocillos con medio DMEM/F12 con
10% de SFB durante 24 h. Posteriormente, las
células fueron tratadas con oT y Sq 25-1000
pg/mL diluidos en medio DMEM/F12 5% SFB
durante 24 y 48 h. Las combinaciones de los
compuestos se realizaron colocando 50-1000
pg/mL de oT mas 50 pg/mL de Sq. Transcurrido
el tiempo, se agregaron 100 pL de reactivo MTT
10% vy se incubaron durante 4 h para permitir la
formacion  de  cristales de  formazan,
posteriormente se afiadid isopropanol (0.04 N)
para disolver los cristales. La absorbancia se leyo
a 545 nm en un lector de placas ELISA y fue
proporcional al nimero de células viables (De la
Cruz-Concepcion et al., 2021). El porcentaje de
viabilidad celular fue determinado con Ia
siguiente féormula:

Ab muestra

Células viables = ( ) x 100

Ab control

Como control (vehiculo), las células fueron
tratadas con el diluyente de los compuestos
(DMSO <1%); como control positivo las células
fueron expuestas a Cisplatino (100 uM) para
inducir muerte celular; como control negativo, las
células se trataron con medio DMEM/F12 10%
SFB, para favorecer la proliferacion celular.



Determinacion de estrés oxidativo/

lipoperoxidacién (malondialdehido)

Se sembraron 1x10° células HaCaT y SiHa en
placas de 6 pozos, hasta una confluencia del 80%,
posteriormente se deseché el medio de cultivo y
se realizo un pretratamiento con los compuestos
aT, Sq y sus combinaciones durante 24h. Para las
células tumorales SiHa, las concentraciones
fueron las siguientes: aT (200 ug/mL), Sq (400
pg/mL), una combinacion de (400 pg/mL), para
las células HaCaT: oT (200 pg/mL), Sq (50
pg/mL), y la combinacion (400 pg/mL) diluidos
en medio DMEM/F12 5% SFB. Transcurrido el
tiempo de los tratamientos, se afiadio H,O, (0.1
M) durante 2 h. Las células fueron tripsinizadas y
se resuspendieron en 70 uL de Tris-HCI y se
homogenizaron en voértex por 1 min. Se
mezclaron 50 pL del sobrenadante y 50 pL de
Tris-HCI, 325 uL de reactivo MPI [10 mM] y 100
uL de HCI [37%], se agitaron y Se incubaron por
40 min a 45°C, se centrifugaron a 7000 rpm
durante 10 min. Se tomo el sobrenadante y se
realizo la lectura de la absorbancia a 586 nm
(NanoDrop 2000C). El porcentaje de MDA se
calculé con la siguiente formula (De la Cruz-
Concepcion et al., 2021):

_ AbMDA gpo trat/Prot tot gpo trat

%
AbMDA control/Prot tot gpo cont

x 100

Donde AbMDA representa la absorbancia de cada
una de las muestras de MDA, grp trat = grupo
tratado; Prot tot gpo trat = Proteina total grupo
tratado; Prot tot gpo cont = Proteina total grupo
control.

La normalizacién de los datos de cada muestra
se determind por medio del ensayo de Bradford.
En tubos Eppendorf, se colocaron 1, 2, 4, 6, 8y
10 pL de BSA 'y 49, 48, 44, 42 y 40 pL de agua
Milli Q, respectivamente. A todos los tubos se les
agregaron 450 uL del reactivo de Bradford. La
lectura de absorbancia se obtuvo a 595/750 nm
(NanoDrop 2000C).

Analisis estadistico

Se utiliz6 el software GraphPad Prism 6.0 para
la capturay el analisis de datos. Para la evaluacién
de las diferencias entre los grupos de datos
respecto del control, se utilizd la prueba de
ANOVA de una via, y la prueba de comparacion
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maltiple de Dunnett; los valores de p < 0.05
fueron considerados significativos. La Clsp para
viabilidad celular y actividad antiradical fue
calculada usando regresion lineal y la ecuacion de
la recta (y = mx + b).

Resultados

ol y Sq sinergizan mostrando una mayor
actividad antiradical

Para conocer la actividad antiradical de los
compuestos, se utilizaron los radicales libres
DPPH y ABTS". aT mostr6 actividad inhibitoria
sobre los radicales DPPH y ABTS" de manera
dependiente a la concentracién (Figura 1). Para el
DPPH (Figura 1A), el porcentaje de inhibicion
aumentd notoriamente a partir de 400 pg/mL
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Figura 1. Efecto de inhibicion sobre los radicales libres
por oT. A): radical DPPH; B): radical ABTS".
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Figura 2. Actividad antiradical de combinaciones de
aT y Sq. A): radical DPPH; B): radical ABTS™.

alcanzando un 30% de inhibicién, mientras que
para el ABTS" se observé un 15% de inhibicion
desde 50 pg/mL y fue aumentando de forma
dependiente a la concentracion hasta un 88%
(Figura 1B). La Clspde oT para el DPPH fue de
1,015.27 pg/mL, mientras que para el ABTS" de
261.62 pg/mL. En contraste, Sq no mostrd
actividad antiradical en ninguna de las
concentraciones analizadas.

Adicionalmente, se realizaron combinaciones
de los compuestos oT y Sq en concentraciones de
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL, con la técnica de
tablero de ajedrez. Interesantemente, la
combinacion de los compuestos mostré una
mayor actividad inhibitoria para ambos radicales
(Figura 2); oT tuvo un porcentaje de inhibicion
para el DPPH de 1y 3% con concentraciones de
50y 100 pg/mL, respectivamente, este porcentaje
aumentd hasta los 17.4% y 18.7% tras combinarlo
con Sq (Figura 2A). En el caso del ABTS", oT
individualmente, mostrd una actividad inhibitoria
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mayor en comparacion con la combinacién con
Sg. Sin embargo, en las combinaciones de
concentraciones menores a 50 pg/mL de oT el
porcentaje de inhibicion fue mayor (Figura 2B).
Se obtuvo un porcentaje de inhibicién de ABTS*
de 27.6 %, 25.5 % y 22.3 % con 12.5 pg/mL, 25
pg/mL y 50 pg/mL de oT, respectivamente, en
combinacion con 50 pg/mL de Sg. Con la
combinacién de los compuestos, el porcentaje de
inhibicion para ambos radicales aument6 mas del
10%, lo que se puede interpretar como un efecto
sinérgico entre oT y Sq.

aT y Sq disminuyen la proliferacion de células
tumorales SiHa

Se determiné el porcentaje de viabilidad en
células HaCaT y SiHa después de haber sido
tratadas con distintas concentraciones de aT Yy Sq
(25-1000 pg/mL) y sus combinaciones (50-800
pg/mL) en tiempos de exposicion de 24 y 48 h. En
las células tumorales SiHa, los compuestos oT, Sq
y su combinacidn, disminuyeron alrededor de un
20% el numero de células viables. En los
tratamientos por 24 h, las concentraciones que
mostraron un efecto citotoxico fueron aT 25-50
pg/mL (Figura 3A), Sq 25-400 pg/mL (Figura
3C) y la combinacion oT/Sq 800/50 pg/mL
(Figura 3D). Para los tratamientos por 48 h,
solamente el tratamiento con Sq 400-1000 pg/mL
(Figura 3D) y aT 12.5 pg/mL mantuvieron el
ndmero de células SiHa viables alrededor del
80%.

En contraste, en las células no tumorales
HaCaT, no se observo efecto citotdxico del
tratamiento con los compuestos independientes ni
su combinacidn, incluso algunas condiciones de
tratamiento aumentaron el porcentaje de células
viables en comparacion con las células sin
tratamiento (V), principalmente a 24 h: oT 50,
400 y 800 ug/mL (Figura 4A), asi como la
combinacion de  estas altimas  dos
concentraciones con 50 ng/mL de Sq (Figura 4E),
ademas de Sq 25 pg/mL (Figura 4C). En 48 h de
tratamiento, sélo las concentraciones de 100 y
200 pg/mL de Sq, mostraron un mayor porcentaje
de células viables en comparacién con el control
(Figura 4D), el resto de los tratamientos no mostro
diferencias estadisticas significativas respecto de
las células sin tratamiento.
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p<0.0001 versus V.
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aT mostré un efecto prooxidante en las células
tumorales SiHa, mientras que se comporté como
antioxidante en las células no tumorales HaCaT

Para evaluar el nivel dafio oxidativo
(lipoperoxidacion), se determind el nivel de
malondialdehido (MDA\) en las células HaCaT y
SiHa después de haber sido pre-tratadas con aT
(400 pg/mL), Sq (50 pg/mL), y su combinacion
por tiempos de 24 y 48 h, y posteriormente
tratadas con H,O; (0.1 M) por 2 h, condiciones
que se sabe inducen dafio oxidativo
(lipoperoxidacion) en células HaCaT (De la Cruz-
Concepcidn et al., 2021). En los tratamientos por
24 h en las células tumorales SiHa, solo la
combinacion de los compuestos (Mix 1: aT/Sq;
400/50 pg/mL) aumentd significativamente el
nivel de MDA (>300%) respecto a las células sin
tratamiento (Figura 5A). En 48 h, las tres
condiciones  analizadas = mantuvieron la
lipoperoxidacion inducida por H,O, en células
SiHa (Figura 5B). El pretratamiento con aT
durante 48 h, aumentd hasta 641.02 % el nivel de
MDA en las células SiHa (Figura 5B)
aparentemente en niveles mayores al control
positivo, interesantemente, esta condicién de
tratamiento disminuy6 en mas del 100% el nivel
de MDA en las células no tumorales HaCaT
respecto al control positivo (p<0.001) (Figura
6B), de tal modo que no se observaron diferencias
estadisticas en el nivel de MDA con estas
condiciones de tratamiento respecto a las células
no tratadas (p>0.05), lo que sugiere que oT
protegio a las células no tumorales HaCaT contra
el dafio oxidativo inducido por el H;O,
comportandose como antioxidante en estas
células (Figura 6B). La exposicion a Sq y Mix 1
también disminuyeron significativamente el nivel
de MDA inducido por H;O, en células HaCaT
principalmente a 48 h (Figura 6), pero en menor
medida que el pretratamiento con aT durante 48

h.

Discusion

El dafio oxidativo provocado a las biomoléculas
por la presencia de estrés oxidativo en el
organismo puede conllevar el desarrollo de
enfermedades como el cancer. Se ha reportado
que la terapia contra cancer puede tener efectos
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secundarios en los pacientes que la reciben y
afectar su calidad de vida. Por esta razon,
continda la busqueda de terapias alternativas que
permitan a los pacientes mantener la calidad de
vida, actuando sobre las células tumorales sin
afectar o protegiendo del estrés a las células
normales en el organismo.
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Figura 5. Efecto de aT, Sq y sus combinaciones sobre
el nivel de estrés oxidativo (lipoperoxidacién) en
células SiHa: A) Células tratadas por 24 h; B): Células
tratadas por 48 h. V: Vehiculo; células tratadas con
DMEM/F12 5% SFB. oT 400 pug/ml; Sg 50pg/ml; Mix
1: oT 400 pg/ml + Sq 50ug/ml(+): Control positivo;
células tratadas con H,O; (0.1 M). ANOVA de una via,
prueba de Dunette en dos momentos: (*) respecto a V,
(*) respecto a (+); p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y
**%% p<0.0001.
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Figura 6. Efecto de aT, Sq y sus combinaciones sobre
el nivel de estrés oxidativo (lipoperoxidacién) en
células HaCaT: A) Células tratadas por 24 h; B):
Células tratadas por 48 h. Ensayo de MDA. V:
Vehiculo; células tratadas con DMEM/F12 5% SFB.
oT 400 pg/ml; Sq 50pg/ml; Mix 1: oT 400 pg/ml + Sq
50ug/mi(+): Control positivo; células tratadas con
H20, (0.1 M). ANOVA de una via, prueba de Dunette
en dos momentos: (*) diferencias respecto a V; (*)
diferencias respecto a (+); p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 y **** p <0.0001.

En este estudio, oT mostro capacidad de
inhibicién para los radicales ABTS" y DPPH,
aunque la Clso para ABTS" fue menor que para
DPPH, y puede deberse a que el ABTS es un
radical menos selectivo, con mayor estabilidad y
de amplio espectro, toda vez que puede actuar con
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (Ilyasov et
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al., 2020), mientras que el DPPH es un radical
mas selectivo, de caracter hidrofébico (Romanet
et al., 2019). La capacidad de inhibicion de los
radicales DPPH y ABTS" por parte de aT, radica
en su composicion fendlica, ya que se ha
determinado que los compuestos fendlicos
pueden disminuir la cantidad de radicales DPPH
en concentraciones desde 10 a 30 pg/mL, como se
ha sugerido, todo depende de la donacion de
atomos de hidrdgeno presentes en el compuesto
(Huyut et al., 2017; Ozsoy et al., 2009). Por su
parte, el Sq al tratarse de un triterpeno con un
isoprenoide y seis dobles enlaces en su estructura
(Ramirez-Torres et al., 2011), su capacidad
reductora de los radicales se ve limitada, pues no
cuenta con los electrones necesarios para ser
donados y neutralizar a los radicales. Sin
embargo, se sabe que Sq puede actuar en sinergia
con aT (Finotti et al., 2000), y aumentar su
capacidad de inhibicién a los radicales DPPH y
ABTS", lo cual es acorde con las observaciones
en el presente estudio.

Respecto al efecto de los compuestos sobre la
proliferacién celular, para las células tumorales
SiHa, el efecto de aT, Sq y sus combinaciones
disminuyendo el porcentaje de células viables fue
mas evidente a 48 h que a 24 h, esto podria indicar
que los compuestos requieren un mayor tiempo de
exposicion para mostrar el efecto esperado. A
pesar de que oT puede actuar como un agente
eficaz en el tratamiento contra el cancer, se ha
reportado que distintas formas de vitamina E
(yT,0T, vTE, OTE) pueden tener efecto
anticancerigeno afectando distintas vias que
favorecen la proliferacion de células tumorales
(Jiang, 2017). En un estudio se demostré que
vTI,0T, yYTE y 6TE suprimieron el desarrollo de
tumores en modelos de cancer animal, por su
parte aT, fue ineficaz en estudios preclinicos con
similitud a estos ensayos (Moya-Camarena Yy
Jiang, 2012).

Por otra parte, ninguna condicién de tratamiento
disminuy6 el nimero de células no tumorales
viables HaCaT, incluso, algunas condiciones
favorecieron la proliferacion celular,
probablemente  debido a la capacidad
citoprotectora del oT, como lo reportado por
Yoon et al. (2018), quienes reportaron que el
extracto de soja negra, rico en tocoferoles y
carotenoides, favorecié la eliminacion de



radicales libres y redujo los niveles intracelulares
de ROS, protegiendo a los queratinocitos
humanos (Yoon et al., 2018). Estos datos,
coinciden con lo reportado por Khallouki et al.
(2016), que indicaron que los componentes de la
VE &-TP favorecen la proliferacion en las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y T-47D,
pero el 3-TT ejerce un efecto contrario al inhibir
el crecimiento celular (Khallouki et al., 2016).

Por otra parte, oT incrementd la
lipoperoxidacion en células SiHa, pero disminuyo
los niveles de MDA en las células no tumorales
HaCaT, sugiriendo que el aT podria ejercer un
efecto protector en las células no tumorales.
Ademas, de acuerdo con lo mencionado por
Gornikca et al. (2019), la ingesta de oT es
importante para mantener en 6ptimo estado el
funcionamiento de todo el organismo (Miyazawa
et al., 2019). Se sabe que algunos compuestos
naturales, como los flavonoides, pueden tener un
efecto dual y actuar como antioxidantes en células
no tumorales y como prooxidantes en células
tumorales, activando vias de apoptosis Yy
regulando a la baja las vias de sefalizacion
proinflamatorias (Kopustinskiene et al., 2020).
Un ejemplo de esto es el eugenol, que disminuyo
el nivel de ATP e inhibi6 la fosforilacion
oxidativa y la oxidacion de &cidos grasos en
células de mama MCF-10A transfectadas con H-
ras (Yan et al., 2017). Los tratamientos con Sq
tuvieron un efecto menor de lipoperoxidacion en
las células HaCaT, asi como Gabas-Rivera et al.
(2014) mencionan que la ingesta de Sq disminuy6
el nivel de ROS en las lipoproteinas y MDA
plasmético después de haber sido suministrado a
ratones macho, con la finalidad de evaluar el
papel de este compuesto en los niveles
plasmaticos de lipidos (Gabas-Rivera et al.,
2014). Zhu et al. (2018) determinaron una
actividad antiproliferativa en células de cancer de
mama MDA-MB-231. A partir de tratamientos
combinados de B-sitosterol (esterol) con
Genistina (isoflavona) y de Genistina con -
sitosterol, observaron un efecto sinérgico en los
resultados, puesto que hubo una disminucion en
la Clso de 24.55 uM y 37.31 UM, respectivamente,
ademas de que, en ensayos de cierre de herida,
observaron una reduccion en la migracion celular
de 45.51y 27.49% (Zhu et al., 2018).
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Una limitacién de este estudio es que solo se
evaluaron dos compuestos de los seis mas
abundantes en el extracto acetonico de Ficus
crocata, del cual, como ya se menciono, se
reportd actividad citoprotectora contra el dafio
oxidativo inducido por H,O; en células no
tumorales HaCaT (De La Cruz-Concepcion et al.,
2021), sin embargo, es posible que otros
compuestos presentes en el extracto de hojas de
Ficus crocata como Fitol, Estigmastan-3-5-dieno,
B-sitosterol y Lupeol, tengan un papel importante
en el efecto observado con el extracto, o
sinergizen con oT y Sq para mostrar un efecto
similar al extracto, sin embargo esta hipdtesis aun
debe probarse, ademas de probar el efecto de estos
compuestos sobre modelos celulares de otros
tipos de céancer.

Conclusiones

oT mostrd una actividad antioxidante sobre los
radicales DPPH y el ABTS", y el efecto mejoré al
combinarlo con Sq, lo que puede interpretarse
como una accion sinérgica de los compuestos. Por
otra parte, el tratamiento con oT y Sq durante 24h
disminuyd el ndmero de células tumorales
cervicales SiHa viables en todas las condiciones
de tratamiento, en contraste, el porcentaje de
células viables no tumorales HaCaT no
disminuy6, incluso algunas  condiciones
aumentaron el nimero de células viables HaCaT
respecto a las células sin tratamiento. aT mostrd
actividad antioxidante en las células no tumorales
HaCaT, y actividad prooxidante en las células
tumorales SiHa principalmente a las 48 h de
tratamiento, lo que sugiere que el aT de forma
individual o combinado con escualeno, podria ser
atil como terapia complementaria contra cancer,
de modo que sensibilicen a las células tumorales
a los farmacos contra cancer, mientras que
protejan a las células no tumorales del estrés
oxidativo inducido por el tratamiento, sin
embargo, aln se requiere de mas estudios que
confirmen el uso de aT, Yy posiblemente
escualeno, puede mejorar la respuesta a los
farmacos utilizados contra cancer.
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Resumen

Las hortalizas forman parte fundamental en la dieta de consumo humano debido a las distintas caracteristicas
nutricionales que aportan. Sin embargo, estan expuestas a diferentes tipos de contaminacion que interfieren
en la inocuidad de las hortalizas, ya sea durante el proceso en la cadena de produccién (pre-cosecha,
cosecha, almacenamiento y distribucion), venta y disposicidn final, entre estos se incluyen una gran cantidad
de microorganismos patdgenos causantes de enfermedades, incluidas bacterias. Considerando lo anterior,
se realizé una revision bibliogréfica con el fin de actualizar la informacion acerca de la cadena de produccion
e inocuidad microbioldgica en las hortalizas, llevandose a cabo una exploracion en distintos buscadores
cientificos. Se realizé una descripcion detallada acerca de la composicién de las hortalizas, el proceso en la
cadena de produccién hasta su disposicion final, ademas de las principales bacterias que pueden formar
parte de la microbiota 0 como contaminacion y, por ultimo, los métodos de desinfeccion. Ademas, se
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incluyeron 12 estudios enfocados en la busqueda de Salmonella spp, en diferentes tipos de hortalizas,
realizados en distintos paises, desde las areas de cultivo hasta los puntos de venta. En su mayoria, estos
mostraron evidencia acerca de la presencia de este microorganismo, siendo mas frecuente en hortalizas de
hoja verde. En esta revision bibliogréafica, queda de manifiesto la importancia de la inocuidad con la que se
deben de manejar las hortalizas, desde su precosecha hasta el punto final de la manipulacion humana,
principalmente por su minima coccion al ser ingeridas, siendo de gran importancia aquellos procesos para
su desinfeccion.

Palabras clave: hortalizas, contaminacion, inocuidad, microorganismos, medidas aislamiento.

Abstract

Vegetables are a fundamental part of the diet for human consumption due to their different nutritional
characteristics. However, they are exposed to different types of contamination that interfere with the safety
of vegetables during the production chain process (pre-harvest, harvest, storage, and distribution), sale, and
final disposal, including a large number of disease-causing pathogenic microorganisms, including bacteria.
A bibliographic review was carried out to update the information about the production chain and
microbiological safety in vegetables, searching different scientific search engines. A detailed description
was made about the composition of the vegetables, the process in the production chain until its final disposal,
in addition of the main bacteria that can be part of the microbiota or as contamination, and finally, the
disinfection methods. In addition, 12 studies focused on the search for Salmonella spp in different types of
vegetables, carried out in other countries, from the cultivation areas to the points of sale, were included.
Mostly, these showed evidence of the presence of this microorganism, being more frequent in green leafy
vegetables. In this bibliographic review, the importance of the innocuousness with which vegetables should
be handled is made clear, from their pre-harvest to the final point of human manipulation, mainly due to
their minimal cooking when ingested, being of great importance those processes for their disinfection.

Keywords: vegetables, contamination, safety, microorganisms, isolation measures

Introduccion contaminada, contaminacion en el
almacenamiento de los vegetales (Alegbeleye et
al., 2010). Sin embargo, los problemas de
seguridad no solo se limitan a las précticas en la
granja, sino que también incluyen problemas en la
etapa de post-cosecha relacionados con el traslado
de los productos a los mercados, se pueden
presentar condiciones que fomenten o inhiban el
crecimiento, supervivencia y / o transmision
microbiana (FAO, 2003). Las bacterias mas
comunes en estos alimentos pertenecen a la
familia de Enterobacterias, entre ellas podemos
mencionar a Salmonella, uno de los principales
agentes causales de enfermedades diarreicas a
nivel mundial asociado con estos productos
frescos (Fatica y Schneider, 2011; Kurtz et al.,

El consumo de hortalizas ha tenido un aumento
significativo a lo largo de los ultimos afios, su
popularidad se debe a su composicién nutricional,
debido a su bajo contenido calérico, alto nivel de
agua, fibra y vitaminas (Sierra et al., 2007). Las
hortalizas generalmente se consumen en crudo;
debido a esto, el consumidor puede contraer
alguna enfermedad transmitida por los alimentos
(ETAS), por la falta de inocuidad en la cadena de
produccion de las hortalizas (Puig et al., 2014).
Existen distintos factores que pueden afectar la
inocuidad de este alimento como: el uso de
fertilizantes a base de estiércol, la actividad
animal, la produccion de las hortalizas en campos
con presencia de patdgenos, el uso de agua
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2017). Para satisfacer la demanda de los
consumidores de manera eficiente, existe una
tendencia a sembrar hortalizas en grandes zonas
de cultivo o en invernaderos extensos, lo que
podria aumentar la vulnerabilidad de la cadena de
suministro y el impacto potencial de un evento de
contaminacién con patégenos al consumidor
(Hashemi, 2017). Con lo antes expuesto se
plantea con esta revision bibliografica actualizar
la informacion acerca de la inocuidad de las
hortalizas.

Las hortalizas son percibidas por los
consumidores como alimentos que fomentan la
salud y la nutricion (Fernandez-Ruiz, 2017). Estas
presentan un riesgo latente a contaminarse en
alguna etapa de produccién desde el cultivo donde
generalmente se realizan malas practicas
agricolas cuando se desconoce sobre las
recomendaciones cientificas (Berger et al., 2010),
ademas, estan expuestas desde su cosecha,
transporte, venta, e incluso en el hogar de quien
las consume (ONU, 2002). Es por eso pertinente
estudiar la cadena de produccién de las hortalizas
y recabar informacién acerca de la inocuidad de
las mismas.

Materiales y métodos

Esta revision se inicié con la busqueda de
articulos originales y de revision en las bases de
datos de PubMed (PubMed (nih.gov)), Scielo
(SciELO.org) 'y Google scholar (Google
Académico). También se consideraron publica-
ciones oficiales de organizaciones gubernamen-
tales que regulan la inocuidad alimentaria. Las
palabras claves utilizadas para dicha blsqueda
fueron “vegetables”, “contamination”, “safety”,
“microorganisms” con el operador booleano
AND. Se considero tanto articulos en el idioma
inglés como en espafiol y que fueran de acceso
abierto. Se elaboraron tablas como estrategia de
resumen e integracion de informacion.

Resultados
Descripcion

Las hortalizas son aquellas plantas herbéceas o
semi-herbéceas utilizadas por el hombre para su
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alimentacion y que a su vez son consumidas en
forma fresca o procesada. El término hortaliza
incluye a las verduras y a las legumbres (Ferratto
y Mondino, 2008). Estas son regularmente
cultivadas en huertos o regadios con fines de
autoconsumo y comercializaciéon (Cruz-Delgado
et al., 2013).

Clasificacion
Las hortalizas tienen tres formas de

clasificacion. La primera se relaciona con la parte
de la planta que es comestible (OMS, 2005), en:

Raiz comestible: zanahoria, rabano, nabo.
o Hoja comestible: apio, perejil, lechuga.
Tallos y bulbos comestibles: cebolla, ajo,
papa.
e Flor o coles comestibles: coliflor, brocoli,
alcachofa.
e Fruto comestible: tomate, pepino, calabaza.
e Legumbres frescas o verdes: Guisantes,
habas, judias verdes.

De igual forma, se pueden clasificar por el
medio de conservacion como: hortalizas frescas,
congeladas, deshidratadas o liofilizadas (Dubey y
Jalal, 2012). Por Gltimo, las hortalizas también se
pueden clasificar de acuerdo con su color como se
observa en la Tabla 1.

Composicion nutricional

Las hortalizas tienen un menor contenido
caldrico, pues mas del 90% de su composicion es
agua, muchas de ellas alcanzan cantidades
similares a las de las bebidas (Sierra et al., 2007).
Las hortalizas no poseen un sabor dulce debido a
que su contenido en azucares simples es muy
bajo, los hidratos de carbono que contienen, es
almidén (que es la reserva energética de las
plantas), no contienen grasas y poseen muy poco
sodio, son ricas en fibra y gran cantidad de
vitamina A, B1, B2, C, E y K, &cido folico (B9),
ademas de contener minerales como calcio (Ca),
hierro (Fe), Magnesio (Mg), Fosforo (P), potasio
(K) (OMS, 2005; Dubey y Jalal, 2012; Cruz-
Delgado et al., 2013).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://scielo.org/es/
https://scholar.google.com.mx/
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Hortalizas de hoja verde

Hortalizas amarillas/naranjas

Hortalizas de otros colores

»ﬁ el o =
a, achicoria, berro,

g =
Lechuga, escarol
acelga, espinaca.

Tomate amarillo, pimientos,
calabaza, las zanahorias.

-

, S
Berenjenas, nabo, jitomate,
cebolla, ajo.

Aportan pocas calorias y tienen un
gran valor alimenticio por su riqueza
en vitaminas A, C, B, E y K. Su color
se debe a la alta cantidad de clorofila
(Ferratto y Mondino, 2008; Dubey y
Jalal, 2012).

Son ricas en caroteno, el mismo que
favorece la formacion de Vitamina A
(OMS, 2005).

Contienen poco caroteno, pero
son ricas en vitamina C y en las
vitaminas del complejo B
(OMS, 2005; Ferratto y
Mondino, 2008;).

Tabla 1. Clasificacion de las hortalizas de acuerdo a su color.

Cultivo

El cultivo es el proceso del trabajo de la tierra 'y
cuidado de las plantas para que den frutos y
produzcan un beneficio. La mayoria de las
hortalizas requieren una preparacion fina y una
nivelacion de la tierra para un uso éptimo del agua
(Sierra et al., 2007; Alcazar, 2010).

Abono. El abono es una sustancia organica o
inorganica que pueden ser de caracteristicas
fisicas, quimicas o bioldgicas del suelo destinado
a cultivos, la fertilizacién adecuada es importante
para una produccion o6ptima de hortalizas,
manteniendo asi los nutrimentos en cantidades
suficientes para la planta. El suelo provee
naturalmente algunos de ellos, pero si no los hay
en la proporcion adecuada, entonces deben
agregarse. En todo caso, la fertilizacion es un
problema local y cada productor debe determinar
su propio programa. Hay nutrientes que juegan un
rol muy importante durante todo el periodo de
desarrollo de las plantas, estos reciben el nombre
de macronutrientes primarios, como el nitrégeno,
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fosforo y potasio (Alcazar, 2010; Dubey y Jalal,
2012).

Siembra. La siembra juega un papel importante
en la agricultura, después de aflojar y arar la
tierra, se seleccionan las semillas de buena
calidad, se esparcen y se arrojan en la tierra
previamente preparada (Alcazar, 2010). Las
semillas, que dan altos rendimientos, general-
mente se seleccionan y se siembran mediante los
siguientes:

Siembra directa. Consiste en sembrar la semilla
en el terreno definitivo una sola vez, al cabo de 7
dias germinardn y emergeran las plantas
creciendo en forma normal (Sierra et al., 2007).

Siembra indirecta. Este tipo de siembra se
realiza primero en recipientes especiales
(almécigo) para su crecimiento, pasadas unas
semanas 0 cuando tienen entre 3 a 4 hojas y un
tamarfio de planta de entre 10-12 centimetros, se
sacan del almécigo para plantarlas en el terreno




definitivo (Sierra et al., 2007; Krapovickas,
2011).

Riego. El riego es la aplicacion artificial de agua
al suelo a través de varios sistemas de tubos,
bombas y aerosoles. El riego se usa generalmente
en é&reas donde las lluvias son irregulares o en
épocas de sequia. Hay muchos tipos de sistemas
de riego, en los que el agua se suministra a todo el
campo de manera uniforme (Alcazar, 2010;
Krapovickas, 2011).

El riego por goteo es un sistema de riego
presurizado de baja descarga que lleva agua al
sistema radicular de las plantas de forma
continua, paulatina y lenta, en forma de gotas, lo
que garantiza un suministro racional y un maximo
aprovechamiento del recurso hidrico. Permite
hacer entrega oportuna y continua de fertilizantes
hidrosolubles cerca al sistema radicular lo que
minimiza pérdidas, no causa humedecimiento de
follaje, lo que evita la proliferacién de
enfermedades, reporta aumentos de produccion y
mejora en calidad de las cosechas, facilita y
permite una mayor precision en el manejo y
control del agua para riego (Mercado, 2007; Cruz-
Delgado et al., 2013; Mohammed y Qoronfleh,
2020).

Cosecha. Es una intervencién voluntaria por parte
del hombre, realizada en el momento en que se
han desarrollado todos los nutrientes y cuando las
partes comestibles han alcanzado el grado de
madurez adecuado a los tratamientos a seguir
(Sierra et al., 2007). Existen dos sistemas de
cosecha:

Cosecha mecanizada. Tiene como ventaja la
rapidez y un menor costo por tonelada
recolectada, sélo puede ser utilizada en cultivos
de maduracion concentrada (Mercado, 2007).

Recoleccion manual. Es perfecta para cultivos
con un largo periodo de cosecha. La principal
ventaja del sistema manual se basa en la
capacidad del ser humano de seleccionar el
producto en su adecuado estado de madurez y de
manipularlo con suavidad garantizando de esta
manera una mayor calidad y menor dafio. Esto es
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particularmente importante en los cultivos
delicados (Mana, 2004; Mercado, 2007).

Almacenamiento

La demanda de hortalizas es continuada a lo
largo del afo, por lo que el almacenamiento es el
proceso normal para asegurar el aprovisiona-
miento de los mercados por el mayor tiempo
posible. El almacenamiento también puede ser
una estrategia para diferir la oferta del producto
hasta que el mercado se encuentre desabastecido
y de esta manera obtener mejores precios (Mafia,
2004; Sierra et al., 2007).

El tiempo por el cual un producto puede ser
almacenado depende de sus caracteristicas
intrinsecas. De estas caracteristicas propias,
también dependen las condiciones en las que
pueden ser almacenados. Por ejemplo, algunas
especies soportan temperaturas cercanas a 0°C
como las hortalizas de hoja y coles, mientras que
otras no pueden ser expuestas a menos de 10°C,
como la mayor parte de las frutas de origen
tropical (Mafia, 2004; Radilla y Gutiérrez, 2016).

Por lo general, las estructuras de almacena-
miento estan asociadas o forman parte de centros
de acopio o depdsitos de acondicionamiento y
empaque, aunque es también muy frecuente la
conservacion al nivel de finca, ya sea al natural o
en estructuras especificamente adaptadas para
esta funcion (lzquierdo y Granado, 2011).

Distribucion

Las hortalizas son productos perecederos, por lo
cual su distribucion adopta caracteristicas
propias, con una operativa logistica adecuada, en
ocasiones necesita asegurar una temperatura
determinada constante, es decir, mantener la
cadena de frio (ONU, 2002).

La distribucion no es una actividad simple, toda
vez que no solo consiste en el traslado de
mercancias, sino que es un sistema para hacer
Ilegar a los vegetales del agricultor al consumidor
final; actia como intermediario, se elige el canal
mas adecuado y los medios o vias capaces de
proporcionar el mejor servicio; durante las
exportaciones, los productos recorren caminos
extensos hasta llegar a su destino, por ello es
importante implementar las estrategias de higiene



adecuadas, donde sea correcto el almacenamiento
y el transporte, en condiciones Optimas
particularmente de temperatura, a fin de
garantizar la calidad del producto en su entrega y
venta (lzquierdo y Granado, 2011; Radilla y
Gutiérrez, 2016).

Venta

El precio de un alimento se refleja en el numero
de consumidores y proveedores, de acuerdo con
el costo de producciédn, distribucion, grado de
aceptabilidad del alimento, considerando también
su disponibilidad, calidad y demanda (Izquierdo y
Granado, 2011).

Inocuidad en la cadena de produccién de
hortalizas

La inocuidad alimentaria es un sistema de
proteccion de los alimentos que garantiza la
seguridad de su procesamiento, el cual se debe
llevar a cabo donde quiera que se obtengan,
fabriquen, preparen, almacenen o vendan los
productos frescos como las hortalizas. La
inocuidad de los alimentos es sumamente
importante, debido a que impacta tanto la
economia como la salud publica. La falta de
inocuidad en la produccién y manipulacion de
alimentos es uno de los factores que da origen a la
proliferacion de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA’s), las cuales han ocasionado
graves repercusiones en la salud e inclusive la
muerte de una cantidad significativa de personas
a nivel mundial (Puig et al, 2013; Hussain vy
Gooneratne, 2017).

Fuentes de contaminacion de hortalizas

Las fuentes de contaminacion de alimentos son
todo aquello que no es propio del alimento y que
es capaz de provocar enfermedades a los
consumidores.  Por ello, hay distintos
componentes que ponen en riesgo la inocuidad en
los productos agricolas.

En los afios recientes, las verduras han ganado
la atraccién de los consumidores debido a su
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reputacion de ser saludables; el consumo de frutas
y hortalizas frescas se ha convertido en elemento
importante de una dieta sana y equilibrada. Sin
embargo, dado que los productos frescos a
menudo se comen crudos, se les reconoce cada
vez méas como fuentes importantes de transmisién
de patégenos a humanos (Berger et al., 2010;
Ferndndez-Ruiz, 2017; Holzel et al., 2018).

Existen varios agentes, como productos
quimicos, fisicos y bioldgicos, que pueden
adulterar los alimentos en diferentes puntos del
proceso de produccion y preparacion del
alimento. Las rutas y las fuentes de
contaminacion de los productos agricolas varian
segun la zona de produccion, esto se debe a que
cada sitio de cultivo tiene una combinacion
distinta de factores de riesgo ambiental, como la
topografia, las interacciones del uso de la tierra y
el clima. La combinacion de estos factores de
riesgo favorece en la frecuencia y transmision del
patégeno al alimento, interfiriendo en la
inocuidad del producto (Berger et al., 2010;
Alegbeleye et al., 2018).

Contaminacién microbioldgica

La contaminacion microbiana es un problema
complejo de resolver y la estrategia adecuada para
garantizar calidad en el alimento es prevenir la
contaminacion a lo largo de toda la cadena de
produccion y distribucion, en conjunto con
buenas practicas de higiene. Las distintas etapas
gue un producto debe pasar desde la precosecha
(en el campo) hasta el consumo tanto fresco como
procesado, proveen incontables oportunidades
para incrementar el nivel de contaminacién que
naturalmente trae el campo (Figura. 1; FAO,
2003).

Los  microorganismos  se  encuentran
naturalmente en el medio ambiente, es decir, en el
suelo, en el aire y en el agua, al igual que en las
plantas, en los animales y en los humanos. Todos
estos factores actan como fuentes de
microorganismos, mismos que contaminan los
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Figura 1. Ruta de contaminacion de las hortalizas (Berger et al., 2010).

alimentos y se desarrollan en ellos. Los peligros
biolégicos de origen alimentario se pueden
determinar que existen cuatro tipos de
microorganismos que pueden ser transportados
por las frutas y hortalizas y que representan un
peligro para la salud humana: virus (hepatitis A),
bacterias (Salmonella spp., Escherichia coli,
Shigella spp.), paréasitos (Giardia spp.) y hongos;
estos ultimos no representan un peligro en si
mismos, sino a través de las micotoxinas que
producen (FAO, 2003; Berger et al., 2010).

Microbiota residente. Las hortalizas poseen en
sus superficies una microbiota, algunos de estos
microorganismos pasan naturalmente  del
ambiente donde los alimentos se procesan. Dentro
del microbioma vegetal se han encontrado
diversas comunidades bacterianas dominadas por
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las Actinobacterias, Bacteroidetes, Firmicutes y
Proteobacteria, pero su composicion varia de
acuerdo con la especie vegetal (Hussain vy
Gooneratne, 2017). También existen algunos
microorganismos que resultan benéficos para las
hortalizas debido a que son capaces de segregar
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal.

Dentro de este grupo se encuentran las
rizobacterias estimuladoras del crecimiento
vegetal como  Azospirillum sp.  Otros

microorganismos con efectos positivos sobre las
hortalizas, son los hongos formadores de
micorrizas arbusculares, los cuales en su relacion
simbidtica actian como mediadores del
intercambio de nutrientes, permitiéndole a las
plantas explotar mejor los recursos de su entorno
(Maria, 2004; Holzel et al., 2018).



Sin embargo, los microorganismos patogenos
son los principales que contaminan los productos
durante la precosecha, debido a que algunos
microorganismos peligrosos los encontramos
formando parte de la flora natural del suelo o del
ambiente (Berg et al., 2014).

El tipo de producto también tiene influencia,
debido a las caracteristicas fisicoquimicas del
alimento, favorecen la instalaciéon de una
microbiota especifica en el mismo, por ejemplo,
la microbiota fangica tiende a colonizar a frutas,
mientras que en hortalizas predominan las
bacterias, siendo estas los contaminantes mas
comunes de estos alimentos. Son dichas
caracteristicas las que contribuyen al desarrollo
de los microorganismos fecales, que gracias a su
diversidad y pocas exigencias se adaptan a todo
tipo de alimentos (Egbuta et al., 2017).

Bacterias patdgenas. Las bacterias son los
microorganismos mas comunes y los més
importantes en los alimentos. Son organismos
unicelulares que pueden crecer rapidamente a
temperaturas y nutrientes favorables. Algunas
descomponen los alimentos y otras proporcionan
caracteristicas deseadas, como es el caso de la
fermentacion lactica. Otras bacterias son agentes
patégenos, causando enfermedades 0
intoxicaciones. Se encuentran en gran nimero en
diferentes ambientes y pasan facilmente a los
alimentos (Moss, 2008; Castillo y Andino, 2010).

Por otro lado, como se ha mencionado antes, hay
un sinnimero de bacterias causantes de
problemas en los alimentos y por consiguiente
muchas de ellas causan enfermedades en los
humanos. Las bacterias mas comunes en los
alimentos pertenecen a la familia de
Enterobacterias, del género  Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, Shigella, Erwinia y Yersinia (Mafia,
2004; Moss, 2008). Tiene mayor importancia
clinica Salmonella spp, siendo una de las
bacterias patégenas con mayor frecuencia
implicada en infecciones o intoxicaciones
alimentarias asociadas a hortalizas (Lynch et al.,
2009; Castillo y Andino, 2010).

Salmonella. Los microorganismos que
pertenecen al género de Salmonella pueden crecer
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en presencia o0 ausencia de oxigeno, presentan
flagelos y tienen forma de bastén. Este género
estd compuesto por dos especies; Salmonella
bongori y Salmonella enterica.

S. enterica contiene mas de 2,500 cepas distintas
(denominadas serovares o serotipos). Siendo esta
especie la causante de enfermedades mas
frecuente relacionado con el consumo de frutas y
verduras. Las cepas de S. enterica pueden
colonizar semillas, semillas germinadas, hojas y
frutos de una gran variedad de especies de plantas
(Berger et al., 2010; Fatica y Schneider, 2011,
Kurtz et al., 2017). El tiempo transcurrido desde
la ingestion del alimento contaminado y la
aparicion de los sintomas varia
considerablemente, pero generalmente esta
comprendido entre 12 y 36 horas. La infeccion
por Salmonella (salmonelosis) se basa en la
capacidad de la bacteria para sobrevivir a las
condiciones adversas del estomago y llegar al
sitio de colonizacion causando vomitos, diarreas,
calambres y fiebres en los individuos que la
padecen. El sistema inmune ayuda a controlar la
infeccidn, pero puede encontrarse debilitado en
muchos nifios pequefios, en mujeres embarazadas
(tanto ellas como el feto), ancianos, individuos
que sufren enfermedades cronicas. Se consideran
de gran riesgo a los inmunocomprometidos, tales
como pacientes diabéticos, cancerosos, con
VIH/sida y gente sometidas a antibioticos (Fatica
y Schneider, 2011; Zheng et al., 2013).

La OMS declara que mundialmente se generan
21 millones de casos con entre 1 y un 4%
(200,000 a 600,000) de casos graves. Destacando
que el 90% de los casos letales se producen en
Asia y que India, Pakistin y Bangladesh
acumulan el 85% de los casos mundiales (Zheng
etal., 2013).

De acuerdo con los Centros para el Control y la
Prevencién de Enfermedades (CDC), se
estimaron brotes de Salmonella con base en
productos agricolas entre 2001 y 2009, se
presentaron 38.4 millones de episodios de
gastroenteritis transmitida por alimentos sélo en
los Estados Unidos. Dentro de ellas, 17.8 millones
fueron gastroenteritis aguda, y hubo al menos
473,832 hospitalizaciones en los EE. UU. cada
afio. Se estima que 5,072 personas mueren de
gastroenteritis aguda cada afio, de las cuales 1,498



muertes fueron causadas por los 24 patdgenos
conocidos transmitidos por los alimentos
(Alegbeleye et al., 2018; Berger et al., 2010;
Fatica y Schneider, 2011).

Medidas generales para la desinfeccion de
hortalizas

La demanda de productos minimamente
procesados, como es el caso de las hortalizas, es
de importancia creciente en los mercados tanto
nacionales como internacionales. Por
consiguiente, el consumidor busca productos
seguros e inocuos; para esto es necesario la
desinfeccion y el uso de agentes desinfectantes
(Aguayo et al., 2017).

La desinfeccién es un proceso fundamental que
se lleva a cabo para obtener la reduccién o
erradicacion de la carga microbiana presente en
los alimentos (Aguayo et al., 2017), utilizando
sustancias denominadas desinfectantes que tienen
como objetivo desnaturalizar las moléculas
constitutivas y en ocasiones interrumpir los
procesos metabolicos de algln microorganismo.
Los desinfectantes que son para uso alimentario
deben destruir rapidamente los microorganismos
(Caisahuana y Zavala, 2020; Robles et al., 2018;
Siddiqui, 2018).

Clasificacién de los métodos de desinfeccion para
hortalizas

Los desinfectantes cumplen una ardua labor en
la inocuidad microbioldgica de los alimentos. Los
podemos diferenciar en tres familias: quimicos,
métodos no quimicos (naturales) y fisicos. Este
tipo de desinfeccion estd basada en las
propiedades biocidas en algunos compuestos
quimicos como los hal6genos, quats y
compuestos alcalinos. Existen factores que
influyen este tipo de desinfeccién como lo son:
tension superficial, pH, tiempo del contacto,
temperatura en la que se lleva a cabo la
desinfeccion, nimero y localizacion de los
microorganismos implicados en la labor (Pérez et
al., 2017).

Métodos quimicos. Este tipo de desinfeccion
estd basada en las propiedades biocidas en
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algunos compuestos quimicos como los
hal6genos, quats y compuestos alcalinos. Existen
factores que influyen en este tipo de desinfeccion
como lo son: tension superficial, pH, tiempo del
contacto, temperatura en la que se lleva a cabo la
desinfeccion, numero y localizacién de los
microorganismos implicados en la labor (Pérez et
al., 2017) (Tabla 2).

Métodos naturales. Son aquellas sustancias de
origen natural capaces de inhibir el crecimiento y
desarrollo de microorganismos. El uso de los
antimicrobianos naturales ha dado paso en la
industria de alimentos el disminuir el uso de
compuestos artificiales para asegurar la inocuidad
de los alimentos (Cisternas, 2017) (Tabla 3).

Métodos fisicos. Son aquellos que emplean
variables fisicas como la temperatura (calor),
radiaciones UV y limpieza; como el lavado
mecanico. Los desinfectantes deben seleccionarse
considerando los microorganismos que se desea
eliminar, el tipo de producto que se elabora y el
material de las superficies que entran en contacto
con el producto. La seleccion depende también
del tipo de agua disponible y el método de
limpieza empleado.

La desinfeccién por calor himedo se realiza en
autoclaves que generan presion y vapor saturado.
Se trata de un método totalmente fiable por su
potencial de penetracion en las materias, puesto
gue los microorganismos son mucho menos
resistentes a la destruccién por calor himedo, en
funcion del tiempo de exposicion. Tiene ventajas
como: accesibilidad, bajo costo y ningun residuo
téxico (Serkonten, 2021).

La desinfeccion por calor seco se realiza por
medio de hornos que generan aire a altas
temperaturas, y el proceso se maneja en tiempo de
exposicion, y temperatura.

Las radiaciones UV se realizan mediante
radiaciones ionizantes que penetran
profundamente, este tipo de desinfectantes debe
limitarse a las superficies y aire (Serkonten,
2021).



Compuesto Caracteristicas y Ejemplo
guimico funcién desinfectante
) . . El cloro es el haldgeno mas utilizado en la
Son moléculas relacionadas con los 4tomos del . : . : -
R . industria alimentaria. Se utiliza para el
grupo 17 en la tabla periddica. (Koseki et al., - .
. . tratamiento del agua potable, de procesamiento y
2004). Tienen un marcado efecto oxidante, . - :
. . o lavado, equipos y otras superficies (Koseki et al.,
Compuestos  gracias a esto tienden a modificar los grupos

halogenados

funcionales tanto de proteinas como de &cidos
nucleicos. Generalmente son eficientes contra las
bacterias, esporas bacterianas y hongos (Robles
etal., 2018).

2004).

El yodo es una sustancia que por su reaccién con
el almidén es empleado exclusivamente en
hortalizas que no tienen este carbohidrato
(Robles et al., 2018).

Compuestos
amonicos
cuaternarios

(Quats)

Son derivados de los compuestos aménicos, a
diferencia de los deméas derivados, los Quats
presentan una carga permanente (Pérez et al.,
2017). Las sales de estos compuestos perjudican
la integridad de la membrana, interfiriendo con
sus respectivas funciones, esto las hace ideales
para el tratamiento con hongos y bacterias
(Robles et al., 2018).

Son compuestos con actividad detergente, sin
embargo, presentan caracteristicas
desinfectantes, lo que les permite ser utilizados
en la esterilizacién del alimento (Pérez et al.,
2017).

Compuestos
alcalinos

La viabilidad celular e integridad de membrana
de cualquier microorganismo se ve afectada
estando en presencia de algin medio alcalino,
provocando muerte celular (Garmendia y Vero,
2006).

La combinacién de algunos compuestos como el
peréxido de hidrogeno (sustancia basica) y el
acido lactico a temperaturas altas han dado
buenos resultados en la desinfeccion de los
alimentos (Koseki et al., 2004).

Detergentes

La actividad detergente  funge como
emulsificante y solubilizante de los acidos grasos
de cadena larga. Esta propiedad permite utilizar
los detergentes como agentes antimicrobianos
(Fuentes, 2019).

El uso de detergentes facilita los procesos de
lavado de los productos de origen vegetal. Se
debe incluir una o varias fases de enjuagado
posteriores con agua potable, que garanticen la
eliminacién de los detergentes y de los
desinfectantes del agua de lavado (Fuentes,
2019; Koseki et al., 2004).

Plata
coloidal

Es una solucién coloidal en la que se ven
implicadas nanoparticulas de plata (entre 1- 10
nm de diametro). Puede desactivar la actividad
del ADN, enzimaética y de la membrana celular;
esto afecta tanto la division celular como la
respiracion. En concentraciones bajas puede
desactivar bacterias (San Lucas, 2017).

Este compuesto  presenta un  efecto
oligodinamico, lo que le permite tener una
liberacion lenta y constante (San Lucas, 2017).

Tabla 2. Métodos quimicos para hortalizas.

Sustancia Composicién y/o caracteristicas Microorganismos que
desactiva
Es un liquido muy acido y amargo. Estd compuesto por Bacterias
Concentrado de bioflavonoides, aminoacidos, acidos grasos, oligosacaridos, Hongos

semilla de toronja

dihidroascorbico (Macias, 2014).

compuestos polifenolicos, tocoferoles, acido ascorbico y acido

Virus
Parasitos (Macias, 2014).

Vinagre blanco

Conocido como acido etanoico, tiene propiedades importantes

al desactivar enzimas indispensables para la supervivencia del
microorganismo. Se ha demostrado que esta sustancia tiene
mayor respuesta cuando se encuentra en un grado de

Bacterias (Aldaz y
Alvarez, 2020).

concentracion y temperatura alta (Aldaz y Alvarez, 2020).
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El acido citrico presente en el jugo de limén es considerado un

acido organico. Tiene efectos desinfectantes, su accién se basa
en la acidificacion del citoplasma impidiendo el glicolisis,
transporte activo o la sefial de transicion en el microorganismo

Jugo de limon

(Cisternas, 2017).

Bacterias (Cisternas,
2017).

Tabla 3. Métodos naturales de desinfeccion para hortalizas.

Agentes fisicos para la limpieza de hortalizas.
El proceso para eliminar la suciedad se puede
realizar de forma manual o mecéanica con la
ayuda de utensilios como esponjas, estropajos,
cepillos, escobillones generalmente junto con un
desinfectante quimico para la remocion completa
de contaminantes. Es importante conocer bien las
herramientas que se emplean en la limpieza, pues
su uso indebido puede llevar a un deterioro
excesivamente rapido de las superficies
(Romana, 2017).

La accion mecanica es la operacion de eliminar
la suciedad como tal. Puede realizarse de forma
manual o mecénica con la ayuda de equipos. El
lavado puede ser realizado por varios métodos,
dependiendo de la naturaleza del producto a
tratar. En el disefio de los sistemas de enjuagado
es importante asegurar la agitacion del agua de
lavado, debido a que esto permitira, por una
parte, el correcto contacto superficial entre el
agua de lavado y las frutas o verduras a lavar. El
desinfectante mas comun para este tipo de
sistemas de lavado es el cloro, generalmente
adicionado en forma de hipoclorito. Este proceso
viene seguido de un segundo paso en el que se
produce el escurrido o centrifugado para eliminar
la mayor parte posible del agua presente en la
superficie y, de este modo, minimizar la
posibilidad de reproduccion de cualquier agente
patégeno o alterante que permanezca en la
superficie. Para este paso se utilizan diversos
sistemas mecanicos como centrifugadoras,
mesas vibratorias, tlneles de secado (Macias,
2014; Romafa, 2017).

El lavado de esponja es un método fisico que
sigue formando parte de la accion mecénica, es
la accion de limpieza realizada con las manos.
Sirve para eliminar los residuos sélidos de
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equipos y materiales. El polvo y la suciedad se
acumularan en cualquier superficie expuesta. La
contaminacion puede incluir insectos muertos y
desechos de plagas, los cuales presentan un
peligro microbiano y de cuerpo extrafio. Por ello
los utensilios como cepillos y esponjas ayudan a
eliminar los residuos de contaminacion
superficial de los productos, al igual como
limpiar y desinfectar las herramientas que
auxilian en la desinfeccion (Aldaz y Alvarez,
2020; Serkonten, 2021).

Medidas preventivas vy
intervencion

Actualmente, el control, reduccion o
eliminacion de peligros fisicos, quimicos o
microbianos es fundamental en el sector
horticola, garantizando asi productos de alta
calidad sanitaria. Para ello se han planteado
diversas medidas de prevencion y estrategias
utiles que aseguren la inocuidad de las hortalizas,
evitando su contaminacion en sus etapas de
produccidn, procesamiento, distribucion y hasta
el momento de su consumo (Gil et al., 2015; Lee,
2019).

En las diferentes etapas de la produccion
horticola es recomendable:

estrategias  de

o Identificar fuentes puntuales, difusas o
lineales que representen un riesgo de
contaminacion para los cultivos, por otro
lado, si los cultivos ya establecidos se
encuentran ubicados en zonas de alto riesgo
sera necesario la construccion de zanjas y
areas de amortiguamiento para reducir en lo
posible los peligros microbianos (Murray et
al., 2017).

e Restringir el acceso de animales domésticos o
silvestres colocando barreras fisicas alrededor



de los cultivos para mantener su integridad
(Lee, 2019).

El personal debe ser o estar capacitado sobre
las practicas de higiene necesarias para el
contacto y manipulacion de las hortalizas, en
caso de padecer una enfermedad se debera
informar inmediatamente a la gerencia para
determinar las alternativas correspondientes
(Gil et al., 2015; Zheng et al., 2013).

El tratamiento de aguas utilizadas en los
sistemas de riego se puede realizar de forma
guimica, térmica, mediante ultrasonido o
radiaciones, pero el método méas econémico
es el tratamiento quimico con cloro y sus
derivados, cuyo propdsito es destruir a las
bacterias y hongos presentes en el agua, asi
como las transportadas sobre la superficie del
fruto (Lee, 2019).

Los cultivadores y recolectores siempre
deben seguir las especificaciones técnicas por
los fabricantes de equipos para su correcto
uso y mantenimiento. El establecimiento de
politicas y opciones de disefio sanitario que
faciliten la limpieza, desinfeccion frecuente y
exhaustiva de las superficies en contacto, se
recomiendan detergentes en espuma de base
acida y alcalina, el vapor y agua caliente para
descontaminar las superficies del equipo
(Castillo 'y Andino, 2010; Norris y
Congreves, 2018).

Se debe evitar la proximidad al apilamiento
de estiércol en la granja. Si se identifica el
potencial de contaminacion de la tierra
contigua, se deben implementar estrategias de
intervencién, controlar la escorrentia o la
lixiviacion asegurando las areas donde se
almacena el estiércol. También debe
minimizarse la proximidad de fuentes de
contaminacién dispersas por el viento o en
aerosol (Cruz-Delgado et al., 2013; Zheng et
al., 2013).

Los sistemas de produccion de cada
establecimiento deben evaluarse
individualmente para identificar los requisitos
de higiene especificos para cada producto.
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Las estrategias de intervencién dirigidas a
inactivar o eliminar patdgenos con el fin de
reducirlos a niveles aceptables son el uso de
Manejo Integrado de Plagas (MIP) y medidas
de biocontrol para el control de plagas y
enfermedades (Hashemi, 2017; Krapovickas,
2011).

o Pesaje y envasado, la combinacién correcta
de material de empaque, peso del producto y
composicién del gas dentro de un paguete son
componentes criticos que deben determinarse
para que cada producto pueda mantener la
calidad y seguridad, y asi extender su vida
atil, por ejemplo, el disefio y los materiales
del empaque deben brindar la proteccion
adecuada para minimizar la contaminacion de
los productos y prevenir dafios (Alegbeleye et
al., 2018; Castillo y Andino, 2010).

e Mantener un control adecuado de la
temperatura durante el almacenamiento y
transporte evitara o retrasara el crecimiento
de la mayoria de los microorganismos.
Durante el almacenamiento, la temperatura
debe controlarse mediante un dispositivo de
registro continuo de tiempo-temperatura o
también se sugieren controles periédicos con
un termémetro calibrado. Las medidas
preventivas para garantizar la seguridad del
producto incluyen buenas practicas de
higiene y limpieza durante el almacenamiento
o transporte (Gil et al., 2015; Norris vy
Congreves, 2018).

Los consumidores son un grupo objetivo
importante para la informacion y la educacion
sobre como manipular los productos frescos y
recién cortados de manera segura, y deben
comprender sus funciones y responsabilidades
para proteger estos productos de la
contaminacion. El papel del minorista debe
extenderse mas alla de la tienda. La seguridad
alimentaria no debe detenerse una vez que la
comida entra en el carrito de la compra. El
minorista debe ser la mejor fuente de
informacidn sobre seguridad alimentaria para el
consumidor. Ademas, es una ventaja para el



minorista educar a los clientes sobre los
productos y la seguridad alimentaria. Educar aun
cliente sobre la seguridad alimentaria puede
retenerlo, puesto que compra con total confianza
(Cruz-Delgado et al., 2013; Fatica y Schneider,
2011; Krapovickas, 2011).

Discusién

En la presente revision se analizaron diversos
estudios sobre la calidad microbioldgica de
hortalizas que son para consumo humano en todo
el mundo. Los estudios identificados se
concentraron en un bajo numero de paises de la
region, ademas, se logré el aislamiento de

diversos microorganismos como Salmonella spp
con y sin resistencia a antibidticos,
microorganismo causante de una de las
enfermedades bacterianas mas reconocidas a
nivel mundial por sus numerosos casos de diarrea
en humanos (Quansah y Chen, 2021) (Tabla 4).
Estos autores analizaron vegetales de hoja verde
exoticos donde reporté el aislamiento de 33
cepas de Salmonella recuperados de muestras de
vegetales recolectados de 50 granjas en 12 areas
agricolas, lo cual estd relacionado a una
contaminacion durante la postcosecha o cosecha
con aguas en condiciones insalubres.

Pais Hortaliza Hallazgo

Referencia

Vegetales de hoja

33 cepas Salmonella enterica, recolectadas

Ghana . j :
verde exéticas en ?0 granjas de vegetales y 12 areas Quansah y Chen (2021)
agricolas.
Estados , . .
. Melén Un aislamiento de Salmonella spp. Tango et al. (2014)
Unidos
Estados . . . .
. Cilantro Un aislamiento de Salmonella spp Korir et al. (2016)
Unidos
Espafia Hortalizas frescas Cuatro muestras resultaron positivas para Abadias et al. (2008)
Salmonella spp.
Pai Lechuga i | Il hall6 % en la lech N
a_lses ec. uga iceberg, _Sa monella spp se hallo 0,5.3 o en la lechuga Wijnands et al. (2014)
bajos pepino. iceberg y el 5,1% en el pepino.
Hortali islami | Il himuri )
Holanda ortalizas pgra Un aislamiento Salmonella typhimurium Pielaat et al. (2014)
ensaladas mixtas. DTI04
Estados Lech_ug_a organicay
Unidos un pimiento verde 2 cepas de Salmonella spp. Bohaychuk et al. (2009)
organico
Lechuga, espinaca,
tomate, zanahoria, No se aislé a Salmonella Mukherjee et al. (2004)
cebolla verde y fresa
Espafia Lechuga fresca No se aislé a Salmonella Oliveira et al. (2010)
Estad Hoj des, hierbas, -
Stados 0Jas VEraes, IETHas,  No se aisl6 a Salmonella Johnston et al. (2006)
Unidos melones
Espinaca, lechuga
Corea romana y hojas de No se aisld a Salmonella Johnston et al. (2005)
sésamo verde
A/ | -
Canada egetales verdes No se aisl6 a Salmonella Allen et al. (2013)

frescos

Tabla 4. Articulos analizados sobre la inocuidad microbiol6gica en hortalizas.



Johnston et al. (2005) recolectaron un total de
398 muestras entre verduras, hierbas y melones
en lo cual Salmonella estaba presente en 0.7 %
de muestras de melones. Este estudio demuestra
qgue cada paso desde la produccion hasta el
consumo puede afectar la carga microbiana de
los productos y refuerza las recomendaciones del
gobierno para garantizar un producto de alta
calidad (Tango et al., 2014).

Korir et al. (2016) colectaron 414 muestras de
albahaca, cilantro, cebollin, espinaca y perejil;
obtenidos de tres tiendas minoristas. Estos
autores reportaron gue una muestra de perejil y
una de cilantro fueron positivas para Salmonella,
lo cual demuestra que dichos establecimientos no
llevan un buen control de condiciones higiénicas.

Abadias et al. (2008) analizaron 300 muestras
de frutas y hortalizas frescas, minimamente
procesadas de varios establecimientos minoristas
de la zona Lleida (Catalufia, Espafa), para
determinar si la contaminacion microbiana, y en
particular  las  bacterias  potencialmente
patogenas, estaban presentes en estos productos
basicos. Ahi mostraron que, de las muestras
analizadas, cuatro (1.3%) resultaron positivas
para Salmonella. Dichos resultados ponen en
evidencia que se necesita mejorar el control
microbiolégico de los productos frescos
obtenidos de tiendas minoristas.

Wijnands et al. (2014) analizaron lechuga
roble, lechuga iceberg y pepino, encontrando una
prevalencia de Salmonella desde el 0.53% en la
lechuga iceberg hasta el 5.1% en el pepino. El
aislamiento de este microorganismo representa
un riesgo para la salud de los consumidores de
estas ensaladas mixtas, debido a esto es
importante aplicar métodos de desinfeccion
como el lavado mecanico.

Pielaat et al. (2014) determinaron la presencia
de Salmonella en la cadena de produccion
holandesa de ensaladas mixtas. Las principales
fuentes de incertidumbre son la falta de
descontaminacién, es decir, el lavado de
productos durante el procesamiento.

Mukherjee et al. (2004) examinaron distintos
tipos de hortalizas de granjas orgénicas y
convencionales, donde se encontrd a Salmonella
de una lechuga orgénica y un pimiento verde
orgénico. Los productos horticolas que tienen un
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mayor porcentaje de incidencia de los
microorganismos son los provenientes de granjas
organicas, lo cual esta relacionado con el uso de
excrementos de animales como abono en la
precosecha del producto (Bohaychuk et al.,
2009).

Por otro lado, diversos articulos consultados de
diferentes autores, quienes también analizaron
distintas muestras de hortalizas no encontraron
presencia de Salmonella en los productos
frescos. Sin  embargo, si  encontraron
contaminacion por otro tipo de microrganismos
como Bohaychuk et al. (2009), quienes
examinaron muestras de distintas hortalizas
provenientes de mercados publicos, grandes y
pequefios y Oliveira et al. (2010) en lechuga
convencional. Johnston et al. (2006) analizaron
466 muestras de frotis. Tango et al. (2014)
realizaron una investigacion donde examinaron
de manera comparativa la calidad microbiolégica
de los productos cultivados en forma de
produccién convencional y los sistemas de
produccién organica, mientras que Allen et al.
(2013) examinaron la calidad microbioldgica de
los productos importados disponibles al por
menor en todo Canada. Estos estudios antes
mencionados demuestran la baja aplicacion de
controles de calidad de los productos frescos
comercializados, siendo un factor de riesgo muy
grave gue permite la diseminacion de patdgenos
con caracteristicas especiales.

De acuerdo con los articulos analizados, se
demuestra que la prevalencia de Salmonella es
mas frecuente en estos productos frescos y esto
es el resultado de una combinacion de factores
relacionados con el desarrollo de la industria
alimentaria y malas practicas de manipulacion,
almacenamiento, distribucion y preparacion de
alimentos. Estos factores han provocado
problemas en la higiene de los alimentos al
permitir la facil diseminacién de Salmonella y
otros patdgenos (Fatica y Schneider, 2011; Kurtz
et al., 2017). La actividad agricola en el mundo a
menudo carece de dinero de inversion,
instalaciones (refrigeracion, atmosferas
controladas y modificadas y camaras con control
de humedad) y personal calificado para un
adecuado control de calidad, y la desinfeccion
durante la cosecha, almacenamiento vy



distribucion no recibe la atencion adecuada
(Mafia, 2004). Los sistemas y mecanismos de
transporte y distribucién de alimentos también
son deficientes.

Los resultados de este trabajo seran Utiles para
los productores, consumidores y autoridades
sanitarias para poder concientizar sobre la
importancia de mantener la inocuidad
alimentaria en hortalizas.

Conclusiones

Se encontr¢ evidencia cientifica que demuestra
gue existen diversos factores que ponen en riesgo
la seguridad alimentaria; haciéndose notar que
los productos frescos, como lo son hortalizas no
estan exentos de sufrir una contaminacion por
bacterias patégenas y que pueden transmitir
enfermedades con graves efectos a la salud
humana mediante su consumo. Debido a la
popularidad creciente por consumir hortalizas
por su gran aporte nutricional, es responsabilidad
constante mantenerse y asegurar la inocuidad del
producto desde la precosecha hasta el
consumidor final, siguiendo las estrategias
adecuadas de higiene y desinfeccion, a lo largo
de toda la cadena de produccion, para reducir y
controlar cualquier riesgo de contaminacion con
patégenos en los productos frescos como
bacterias del género Salmonella.
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Resumen

Desde hace varias décadas, el ser humano ha tratado de encontrar respuestas a las enfermedades de las
plantas causadas por hongos fitopatdgenos. Estos hongos estéan relacionados con la devastacion de diversos
cultivos, principalmente tomate, aguacate, platano, y otros. El uso de productos quimicos, particularmente
pesticidas, es una estrategia com(n para la solucion de este problema. Sin embargo, el uso excesivo de estos
compuestos se relaciona con la disminucion de nutrientes en el suelo. Ademas, existe evidencia del
desarrollo de resistencia a plaguicidas por parte de hongos fitopatdgenos, ocasionando fuertes
complicaciones en el combate contra las invasiones fungicas en vegetales. Considerando esto, se ha
propuesto el uso de extractos naturales con buena eficacia para reducir el desarrollo y crecimiento de hongos
fitopatdgenos en escenarios in vitro. La principal ventaja de la estrategia de extractos naturales como medida
preventiva y correctiva contra los hongos mencionados, es su caracteristica biodegradable. En la presente
revisién se aborda el potencial efecto antiflngico de extractos naturales, sugiriendo la utilidad particular en
el combate de infestaciones asociadas a los géneros Alternaria, Fusarium, Mycosphaerella y Colletotrichum
en cultivos agricolas.
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Abstract

Since several decades ago, the humans have tried found answer for plants diseases caused by
phytopathogenic fungus. Phytopathogenic fungus are related to the devastation of various crops, mainly
tomato, avocado, banana and others. The use of chemical products, such as pesticides is the most common
strategy for this problem solution. However, the excessive use of pesticides is related with nutrients
decreased in the soil. In addition, there is evidence of the development of resistance to pesticides by
phytopathogenic fungi. Considering this, the use of natural extracts with a good efficacy in reducing the
development and growth of phytopathogenic fungi in vitro scenarios has been proposed. The main
advantage of natural extract strategy as a preventive and remedial measure against phytopathogenic fungi
is their biodegradable characteristic. In this review, the potential antifungal effect of natural extracts is
addressed, a great and specific usefulness in combating infestations associated with Alternaria, Fusarium,
Mycosphaerella and Colletotrichum fungus in agricultural crops.

Keywords: Phytopathogens, Natural extracts, Pesticides, Inhibition growth.

Introduccién

México es un pais en vias de desarrollo cuyo
sector econdémico estd centrado en actividades
terciarias como el turismo y transporte, en este
sentido, es importante sefialar que, actividades
relacionadas con el sector agropecuario
representan aproximadamente el 3% del PIB
(Cardona-Resendiz et al., 2018). A pesar del bajo
porcentaje que esto representa, el impacto
econémico del cultivo de pifia, platano y mango
en México es muy importante, significando tan
solo en exportacién de mango cifras mayores a los
trescientos millones de dolares para 2013 (Pat-
Fernandez et al., 2017). Un grave problema en los
cultivos de los frutos previamente sefialados es la
presencia y desarrollo de microorganismos pato-
genos, tal es el caso de los hongos fitopatdgenos,
agentes causales de alteraciones fenotipicas en los
productos de cultivos, que afectan particular-
mente su apariencia, repercutiendo en el precio de
venta de las mencionadas cosechas (Godfray et
al., 2016; Li et al., 2019). El tratamiento habitual
para combatir las enfermedades ocasionadas por
microorganismos fungicos es considerado a base
del uso de azoles (Jorgensen y Heick, 2021). El
uso de este tipo de sustancias por mas de cinco
décadas ha ocasionado que los hongos fitopato-
genos desarrollen sistemas de resistencia
particularmante asociados a bombas de eflujo
(Hahn, 2014), lo anterior ha ocasionado que las
enfermedades en cultivos persistan y la
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problematica ambiental aumente, por lo que
nuevas estrategias en el combate de hongos han
sido propuestas, entre las que resalta, la posibili-
dad de utilizar extractos de origen natural que
muestran un alto porcentaje de inhibicion del
desarrollo flangico y, ademas, son de facil
degradacion en el ambiente.

cultivos
hongos

Caracteristicas
asociadas a la
fitopatdgenos

Los hongos son organismos pluricelulares que
se agrupan en filamentos. Son un gran problema
en los sistemas de produccion agricola, ya que
existen alrededor de 8,000 especies de hongos que
producen enfermedades; los hongos que atacan a
las plantas son denominados fitopatdgenos
(Shuping y Eloff, 2017). Se ha descrito a la
antracnosis como una enfermedad fungica
asociada a la presencia de hongos contaminantes
del género Colletotrichum, particularmente la
especie gloeosporioides, que afecta diversas
plantas en sus frutos, ramas, hojas e inclusive
raices. Los sintomas caracteristicos son lesiones
circulares de color marrén con aspecto aceitoso, y
tonalidades oscuras que afecta a los frutos y caida
prematura en flores, que con el transcurso del
tiempo se expanden por toda la superficie. En
cuanto a las ramas, tallos y hojas, provoca
decaimiento y marchitamiento, se denomina
cancro o chancro, necrosis hundida con un

patolégicas en
presencia de



aspecto humedo, también podredumbre a nivel de
ramas Y tallos. Es importante sefialar que, ciertos
factores facilitan el desarrollo de estos hongos,
particularmente las condiciones calurosas, asi
como la humedad relativa en lluvias, aunado a las
heridas que presentan los vegetales a causa de
golpes, podas mal realizadas o ataques de insectos
(Velosoetal., 2021). Por otro lado, la enfermedad
Bayoud es ocasionada por el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. Albedinis, la cual se manifiesta
comenzando con el marchitamiento progresivo,
asi como muerte foliar de las plantas que debido
a la afectacion de esos organos pueden llegar a
ocasionar la muerte de toda la planta (Hernandez
y Santos-Gutiérrez, 2021). De manera importante
la enfermedad denominada Sigakota Negra es
caracterizada por que las plantas afectadas
particularmente por el hongo Mycosphaerella
fijiensis presentan manchas cloréticas pequefias
gue aparecen en la superficie inferior denominada
abaxial. Posteriormente las manchas crecen
convirtiéndose en rayas de color marrén, que con
el paso del tiempo las manchas se vuelven mas
oscuras y muy perceptibles a la vista (Bennett y
Arneson, 2003).

Uno de los hongos con mayor importancia
agricola es Alternaria Solani, agente causal de
una enfermedad clasica de plantas de tomate y
papa, llamada “tizon temprano”, caracterizada por
la lesién de las raices vy tallo o la infeccidn foliar
de las hojas (Chen-Lopez, 2021).

Principales caracteristicas  de
fitopatogenos

El género Colletotrichum se distingue como un
grupo de hongos patégenos de diversas plantas
silvestres y muchas plantas en cultivo. Forman
parte de un grupo llamado ascomicetos que atacan
los cultivos en diferentes regiones tanto tropicales
como subtropicales (Lira-Gomez, 2018). Entre
las especies fitopatdgenas de Colletotrichum mas
comunes  se encuentra  Colletotrichum
Gloeosporioides, agente causal de la Antracnosis,
que afecta a todas las especies y variedades de
plantas de cultivos, cominmente a los platanos,
aguacate, mango, citricos, entre otros. Su
presencia se manifiesta usualmente en etapa
postcosecha ocasionando importantes pérdidas

hongos
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econdmicas (Basulto et al., 2011). El género
Colletotrichum presenta caracteristicas morfolo-
gicas importantes en su identificacion como
tamario, forma, color de colonia, textura, con un
crecimiento micelial circular con un margen
entero, por lo regular de color blanco que contiene
masas conidiales de color naranja en el centro de
las colonias (Rojo-Béez et al., 2017). EI género
Fusarium es un grupo de hongos filamentosos
ampliamente distribuidos en el suelo y plantas,
con capacidad de desarrollo a 37°C, son
considerados oportunistas. Al microscopio, la
fidlide es generalmente fina, con forma de botella;
simple o ramificada, sus macroconidios
caracteristicos presentan forma de media luna,
hialinos y septados (Tapia y Amaro, 2014).

En relacién a las caracteristicas morfolégicas
del hongo Mycosphaerella fijiensis son sus
ascosporas obtenidas de tejidos dafiados, se
denotan hialinas, globosas, con un septo y una
pequefia constriccion de éste, formando dos
células unidas, la cual, una de ellas es ligeramente
mas abultada que la otra; por otro lado, los hongos
que pertenecen al género Alternaria se han
caracterizado por ser hongos dematiaceos, los
cuales se describen por ser filamentosos vy
presentar un color oscuro. La mayoria de las
especies que pertenecen a este género son hongos
gue se alimentan de materia organica o en
descomposicion, suelen ser cosmopolitas (Pavon-
Moreno et al., 2012).

Estrategias comuUnmente utilizadas en el
combate para hongos fitopatdégenos

El impacto nocivo de la presencia de hongos
fitopatdgenos ha intentado ser remediado a través
del desarrollo de métodos rapidos y precisos en
donde ha sido necesario anteponer ciertos
aspectos, particularmente la relacién costo-
beneficio para el productor, en este sentido, una
de las alternativas mas comunes ha sido la
utilizacion de productos quimicos (Alburqueque-
Andrade y Gusqui-Mata, 2018).

Benzimidiazoles

Los benzimidazoles son fungicidas utilizados en
bajas dosis de manera comercial para el control de
enfermedades y plagas. Son sistémicos y tienen



un amplio efecto curativo para las plantas, sin
embargo, en los Ultimos afios se han reportado
cepas con resistencia a este tipo de fungicidas, lo
que ha limitado su uso en algunos paises
bananeros del mundo. Dentro de los
benimidazoles podemos encontrar productos
como Benomil, uno de los més utilizados en
banano, también encontramos el metil tiofanato y
el carbendazin. Estos actlan sobre la sintesis 3-
tubulina, proteina encargada de la formacién de
los microtubulos necesarios durante la division
celular (Pérez et al., 2003). Para el combate de la
contaminacion mediada por especies fungicas del
género Fusarium es ampliamente utilizada la
estrategia basada en fungicidas sistémicos del
grupo de los benzimidazoles en donde se
encuentran el benomil, carbendazim, tiabendazol,
y tiofanato (Smith-Barton et al., 2004; Villa-
Martinez et al., 2015). Es importante sefialar que
el uso no controlado de carbendazim ha sido
relacionado con el desarrollo de resistencia
fangica (Alburqueque-Andrade y Gusqui-Mata,
2018).

El  biocontrol de Colletotrichum spp.,
habitualmente se realiza por medio del uso de
fungicidas centrados en el control particular de la
antracnosis, sin embargo, el uso indiscriminado
de los mencionados fungicidas ha generado
ciertas consecuencias no positivas para la salud
humana y el desarrollo de resistencia a
antifungicos (Sandoval-Chavez et al., 2011).
Habitualmente, los fungicidas utilizados para el
combate de Colletotrichum pertenecen a la
familia de los benzimidiazoles, particularmente el
Antracol 70 PM en las afectaciones de mango
asociadas a este género de hongos (Landero-
Valenzuela et al, 2016), Trifloxistrobin en
afectaciones en cultivos de papaya (Arias y
Carrizales, 2007), el Benomil en cultivo de
citricos (Villa-Camacho, 2019), adicionalmente,
el uso de compuestos inorganicos como el
oxicloruro de cobre ha sido reportado en cultivos
de citricos también (De la Cruz et al., 2014).

Inhibidores de la dimetilacion (DMI)

La mayor parte los ingredientes activos
pertenecientes a la clase de los DMI son
considerados como un so6lo grupo de productos,
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entre los cuales encontramos algin grado de
resistencia cruzada. La mezcla de dos o0 mas DMI
(comdnmente denominados triazoles) puede ser
utilizada para garantizar una buena eficacia
biolégica, sin embargo, esto no debe ser
considerado una estrategia anti-resistencia. Todos
los miembros de este grupo afectan la biosintesis
del ergosterol. Dentro de este grupo, los productos

comdnmente utilizados para el control de
Sigatoka negra son: difenoconazole,
epoxyconazole, fenbuconazole, flutriafol,

metconazole,  propiconazole, tebuconazole,
tetraconazole y triadimenol (BWG, 2018).

Aminas

Las aminas también actGian sobre la sintesis del
ergosterol, pero en sitios diferentes a los DMI.
Dentro de este tipo de compuestos, el primer
producto introducido para el combate de la
Sigatoka negra en banano fue el tridemorf en
1981, y hasta ahora no se ha reportado resistencia
en cultivos agricolas; el tridemorf se encuentra en
proceso de salida, pero se mantiene el
fenpropimorf, la spiroxamina y el fenpropidin
como moléculas que pertenecen a esta familia
(Llarena-Perea, 2013).

Compuestos quimicos en el combate contra
especies de Alternaria

La presencia de especies del género Alternaria
en cultivos agricolas es un fenémeno comun y de
fuerte impacto por lo que el desarrollo de
productos quimicos para su combate es algo
necesario. Derivado de esto, se ha sugerido el uso
de ciertos fungicidas como Signum FR, en el cual
encontramos el Boscalid (Carboxamida) como
ingrediente activo; el producto Cabrio, contiene
como ingrediente activo al Pyraclostrobin
(Estrobilurinas) vy, adicionalmente el uso de
Azoxistrobina ha sido probado, éste Gltimo tiene
como ingrediente activo al Azoxistrobin
(Estrobilurinas); todos los productos menciona-
dos son considerados de accion rapida y aplicados
en los frutales o plantaciones cuando existen
indicios de lesion causada por especies de
Alternaria (Félix-Gastelum y Galvez-Figueroa,
2002).



Adicionalmente se sugiere la utilizacion de
fungicidas protectores como el Bellis, cuyos
compuestos activos son el Boscalid vy
Pyraclostrobin, clasificandolo dentro de los
grupos de Estrobilurinas y Carboxamidas, los
cuales permiten controlar la aparicién del hongo,
y se aplican al iniciar la floracion de la planta,
finalmente, Mancozeb, teniendo como
ingrediente activo Mancozeb, clasificado dentro
de Fungicidas Multi-sitio que puede utilizarse en
época de lluvias para asegurar cultivos mas
resistentes, o bien, cuando las lesiones ya se han
presentado como una medida de remediacion
(Gomez-Reconco y Nufiez-Espinoza, 2019). En
relacion con lo anterior y considerando el
creciente deterioro de los suelos, tanto de forma
quimica, fisica como bioldgica, se han explorado
estrategias amigables con el medio ambiente y
seguras para los consumidores; usualmente, los
planes para el control de plagas en cultivos
contemplan el uso de productos quimicos.
Entonces, nosotros abordamos reportes del
control de crecimiento fungico de los géneros
Alternaria, Fusarium, Mycosphaerella 'y
Colletotrichum que se han asociado con grandes
pérdidas agricolas, por lo que la implementacion
del uso de extractos naturales en los planes de
cultivo pudiera otorgar un panorama alentador
para los productores (Lira-De ledn et al., 2014).

Eficacia de extractos vegetales como sustancias
biorremediadores antifingicas

Alternaria

En relacion con las especies del género
Alternaria se han probado una gran variedad de
extractos naturales entre los que se destaca el uso
de extractos obtenidos a partir de romero
(Rosmarinus  officinalis), salvia  (Salvia
officinalis) o esclarea (Salvia sclarea),
observaciones realizadas utilizando extractos de
los mencionados vegetales han reportado efectos
que se pueden equiparar a los de fungicidas
comerciales, sefialando que la mejora en la
optimizacién de su uso se mantiene en desarrollo
(Diaz-Dellavalle et al, 2011). Extractos
metanolicos de menta, eucalipto y lavandula han
resultado eficaces en el combate de la mancha
foliar de la papa ocasionada por Alternaria
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Alternata (Zaker y Mosallanejad, 2010). En este
sentido, se ha probado con prometedores
resultados a extractos de semillas de espina de
camello (Vachellia erioloba) que han resultado
eficaces contra la especie A. alternata (Al-Askar,
2012), en relacién con la potencial utilidad de
extractos de la planta morera (Morus alba),
destaca una actividad antifingica importante de
los extractos metandlicos y etanolicos de corteza
de raiz (Kwon et al., 2019). Entre las especies de
Alternaria de importancia agricola se localiza
Alternaria solani, agente causal de la enfermedad
del tizén tardio en cultivos de tomate, estudios
realizados con 4&cido galico y sus derivados
(&cidos siringico y pirogalico) han demostrado
importantes resultados terapéuticos en las plantas
de tomate tratadas, induciendo, ademas, mejoras
en el aspecto y produccion de los organismos
vegetales (EI-Nagar et al., 2020).

Fusarium

El género de hongos Fusarium agrupa una
amplia variedad de especies fitopatdgenas, entre
los cuales Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici
presenta una disminucion en su desarrollo al ser
tratados con extractos metanolicos de raiz de
rabano (Raphanus sativus), y estos efectos son
mayores que al usar los extractos de frutas y
hojas, Asi mismo, otra forma de tratamiento para
esta especie es con neem (Azadirachta indica),
pues sus semillas han demostrado una eficacia
similar a los productos quimicos comerciales,
verbigracia, carbofuran y bavistin, por lo que se
destaca su capacidad antifungica, ademas se
recalca que el estado de Guerrero cuenta con esta
planta (Hadian et al., 2011; Javaid y Bashir,
2015). El tratamiento de Fusarium verticillioides
con extracto de chipilin  (Crotalaria
longirostrata), resulta ser eficaz modulando
negativamente el crecimiento del hongo y se
sugiere este tipo de extracto podria ser un
excelente biorremediador (Cruz-Rodriguez et al.,
2020). De manera adicional, se ha propuesto que
extractos naturales de pimienta/mostaza, casia y
clavo pudieran ser incorporados en los planes de
cultivo a modo de prevencidn, derivado de su
actividad antifungica probada contra especies de
Fusarium (Bowers y Locke, 2000). Finalmente,



en relacion a especies Fusarium, extractos
organicos del arbol ciprés del Atlas (Cupressus
atlantica) y del arbol chicle de coral (Eucalyptus
torquata) son capaces de inhibir el crecimiento
micelial y esporulacién de Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis, esto debido principalmente a su
contenido de polifenoles y flavonoides (Bouhlali
et al., 2020).

Mycosphaerella

La Sigatoka negra causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis M es clasificada como
una de las plagas mas destructivas para
plantaciones bananeras causando grandes
pérdidas econdmicas para los productores. El
manejo de ésta, ha sido a través de productos
quimicos, pero se ha demostrado que el uso de
fungicidas hechos a base de extractos naturales
tales como Momordica charantia y Senna
reticulata han mostrado tener un gran efecto en el
control inhibidor contra dicha plaga, de igual
manera este método de accidn es innovador,
sustentable y respetuoso para el ambiente
(Osorio-Salamanca, 2016). Diversos extractos
vegetales a partir de neem (Azadirachta indica),
vermonia amarga (Vernonia amigdalina) y de
albahaca de clavo (Ocimum gratissimum), han
mostrado importantes resultados en la inhibicién
del crecimiento y desarrollo de Mycosphaerella
fijiensis, el agente causal de sigatoka negra en las
plantas de banano (Okigho y Emoghene, 2004).
De igual manera, la inhibicién del crecimiento de
Mycosphaerella fijiensis ha sido reportado por
accion del extracto metandlico de la especie
Topobea cf discolor (Mosquera et al., 2009) asi
como los extractos del arbol de canela
(Cinnamomum zeylanicum) (Gutiérrez-Jimenez
et al, 2017); es importante sefialar que el gel de
sabila (Aloe vera) ha mostrado eficacia
antifungica similar a la que poseen fungicidas
quimicos como el propiconazol en el combate de
la proliferacion de Mycosphaeralla fijiensis
(Jaramillo et al., 2017). Una especie del género
Mycosphaerella que también se caracteriza por
ocasionar la enfermedad de sigakota negra es el
hongo Mycosphaerella musicola. En relacion con
esto, extractos de la planta conocida como bigotes
de gato (Orthosiphon diffusus Benth) y de la

51

planta conocida como redermachera
(Redermachera xylocarpa Roxb) han resultado
ser muy eficientes en la inhibicion del desarrollo
micelial de la especie musicola (Aman y Rai,
2015). La aplicacion del quitosano, el cual,
teniendo como principal ingrediente activo, la
“Quitosina” extraida de la pared celular de hongos
y levaduras tales como ascomicetos, zigomicetos,
basidiomicetos 'y  deuteromicetos, puede
clasificarse dentro de los extractos naturales y es
una alternativa para el control del hongo
Mycosphaerella fijiensis, dicho extracto mostr
una disminucion en el crecimiento micelial. A
través de un estudio in vitro se observé una buena
efectividad contra M. fijiensis pudiéndose
comparar con algunos quimicos utilizados para la
eliminacion de mencionado hongo (Ayala et al.,
2014).

Colletotrichum

La antracnosis relacionada con la infeccién por
diversas especies del hongo Colletotrichum puede
ser combatida mediante el uso de diversos
extractos naturales, particularmente el extracto de
lavanda (Lavandula officinalis) ha mostrado hasta
un 66.23% de inhibicién en el desarrollo de
Colletotrichum  acutatum, el extracto de
manzanilla (Chamaemelum nobile) con 52.78 %
de inhibicion (Alzate et al., 2009). Para este
mismo microorganismo la presencia de los
componentes timol y citral de los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) vy
limoncillo (Cymbopogon citratus) son capaces de
inhibir en un 100% el desarrollo micelial en un
periodo de once dias (Garcia-Mateos et al., 2021).
El extracto metandlico de la higuerilla
(Phytolacca icosandra) ha mostrado hasta un
70% de inhibicion en el desarrollo de
colletotrichum gloesporioides (Pérez-Cordero et
al., 2011), lo que puede ser de gran utilidad en el
control de antracnosis en frutos postcosecha,
demostrando asi que la funcionalidad de los
diversos  extractos naturales puede  ser
dependiente de la especie a retar.

Como resultado de la presente revision, la
utilidad de extractos naturales en el combate de
hongos fitopatdgenos se puede apreciar en la tabla
1.



Principal cultivo

Control usual

Eficiencia del

(Solanum betaceum)

nobile)

Hongo (nombre Extracto organico probado extracto contra
afectado .
comercial) el hongo
Tomate (solanum Signum FR® Romero (Rosmarinus officinalis) 204 %
lycopersium) Salvia (salvia officinalis) 41.9%
: Cabrio® Semillas de espina de camello
Alternaria sp. Papa (Solanum (vachellia erioloba)
tuberosum). Belis® Morera (Morus alba) 5.1 %
Bavistin® Raiz de rabano 95 9%
] (Raphanus sativus) 0
Fusarium Benomil . ;
?xysporqn} fsp. |(_I|:€06J12hdaen[Jasbfgt?vus) 39%
copersici Carbofuran
o ;I'omate (solanum Semillas de Neem
copersium . 9
ycop ) Carbendazim (Azadirachta indica) 85 %
Tiabendazol
Pimienta (Piper nigrum) 99.9 %
Tifanato
Melén amargo (Momordica
*Benzimidazoles | charantia) 9o 89 %
(MBC)
Tarantan(Senna reticulata) 92.3%
*Inhibidores de la -
di-metilacion élrg?icsasi?ﬁu%a;vo (Gcimum 70.4%
Micosphaerella | (DMI)
iiiensi Platano (Musa x . .
Fijiensis paradisi;ca) *Aminas *Carrizos (Topobea cf discolor). 100%
*Bigotes de gato (Orthosiphon
* 0
CLIDENDE S| giffusus enth) 67.2%
. —
Arbol de canela . 100 %
*CALIXIN 86 (Cinnamomum zeylanicum)
OL® Aloe vera (Aloe vera) 44.84 %
Agua_cate (Persea Lavanda (Lavandula officinalis) 66.23 %
americana)
Benzi midiazoles ) .
; - Platano (Musa x Tomillo (Thymus vulgaris) 100 %
;:0 etotrichum | paradisiaca) Antracol Limoncillo (Cymbopogon 100 %
i M (Mangif Trifloxistrobi cltratus) 0
ango (Mangifera rifloxistrobin - - -
i)
Benomil (Phy )
Tomate de arbol Manzanilla (Chamaemelum 52 78%

Tabla 1. Potencial utilidad de extractos naturales en el combate de hongos fitopatégenos.
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Conclusiones

Actualmente existe un amplio panorama de
oportunidad para que diversos extractos naturales
sean una alternativa viable en estrategias de
combate a plagas relacionadas con efectos
fitopatdgenos, ademds, este tipo de extractos
pueden ser de facil acceso para la mayoria de
productores de cultivos de una gran variedad de
materia prima para el consumo humano como
tomate (Solanum  lycopersicum), aguacate
(Persea  americana), platano (Musa X
paradisiaca), entre otros. Los extractos de
pimienta, limoncillo, tomillo, &rbol de canela y
carrizos, muestran porcentajes de eficacia de
hasta un 100% en la inhibicién del desarrollo de
hongos fitopatdgenos en particular abordados en
esta revision, incluso superando a productos
guimicos  comercializados que  contienen
ingredientes  activos a  derivados  de
benzimidazoles, que en los pequefios sistemas de
produccién no son accesibles por sus costos 0
demanda, esto ultimo, sin dudas es una excelente
opcion a desarrollar.
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Resumen

Los biofertilizantes son insumos que contienen microorganismos (bacterias y hongos principalmente) que
aplicados a las plantas promueven su crecimiento y ayudan a la regeneracion del suelo. Sin embargo, en
Meéxico esta tecnologia aun no ha sido transferida y la mayoria de los productores la desconoce. Por ello, el
presente trabajo tuvo como objetivo conocer la variedad de los biofertilizantes comercializados en el
territorio mexicano. Se generé un listado que muestra los productos actualmente disponibles para contribuir
en la difusién de los beneficios de su uso a los agricultores, de manera que en el futuro se puedan llevar a
cabo practicas agricolas mas sostenibles a un menor costo.
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Abstract

Biofertilizers are inputs that contain microorganisms (mainly bacteria and fungi) that, when applied to
plants, promote their growth and help regenerate the soil. However, in Mexico this technology has not yet
been transferred and most producers are unaware of it. Therefore, the present work aimed to know the
variety of biofertilizers marketed in the Mexican territory. A list was generated that shows the products
currently available to help spread the benefits of their use to farmers, so that in the future more sustainable

agricultural practices can be carried out at a lower cost.

Keywords: Biofertilizers, Crops, Microorganisms, Fungi, Bacteria

Introduccion

En las décadas recientes se ha tomado
conciencia del agotamiento de los elementos
naturales debido a la explotacion intensiva de los
mismos (Rueda-Puente et al., 2015). Los
fertilizantes quimicos son un derivado del
petroleo, que han registrado aumentos
desmesurados en sus precios, afectando con
seriedad la estructura de los costos de productos
agricolas y, por otro lado, a los productores y
consumidores en general (Mia et al., 2010). Otro
problema es que millones de hectareas han
quedado sin potencial agricola; se ha agudizado
uno de los grandes problemas nacionales: la
erosion y la pérdida del suelo (Vanwalleghem et
al.,, 2017). La agricultura en Meéxico es
potencializada por el wuso de fertilizantes
guimicos. Sin embargo, el uso desmedido ha
provocado el deterioro de la fertilidad del suelo,
procesos de eutrofizacion, cambios climaticos y
dafios al ambiente y a la salud humana (Song et
al., 2020). Esto ha inducido que la agricultura se
enfogue en buscar soluciones adecuadas a estos
problemas. Las nuevas tecnologias deber estar
orientadas a mantener la sostenibilidad del
sistema mediante la explotacién racional de los
recursos naturales y la aplicacion de
microorganismos para satisfacer las necesidades
nutricionales que fertilicen el suelo a través de los
biofertilizantes (Pereira y Castro, 2014). En ese
sentido, los biofertilizantes son de gran
importancia econdmica, pues podrian sustituir y/o
minimizar productos quimicos que son costosos.
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Por lo tanto, el objetivo del trabajo se enfoco en
la blsqueda de biofertilizantes comercializados
en el pais para conducir a un desarrollo
econdmico sostenible para los agricultores.

Los biofertilizantes

Los microorganismos han sido utilizados en la
agricultura desde tiempos remotos y han formado
parte de los ecosistemas terrestres (Remy et al.,
1994). Los microorganismos del suelo utilizados
en la agricultura han adquirido diferentes
nombres que describen su funcion en las plantas
como: inoculantes, fertilizantes bacterianos v,
recientemente, biofertilizantes (Kapulnik y Okon,
2002). Los biofertilizantes son insumos que
contienen células vivas o latentes de
microorganismos eficientes que aceleran los
procesos microbianos del suelo mejorando la
asimilacion de nutrientes por parte de las plantas
(Vassey, 2003). Para aplicaciones agricolas, los
microorganismos mas utilizados son las bacterias,
los hongos, las algas y los actinomicetos
(Mahanty et al., 2016). Asi mismo, resultan una
herramienta excelente para el manejo integrado,
pues garantizan la sostenibilidad de la produccion
agricola en casi todos los tipos de suelo, pero con
mayor respuesta en suelos de baja fertilidad
(Ahmad et al., 2013). Estos insumos pueden ser
aplicados a las semillas, &rea foliar o al suelo para
colonizar la rizosfera o el interior de la planta e
inducir el crecimiento vegetal (Afanador, 2017).
Una de las ventajas que ofrecen estos insumos
radica en que son mas econdémicos y de facil



transportacion para los productores, en
comparacion con los fertilizantes de origen
quimico (Kumar et al., 2018).

Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
son aquellas especies bacterianas que tienen la
capacidad de promover el crecimiento y la salud
vegetal de las plantas (Rout y Callaway, 2012;
Zhou et al., 2015). Los efectos de estimulacion de
estas bacterias pueden ocurrir de forma directa
mediante la  produccion de compuestos
fitoestimuladores (giberelinas y auxinas), fijacion
de nitrégeno y solubilizacién de fosfatos (Saleem
et al., 2007; Ahemad y Kibret, 2014; Beltran,

2014) o indirecta mediante la sintesis de
compuestos con actividad antibitica o
antifangica que inhiben el crecimiento de

fitopatégenos, lo que permite el desarrollo de las
plantas hospederas (Ahmad et al., 2008; Singh y
Jha, 2015). Por estas caracteristicas metabdlicas

versatiles, las BPCV tienen un potencial
biotecnolégico para la formulacion de
inoculantes; entre los que destacan los

biofertilizantes (Saravan et al., 2008). Las
bacterias como Rhizobium, Azotobacter y
Bacillus se reproducen in vitro y se impregnan en
sustratos idéneos como turba, carbén vegetal,
bagazo de cafia, entre otros, para su
comercializacion. Los biofertilizantes a base de
BPCV contienen millones de bacterias vivas o
latentes por gramo o por mililitro (en caso de ser
acuoso). Una vez que las semillas germinan y las
raices empiezan a desarrollarse, se multiplicaran
y colonizaran las raices.

Hongos micorrizicos

Los hongos micorrizicos representan un grupo
de microorganismos edéaficos que establecen
simbiosis con varias especies vegetales de interés
agricola (Siddiqui y Futai, 2008). Entre los
beneficios de esta asociacion destacan: los efectos
directos en la nutricion mineral, la induccion de
tolerancia frente a condiciones de estrés bidtico y
abidtico, su participacién en los procesos de
fitorremediacion y su contribucion a la estabilidad
del suelo (Gosling et al., 2006). Por otro lado, el
hongo del género Trichoderma es habitante
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comun en la rizosfera, tiene varios mecanismos a
través de los cuales influye en el desarrollo de las
plantas, tales como la produccion de reguladores
de crecimiento, la solubilizacion y absorcién de P,
Cu, Fe, Zny Mn (Gagreda et al., 2012). Ademas,
activan mecanismos de defensa de la planta a
nivel genético e incrementan la resistencia a
enfermedades (Martinez-Garcia 'y Pugnaire,
2011). En particular, esta caracteristica ha sido
ampliamente utilizada como control biol6gico
contra diversos hongos fitopatogenos. La
composicién 'y dindmica de los hongos
micorrizicos tiene un impacto sobre la estructura,
diversidad y productividad de las comunidades
vegetales con las que se asocia.

Biofertilizantes comercializados en México

La sustentabilidad de los sistemas agricolas a
largo plazo debe fomentar el uso y manejo
adecuado de los recursos internos de los
agroecosistemas (MacPherson et al., 2022). En
este sentido, los biofertilizantes son una
herramienta vital de los sistemas que constituyen
un medio ecoldgicamente aceptable de reducir
insumos externos y de mejorar la cantidad y
calidad de los recursos internos (Mahapatra et al.,
2022). En la tabla 1 se enlistan los diferentes
biofertilizantes y los microorganismos que lo
constituyen, se especifican caracteristicas como
los cultivos en los que se recomienda aplicar, los
beneficios de los productos, la empresa que los
produce, desde donde operan y si son certificados.
En México contamos con trece empresas (en su
mayoria microempresas) que venden sus
productos a precios accesibles a través de Internet
o0 en instalaciones fisicas pequefias, entre un rango
de $74.00 MXN hasta $899.00 MXN en
productos de 1 kg (sujeto a cambios, de acuerdo
con el peso del producto). Entre los géneros
bacterianos que destacan son: Azospirillum,
Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus. Cada pais
debe tener como tarea fundamental la formacion
y el entrenamiento del personal especializado,
para que sea capaz de responder a las crecientes
demandas de alimentos que se enfrentan con los
modernos esquemas de produccion agricola que
se basan en la sustentabilidad y la proteccion
ambiental (Saeed et al., 2021). Sin embargo, la
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TRIBUS

ORGANIAL

Azoton AA Plus

Fosfinn Biol

Biomatrix TS HE

Compaiiia

Biofabrica
SIGLO XXI

Biofabrica
SIGLO XXI

Biofabrica
SIGLO XXI

Biofabrica
SIGLO XXI

Biofabrica
SIGLO XXI

Mutainside
organicos,
México

GreenCorp,
México

GreenCorp,
México

GreenCorp,
México

GreenCorp,
México

GreenCorp,
México

GreenCorp,
México

Cer

tific | Microorganismos

ado

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Azospirillum
brasilense

Azospirillum
brasilense

Rhizobium etli

Rhizaphagus (antes
Glomus
intraradices)

Azospirillum
brasilense y
Glomus
Glomus
intraradices /
Rhizophagus
irregularis

Bacillus y
microorganismos
eficientes

Pseudomonas
flourecen,
Trichoderma
harzianum,
Trichoderma
viride, Bacillus
subtilis, Bacillus
megaterium,
Streptomyces
lydicus,
Streptomyces
griseus,
Rhodospirillum
rubrum,
Rhodopseudomona
s palustris

Bacillus subtilis, B.
amyloliquefaciens,
B. pumilus

Azospirillum spp.
Azotobacter spp

Hongos
solubilizadores de
fosforo

Beauveria y
Metarhizium,
Azotobacter,
Azospirillum,
Pseudomonas y
Bacillis

Cultivos
recomendados

Leguminosas

Todo tipo de
cultivos:
agricolas,
frutales y
ornamentales
Todo tipo de
leguminosas

Todo tipo de
cultivos agricolas

Para todo tipo de
cultivos

Ideal para todo
tipo de cultivo

Ideal para todo
tipo de cultivo
agricola

Ideal para todo
tipo de cultivo
agricola.

Ideal para todo
tipo de cultivo
agricola

Ideal para
cultivos
extensivos,
hortalizas,
frutales y
ornamentales
Para hortalizas,
frutales, granos,
cereales y
cultivos
industriales

Semillas de maiz,
sorgo, trigo,
avena, cebada y
triticale
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Beneficios

Recuperacion de la fertilidad del
suelo a largo plazo

Incrementa la rentabilidad y la
sanidad del cultivo

Fija nitrégeno a las raices

Incrementa la materia organica del
suelo. Incrementa la sanidad del
cultivo

Aumenta el desarrollo de la raiz,
recupera la fertilidad y la
estructura del suelo

Estimulan el desarrollo de otros
microorganismos benéficos del
suelo, lo que permite recuperar la
actividad biolégica

Restaura la comunidad microbiana
en agroecosistemas degradados y
mejora la productividad general de
los cultivos

Suprime patdgenos fingicos
comunes, mejora de forma natural
la vitalidad y el crecimiento de las
plantas

Asegura resultados

Favorecen la fijacion de nitrgeno
y la disponibilidad de fésforo

Favorecen la disponibilidad de
calcio, zinc, hierro y fosforo. El
producto acttia tanto en
condiciones de pH alcalinos como
4cidos

Coadyuva a la proteccion de las
raices y disminuye la presion y
poblacién de hongos fitopatégenos
y plagas en el suelo

Contacto

https://biofabrica.com.
mx/azofer-plus/

https://biofabrica.com.
mx/maxifer/

https://biofabrica.com.
mx/rhizofer/

https://biofabrica.com.
mx/micorrizafer/

https://biocompost.net/

Pelhate (1973)

https://greencorp.mx/p
roducto/biofertilizante
s/

https://mountainsideor
ganicos.com/products/
proplant-uptake-
microorganismos-
eficientes-soluble-en-
dextrosa

https://mountainsideor
ganicos.com/products/
tribus-biostimulant-
impello-biosciences

https://greencorp.mx/p
roducto/biofertilizante
slazoton-aa/

https://greencorp.mx/p
roducto/biofertilizante
s/fosfinn-biol/

https://greencorp.mx/p
roducto/biofertilizante
s/biomatrix-tshe/
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ND

Azospirillum
brasilense,
Agrobacterium
pusense,
Ochrobactrum
pseudogrignonense
y Meyeroryma
guilliermondii

Methylobacterium
symbioticum SB23

Bacillus subtilis
BsJS09

Glomus
intraradices, G.
brasilanum, G.
etunicatum,
Gigospopra
margarita,
Trichoderma
harzianum,

Gliocladium virens,

Bacillus subtilus,
B. polymyxa,
Pseudomonas
fluorescens

Glomus,
Paraglomus,
Aucalospora,
Entrophospora

Azospirillum
brasilense, Glomus
spp, Trichoderma
spp, Bacillus
subtilis,
Pseudomonas
fluorescens,
Bacillus
mucilaginosus
Azospirillum
brasilense, Glomus
spp, Trichoderma
spp, Bacillus
subtilis,
Pseudomonas
fluorescens,
Bacillus
mucilaginosus

Trichoderma,
Micorrizas y
Bacillus

Para cultivos
horticolas de
invernadero.

Arroz, colza,
algodén, soja,
sorgo

Recomendado
para todo tipo de
plantas

Ideal para
cualquier tipo de
cultivo

Ideal para
jardineria, huerto
en casa, agricola,
pastos,
hortalizas,
ornamentales. Es
compatible con
el 98% de los
cultivos en
México

Apto para todo
tipo de cultivo

Apto para todo
tipo de cultivo

Arboles frutales,
ornamentales,
para esquejes,
granos y
hortalizas
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Optimiza el aporte de fertilizantes
y de agua a las plantas, evita la
degradacion de suelos, incrementa
la actividad biolégica en la
rizosfera, favorece el crecimiento y
rendimiento de los cultivos
agricolas

Fija el nitrégeno atmosférico
convirtiéndolo en amonio

Secreta proteinas y metabolitos
que inhiben el desarrollo de
hongos fitopatégenos,
descomponen la materia organica
transformandola en compuestos
ricos en fosforo

Estimula el crecimiento de la raiz:
no es toxico y no irrita la piel

Ayuda a superar toxicidad por
metales como Al, Cd, As; previene
la compactacion del suelo;
disminuye estrés por calor; genera
flavonoides y fitoalexinas, reduce
el crecimiento y reproduccion de
insectos; promueve la resistencia
vegetal a altas y bajas temperaturas

Alta asimilacion de fosforo;
nitrégeno, potasio, calcio y
microelementos; reduce el estrés
causado por sequia, mayor
resistencia a enfermedades y
plagas

Incrementa la actividad fisiol6gica
de las plantas, desde la
germinacion, incrementa los
rendimientos y la calidad de la
cosecha, reduce el ataque de
patégenos, inducen tolerancia a
condiciones de estrés

Impulsa el desarrollo de raices y
engrosamiento de tallos. Favorece
la germinacién de las semillas

https://symborg.com/cl
Ibiofertilizantes/mbb-
10/

https://symborg.com/
mx/biofertilizantes/blu
en/

https://articulo.mercad
olibre.com.mx/MLM-
840788717-bacillus-
subtilis-biofertilizante-
y-fungicida-biologico-
900g-_JM

https://www.silagro.co
m.mx/producto/biovig
or-s-de-silagro/

https://micorrizassuppr
a.mercadoshops.com.
mx/MLM-936839516-
silicio-1k-micorriza-
suppra-2k-tierra-
diatomeasenraizante-
M

https://www.biokrone.
com/biofortificantes/gl
umix-polvo/

https://growdepotmexi
co.com/

https://listado.mercado
libre.com.mx/ferfomax
-bio
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Biofertilizantes Si Azos'plrlllum
brasilense

Frijol de soya

Apto para todo
tipo de cultivo

Ideal para todo
tipo de cultivo
agricola

http://mx-

Fijador de nitrdgeno o r—

Fija el nitrdgeno atmosférico,
secreta fitohormonas (auxinas y
giberelinas) que ayudan en el
crecimiento de los cultivos

https://www.agrilife.in
Iproducts/agrilife_nitro
fix_gd.php

Fija el nitrdgeno atmosférico,
mejora el vigor y la salud de las
plantas

http://www.biojal.com
/

Tabla 1. Relacion de biofertilizantes en México. Fuente: Recopilado de una basqueda en plataformas de venta de

productos agricolas.

tarea de educar y entrenar a los productores
agricolas para que conozcan acerca de los
beneficios que pueden lograr y como deben
realizar las aplicaciones de los biofertilizantes es
dificil debido a que en varios lugares del pais no
existe la demanda necesaria de especialistas ni el
interés por los aspectos practicos de la utilizacion
de estos insumos.

Conclusiones

El uso de biofertilizantes a gran escala traeria
grandes beneficios para cualquier sistema de
produccion agricola, sin tener efectos negativos
sobre el ambiente. Es importante sumar esfuerzos
para la difusion de este campo de la biotecnologia,
con el fin de desarrollar practicas de agricultura
mas sustentables.
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Resumen

Los mosquitos vectores son insectos voladores comunes que se encuentran distribuidos en la mayor parte
del mundo. Los mosquitos vectores de importancia médica pertenecen a la familia Culicidae, y abarcan
actualmente 3,556 especies. Las principales especies pertenecen a tres géneros: Anopheles, Aedesy Culex,
los cuales son transmisores de distintas enfermedades como: el virus del dengue, la chikungunya, la fiebre
amarilla, el virus del Nilo Occidental y malaria. Dentro del control quimico se utilizan insecticidas que son
eficaces para para su control. Diversas investigaciones han tomado como alternativa el uso de plantas
medicinales para laprevencion delareproduccion de los mosquitosvectores. Existe una variedad de plantas
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medicinales, siendo Argemone mexicana una planta de interés ya que contiene metabolitos secundarios que
han demostrado bioactividad contra diversos insectos. En este trabajo de investigacion se presenta la
actividad insecticida de extractos de la A. mexicana contra los mosquitos vectores (Diptera: Culicidae). Se
informala parte de la planta utilizada, solvente utilizado, especie de mosquito vector, tipo de bioensayo,
metodologia, resultados y metabolitos secundarios identificados.

Palabras clave: Mosquitos vectores, Argemone mexicana, Vectores, Plantas, Diptera, Metabolitos.

Abstract

Mosquito vectors arecommon flying insectsthatare distributed in most parts of the world. Mosquito vectors
of medical importance belongto the Culicidae family, currently comprising 3,556 species. Themain species
of vector mosquitoes belong to three genera: Anopheles, Aedes and Culex, which transmit different diseases
among the main diseases transmitted by these dipterans are: dengue virus, chikungunya, yellow fever, West
Nile virus and malaria. Within the chemical control, insecticides are used that are effective for their
reduction, due to their already known toxic effects on human health and the environment. Various
investigations have taken as an alternative the use of medicinal plants for the prevention of the reproduction
of vector mosquitoes. There is a variety of medicinal plants, Argemone mexicana being the most important,
since it already has secondary metabolites. In this review, the insecticidal activity of extracts from the A.
mexicana plant against the mosquito vector (Diptera: Culicidae) is presented, the part of the plant used, the
solvent used, the type of mosquito vector with which it presents larvicidal activity, are reported. type of
bioassay, methodology, results and identified metabolites.

Key words: Mosquitoes vectors, Argemone mexicana, plants, Diptera, Metabolites.

Introduccion mosquiteros insecticidas de larga duracion y la

Los mosquitos vectores pueden trasmitir fumiga_lc_ic’)_n de interiores con efecto_ residual que
diversos microrganismos patogenos, incluidos son dirigidos contra los mosquitos vectores
arbovirus, protozoos y filarias, los cuales causan (WHO, 2013). La inhibicién de la poblacion de
enfermedades infecciosas que ponen en riesgo la vectores ha sido uno de los principales avances
salud publica (Becker et al., 2010). Pertenecen para reducir la transmision de enfermedades a

través de métodos quimicos y no quimicos

rincipalmente a tres géneros: Anopheles, Aedes ! .
P b J P (Wilson et al., 2020). Sin embargo, el uso de

y Culex. El género Anopheles comprende 488

especies de las que derivan 60 especies con insecticidas contraadultos y larvas provoco una
importancia médica, pues transmiten la malaria resistenciaa los insecticidas en las poblaciones de
la filariasis linfatica y losarbovirus (Camevale et los vectores (Garcia et al., 2018). Por su parte,
al., 2009). El género Aedes incluye mosquitos algunos de estos insecticidas tienen efectos
vectores de arbovirus, incluidos los virus de la toxicos en el serhumano, por via oral respiratoria,
fiebre amarilla, el dengue, el chikungunya, la causando dafios en la via respiratoriay pulmonar
fiebre del valle del Rifty el Zika (Caglioti et al, (Munoz-Quezada et al., 2016). Por lo que el
2013). Por otro lado, el género Culex incluye presente trabajo busca promover alternativas de
diversos vectores para la microfilaria Wuchereria plantas medicinales a través de Argemone
bancrofti y los flavivirus (Weaver y Reisen, mexicana para el control de mosquitos vectores,
2010). Existen diversas medidasparael control de toda vez que son seguros para el medio ambiente
enfermedades para mosquitos vectores, como los y no son toxicos para los organismos no objetivo.
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Se hademostradoque A. mexicana tieneactividad
larvicida, oviciday pupacidacontra los mosquitos
vectores a través de extractos de tallo, hojas y
semillas. Es probable que la variedad de tipos y
niveles de constituyentes bioactivos en cada
extracto puedan ser responsables de su potencial
variable contra los mosquitosvectores, por lo cual
se recomienda establecer investigacionesa fondo.

Mosquitos vectores (Diptera: culidae)

Los mosquitos son insectos voladores comunes
que se encuentran distribuidos en la mayor parte
del mundo. Hay mas de 3,500 tipos de mosquitos
a nivel mundial y algunos de estos pueden ser
vectores, propagando patégenos (microbios) a las
personas y los animales (CDC, 2020). Las
enfermedades transmitidas por vectores (ETVs)
tienen un alto impacto sobre la salud publica de
diversas comunidades, la Unica manera de
prevenir estas enfermedades es evitar el contacto
entre vectores y humanos, puesto que en la
actualidad no existe una vacuna para todas las
enfermedades que los vectores pueden transmitir
(Gorla, 2021).

Principales especies de mosquitos vectores

Los mosquitos de importancia médica
pertenecen a la familia Culicidae, que engloba
actualmente 3,556 especies, los géneros con
mayor importancia médica son Anopheles, Aedes
y Culex (Ulloa, 2019). Los mosquitos que
pertenecen al género Aedes, son los vectores
dominantes de la mayoria de los arbovirus que
infectan tanto a humanos y a animales; estan
presentes entodoel mundo (Europa mediterranea,
Africa, Asia, América, Pacifico Occidental)
aunque la mayor diversidad se encuentra en las
regiones Nearticay el viejo mundo (Portillo etal,
2018). Los vectores que destacan por su
incidencia sanitaria son a Aedes albopictus o
Aedes aegypti (Ulloa, 2019).

Principales enfermedades transmitidas por
mosquitos vectores

Los mosquitos vectores pueden transmitir
distintos patdgenos, que provocan enfermedades
responsables de una gran tasa de morbilidad y
mortalidad humana en todo el mundo; también se
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considera que transmiten, aunque en menor
medida, enfermedades bacterianas (Tandina et
al.,2018). Existen diversas enfermedadesque son
transmitidas por mosquitos vectores, una de las
mas importantes es el dengue, es una enfermedad
arboviral grave de Asia, América del Sur y
Central y Africa, aunque cuenta con una baja
mortalidad, presenta sintomas muy debilitantes,
Aedes aegypti y Ae. albopictus son los vectores
comunes del dengue, se les considerade facil
adaptacion por lo que pueden proliferar
facilmente en nuevas areas (Rueda, 2008). El
virus del dengue tiene serotipos y cuando un
individuo se infecta se vuelve inmune para ese
serotipo (Hobart et al., 2018). El chikungunya es
una de las enfermedades trasmitidas por
mosquitos que no llega a causar mortalidad, sin
embargo, afecta a personas en mas de 60 paises,
aunque no es grave, del 87% al 95% de las
personasque lleganapresentarla, sufrenartralgia,
que puede persistir durante afios; sus principales
vectores son Aedes aegypti y Aedes albopictus
(Hobartetal., 2018). La fiebre amarilla también
es una enfermedad que se transmite
principalmente por Ae. Aegypti, siendo
importante en Africa, América del Sury América
Central, con alrededor de 200,000 casos y 30,000
muertes en 33 paises cada afio (Rueda, 2008). El
virus del Nilo Occidental es una enfermedad
transmitida principalmente por mosquitos del
género Culex, en particular Culex pipiens (OMS,
2017). Se ha propagado desde Africa (Uganda) en
1937 hacia Europay el oestey el centro de Asiay
se encuentra muy extendida en los Estados
Unidos, Canadda, México y las islas del Caribe
(Kramer et al. 2008). Asi mismo, la malaria es
una enfermedad muy grave que afecta a alrededor
del 40 % de la poblaciéon mundial, principalmente
en las zonas tropicales y subtropicales; A.
gambiae, es el vector mas importante de la
malaria en Africa, aunque se consideraque es el
mayor responsable de la transmision y mortalidad
deestaenfermedad (Beerntsenetal., 2000). Otros
mosquitos vectores pueden transmitir varios
patégenos, incluidos arbovirus, protozoos y
filarias que causan enfermedades infecciosas
como: Fiebre de Oropuche, Mansonelosis,
Malaria, Filariasis, Tripanosomiasis,
Leishmaniasis, Bartonelosis, Estomatitis



vesicular, Oncocercosis, Loiasis, y Tularemia
(Portillo et al., 2018). Unade las causas que ha
agravado la propagacion de las enfermedades por
mosquitoses el cambioclimatico, esto ha causado
cambios en su distribucion, lo cual ocasionaria
que se presenten mas casos de enfermedades
humanas (Andrade-Ochaetal., 2017).

Control quimico

Los mosquitos vectores tienen una gran
importancia medica. Debido a su reproduccion,
implica una serie de enfermedades para la salud
humana, siendo los principales vectores de
enfermedades de orden virico (Lopez-Soliset al.,
2020). Es por ello que se llevan a cabo
alternativas para combatir su expansion y que
sirven como metodos de control, estas se
clasifican en: manejo ambiental, control quimico,
control bioldgico, proteccién personal y manejo
integrado (Wilsonetal., 2017).

Dentro del control quimico se utilizan
insecticidasque soneficacesparasu disminucion,
pero tienen una gran desventaja en la salud
humanadebido a que tienen efectos toxicos. Los
insecticidas son compuestos quimicos utilizados
para controlar o matar insectos portadores de
enfermedades. Para el caso de insectos vectores,
los insecticidas pueden ademéas de evitar el
contacto de losinsectos con el humano, disminuir
Su propagacion, y estan dirigidos a cualquiera de
sus estadios de desarrollo (huevo, larva, pupa,
adulto). Estan disponibles de formas diferente, las
cuales incluyen polvos humectables, aerosoles,
gases, granulos, soluciones oleosas, concentrados
emulsionables, tratamientos de semillas,
aerosoles liquidos a base de aceite, concentrado
de nebulizacion, liquidos de ultrabajo volumeny
aerosoles de volumen ultrabajo (\Van den Berg et
al., 2021). De acuerdo con su composicion
quimica, accion toxicolégica o método de
penetracion, los insecticidas se clasifican en
organicos (contienen carbono) e inorgénicos
(Farag et al., 2021). Los insecticidas organicos
incluyen compuestos organofosforados (como el
malation), compuestos organoclorados (como el
DDT), carbamato, piretroides sintéticos,
reguladores del crecimiento de insectos y
fumigantes (Millsetal.,2018). Lasilice y el &cido
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bérico son dos tipos de insecticidas inorganicos.
El primero es un agente desecante que absorbe la
capa cerosa de los insectos, llevandolo a la
deshidratacion y asfixia, este tipo deinsecticida es
ligero, blanco y esponjoso. El &cido bdrico,
mientrastanto, es una cerade absorcion, asi como
un veneno estomacal, cuando se mantiene seco y
se coloca en los lugares apropiados en la
concentracion adecuada, es util en el control de
insectos (Moyes et al., 2017).

Los tipos de aplicacion de insecticidas mas
comunes son: a) el rociado intradomiciliario con
insecticidas residuales, b) el tratamiento de
materiales con insecticidas, c) el rociado o
nebulizacion espacial y d) la aplicacion de
larvicidas (Farag et al., 2021). EI método més
utilizado es el rociado acaso probable (RCP); es
dirigido sobre la base de los casos probables de
enfermedades que son notificadas por sectores de
salud aplicandose como termo nebulizador
(nebulizacion térmica) en é&reas de alta
concentracion poblacional, como iglesias,
escuelas, panteones, balnearios, etcétera (Maha,
2019).

Impacto al medio ambiente

A pesar de que menos del 1% de las 4,200
especies de insectos que atacan frutales de
importancia econdmica, los tefritidos se ubican
entre las diez plagas de mayor importancia parala
fruticultura en México, limitando la produccion y
comercializacion de los productos fruticolas,
ademas de los dafios causados directamente a los
frutos, provocan dafos indirectos como el
incremento de los costos de produccion y
demerito de la calidad del fruto, lo que repercute
de manera directaen la economia del agricultor.
Para el control de mosca de la fruta se han
empleado de forma tradicional cebos tdxicos, a
base de una mezcla de un insecticida de origen
quimico y un atrayente alimenticio. Los
insecticidas quimicos, como el malation, han sido
utilizados tradicionalmente para el control de la
moscade la fruta. Sin embargo, estos tratamientos
presentan una serie de inconvenientes, tales como
la contaminacion del ambiente, peligro para las
personas que lo aplican, necesidad de periodos
cuarentenarios antes decomercializar el producto,



asi como resistencia en los insectos plaga
(Brenner, 1992).

En los altimos afios, el control quimico de la
mosca de la fruta se ha visto afectado por las
restricciones en el wuso de plaguicidas
organofosforados, lo que ha generado la
necesidad de desarrollar y evaluar alternativas de
menor impacto ambiental, buscando métodos
alternativos de manejo de plagas que tienen como
proposito encontrar técnicas que permitan
manejar la resistencia de las mismas a los
insecticidas organicos, asi como estrategias qué
proporcione una alternativa de manejo que evite
la eliminacion de enemigos naturales y la
contaminacion de los  agroecosistemas
(Rodriguez y Lopez, 2001).

En la actualidad se ha enfatizado la basqueda de
medios de control basados en la actividad
insecticida de las plantas, pues la mayoria de ellas
producen metabolitos secundarios, como: fenoles,
treptenoides, alcaloides, acidos carboxilicos y
acidos grasos, con propiedades insecticidas, que
pueden aprovecharse mediante la preparacion de
extractos acuosos o infusiones parael control de
insectos nocivos (Avalos y Perez-Urrial 2009).

Los productos vegetales para el control de
plagas que afectan a los cultivos fruticolas son
una buena opcion para los agricultores, toda vez
que son considerados como promotores de la
inocuidad de frutas frescas y secas, al ser
aplicados de manera exdgena, o bien al promover
su actividad mecanica ante el estrés bidtico,
puesto que al ser biodegradables no afectan el
medio ambiente y evitan el desarrollo de la
resistencia en los insectos (Sotelo-Leyva et al,
2020). Por otra parte, los productos quimicos de
bajo impacto ambiental, también forman parte del
manejo alternativo de plagas que afectan al sector
fruticola. Entre estos productos, los colorantes
fotoactivos, en particular el Floxin-B fue una de
las primeras opciones evaluadas para sustituir el
uso del malatién en el control quimico de la
mosca de la fruta (Torija-Torresetal., 2014).

Impacto en la salud de los humanos

Los insecticidas presentan serios riesgos para la
salud derivados de la exposicion de los usuarios.
Las principales vias por las cuales ingresan al
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cuerpo humano son: dérmica, oral, ocular y
respiratoria (inhalacién). La distribucién en el
cuerpo humano es a través del torrente sanguineo
y excretados via laorina, lapiely elaire exhalado.
Asimismo, la peligrosidad de la exposicion
aumenta dependiendo de la concentracion y la
toxicidad del plaguicida (Kim et al., 2017).

Las formas en que los insecticidas afectan a la
salud humana pueden ingresar al cuerpo de dos
formas: la exposicion oral produce un envenena-
miento severo, resultado de la ingesta de
plaguicida. Los casosmas frecuentesse deben por
la transferencia de plaguicidas o insecticidasa un
recipiente de comida, tomar algin liquido en
botellas contaminadas por plaguicidas o por no
lavarse las manos después de haber manejado
plaguicidas. Exposicion respiratoria: La exposi-
cion es alta debido a la presencia de componentes
volatiles que pueden causar dafios en la nariz,
garganta y tejidos pulmonares (Mufioz-Quezada
etal., 2016). El riesgo de exposicion depende del
tamafio de la gota de pulverizacion, a menor
tamario de gota el riesgo es mayor que a mayor
tamafio de gota. Otro factor que aumenta el riesgo
es la temperatura, pues a mayor temperatura,
mayor evaporacion, provocando un riesgo alto de
envenenamiento (Kimetal., 2017).

Estudios indican que el uso de plaguicidas
puede estar relacionado con diversas enferme-
dades como cancer, leucemia, Parkinson, asma,
neuropsicoldgicos y cognitivos, etc. (Mills et al.,
2018). Ademas, sefiala que el impacto en la salud
va a depender de la exposicidn, concentracion, y
grupo etario como nifios, mujeres embarazadas,
trabajadores agricolasy terceraedad (Lohaetal.,
2018).

Plantas medicinales

La vida humana depende de las plantas, ademas
de los nutrientes basicos como las proteinas, las
grasas o los hidratos de carbono. Las plantasson
fuente de productos farmacéuticos, cosméticos,
ingredientes alimentarios agroquimicos, insecti-
cidas y pigmentos. Nos proporcionan oxigeno,
regulan temperatura y la humedad ambiental, son
capaces de fabricar su propio alimento, asi como
también forman un componente importante de
atencion de la salud mundial, porque se utilizan



como fuente principal de tratamiento (Alfermann
y Petersen, 1995).

Las plantas son parte importante de todos los
organismos vivos, toda vez que proporcionan
diferentes tipos de productos como frutas,
cortezas, hojas y medicamentos. Cerca del 80%
de los compuestos de especies vegetales se
utilizan como medicina. También han desarro-
llado estrategias de defensa contra condiciones de
estrés biotico y abidtico, estas incluyen el
desarrollo de estructuras contra sus depredadores,
tales como las espinas, las espigas, los pelos
glandulares (Jiménezet al., 2003).

Los estudios de expresion de genes de plantas
bajo diferentes condiciones de estrés bidtico y
abidtico son importantes porque son una
estrategia para comprender, a nivel molecular,
como las plantas actian en fendmenos de
resistenciaa patégenosy condiciones abidticas de
crecimiento, lo que puede ampliar el conoci-
miento sobre los mecanismos moleculares de
defensa a estos tipos de estrés en las plantas
(Rico-Guerrero et al., 2004). Las plantas medici-
nales son ampliamente empleadas en medicina
domiciliaria y fitoterapia en zonas rurales, a
menudo por comunidades indigenas, asi como
también tienen una gran cantidad de sustancias
que, usadas adecuadamente, puede tratartodotipo
de afecciones o reforzar nuestro organismo de
distintas formas para prepararnos ante ataques de
patdgenos o ante la degeneracion acelerada de las
células (Pulido, 2008).

Metabolitos secundarios (MS)

Son compuestos que no son esenciales para la
supervivencia pero que confieren ventajas para
las células vegetales. Los MS son compuestos de
bajo peso molecular que tienen un papel
importante en las interacciones ecoldgicas; una
sintesis activa de MS se produce cuando las
plantas son expuestas a condiciones adversas
como: el consumo por herbivoros (artrépodos y
vertebrados), el ataque por microrganismos:
virus, bacterias y hongos, la competencia por el
espacio del suelo, la luz y los nutrientes entre las
diferentes especiesde plantas. Y la exposicion a
la luz solar o factoresambientales que alteran los
procesosfisioldgicos y metabdlicosde las plantas.
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También reciben el nombre de productos
naturales y cuentan con valor medicinal,
economicoy en las Gltimas décadascon un gran
desarrollo (Croteau et al., 2000).

Los MS de plantas suelen clasificarse segun su
estructura quimica, en varios grupos de moléculas
grandes, incluidos los acidos fendlicos y los
flavonoides, los terpenoides, los esteroides y los
alcaloides, se han implicado en la activaciony el
refuerzo de los mecanismos de defensa en las
plantas con notables actividades bioldgicas. Los
MS de plantas se utilizan cada vez mas como
ingredientes de medicamentos y aditivos
alimentarios con fines terapéuticos, aromaticos y
culinarios. Varios factores genéticos, ontogé-
nicos, morfogenéticos y ambientales pueden
influir en la biosintesisy acumulacion de MS. La
acumulacion de MS depende en gran medida de
unavariedadde factoresambientales, comola luz,
la temperatura, el agua del suelo, la fertilidad del
suelo y la salinidad, y para la mayoria de las
plantas, un cambio en un factor individual puede
alterar el contenido de MS incluso si otros
factores permanecen constantes. Las plantas
medicinales tienen dos tipos de metabolitos uno
de los cuales es primario y otro secundario.
Primario: los metabolitos estan involucrados en
todos los procesos de forma directa. Muchos
metabolitos secundarios tienen funciones
medicinales y no participan directamente en los
procesos metabdlicos (Croteau et al., 2000).

La relacion entreel metabolito secundariode las
plantas y la respuesta de defensa es muy
reconocida. Las plantas responden al ataque de
patdgenos, insectosy herbivoros, otros bidticos y
estrés abidtico mediante laactivacionde unaserie
de mecanismos de defensa que incluyen la
induccién de la biosintesis de metabolitos como
fitoalexinas, respuestas hipersensiblesy barreras
defensivas estructurales. Asi mismo,y como parte
de la proteccion quimica, es otra estrategia
utilizada por las plantas, con actividad
antioxidante,  antibacteriana,  antiflngica,
nematicida y farmacoldgica (Jiménez et al.,
2003). En la Tabla 1 se muestra el potencial
larvicida de A. mexicana contra mosquitos



PR e Solventes | Mosquito Vector | Bioensayo Metodologia | Resultados Metabolitos Referencia
la planta Identificados
Sakthivadivel
. . - Contacto a 10 | 100% en y
Semilla Acetona Aedes aegypti Larvicida opm 24hrs NI Thilagavathy,
(2003)
0,
Hojas Metanol Culex ) Larvicida Contacto ﬁ's Yoen 72 NI Sharzrggget al.
quinquefasciatus ( )
. ; - Contacto a 10 | 24% en 24- Elango et al.
Aedes aegypti
Semilla Acetona gyp Larvicida opm 48 h NI (2011)
Eter de . - Warikoo y
Larvicida Contacto a 83,8 % en
Tallo petréleo Aedes aegypti 1000 ppm 24 h. ° NI Kumar (2014)
Semillas | Cloroformo | Culex . Larvicida Contacto 100 % en 24 Abou-Elnaga
quinquefasciatus 25 ppm h NI (2015)
Devarshiy
Hojas Etanol Achaea janata L. Ovicida Contacto a 70 % en 72 NI Y ancanchi,
25 ppm h. (2017)
Vetal y
Hojas Etanol Spodoptera litura | Larvicida 550 ?Tt]a(j:ﬁf 60 % en 96 NI Pardeshi,
g h. (2019)
Alcaloides, Granados-
Flor Etanol Culex Larvicida CorrT:tacto a25 é%g% ens Flavonoides y | Echegoyen et
quinquefasciatus PP Taninos al. (2018)

Tabla 1. Argemone mexicana en el control de mosquitos vectores. NI = No identificado.

vectores, asi como también las diversas
metodologias usadas para el control de estos
insectos.

Conclusiones

Las especies vegetales han cobrado relevancia
en el tratamiento contra vectores. Argemone
mexicana ha demostrado poseer cualidades en la
actividad insecticida. Los resultados obtenidos
demuestran que esta planta tiene componentes
prometedores parael tratamiento en las diferentes
partes que la conforman. Sin embargo, hace falta
identificar los metabolitos secundarios que estan
implicados en dicha actividad por lo que se
sugiere seguir los estudios enfocadosen aislar y
purificar los productos naturales que pueden estar
implicadosen esta capacidad y motivar a seguir
los trabajos de investigacion para reconocer a A.
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mexicana como unaalternativa eficaz y amigable
con el ambiente.
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Resumen

La ayahuasca es un brebaje entedgeno utilizado originalmente con fines de sanacion fisica y espiritual por
las poblaciones amerindias del oeste de la Cuenca del Amazonas. En las ultimas cuatro décadas, el uso de
la ayahuasca se extendié hacia las principales ciudades de Brasil y del extranjero para tratar diferentes
patologias. En este trabajo se evalud si la ingesta de ayahuasca produce cambios en el neurotransmisor
acetilcolina, y en los pardmetros hematoldgicos, asi como en la actividad hepatica en jovenes. Los resultados
fueron los siguientes: no se presentaron diferencias estadisticamente significativas en el perfil hepatico
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(TGO y TGP), Bilirrubina total, directa e indirecta y actividad de la AChE. No obstante, se vio alterada la
cuenta eritrocitaria, y se observo un ligero incremento en los niveles de VCM y HCM. En conclusion, los
resultados de este estudio muestran que el consumo de ayahuasca no afecta el estado de salud de quienes la
consumen.

Palabras Clave: Ayahuasca, Acetilcolina, Pardmetros hematologicos, Perfil hepético.

Abstract

Ayahuasca is a psychedelic potion originally used for magical-religious purposes by the Amerindian
populations of western Amazon Basin. In the last four decades, the use of ayahuasca has spread to the main
cities of Brazil and abroad to treat different pathologies. In this work, it was evaluated if the intake of
ayahuasca produces changes in the neurotransmitter acetylcholine, and in the hematological parameters, as
well as in the hepatic activity in young people. The results of this work were the following: no statistically
significant differences were observed in the hepatic profile (TGO and TGP), total, direct and indirect
Bilirubin and AChE activity. However, the erythrocyte count was altered, as well as a slight increase in the
levels of VCM and HCM. In conclusion, the results of this study show that the consumption of ayahuasca
does not affect health status of those who consume it.

Key words: Ayahuasca, Acetylcholine, Pematological parameters, Hepatic profile.

Introduccién carbolinas son alcaloides IMAOs (inhibidores de
Ayahuasca es un término quechua que se refiere la enzima monoaminooxidasa) de accion corta,
a una preparacion psicoactiva de la regién de la son sustancias liposolubles vy, por consiguiente,
cuenca Amazonica en América del Sur, donde se penetran la barrera hematoencefalica y pueden
considera una “planta maestra” (Estrella et al., de_po_snar_s,e en el tej',do graso y en el cerebro. Su
2019). Es nativa de Sudamérica, principalmente eliminacion se efectla porV|alrenaI, aungque no se
de las regiones amazénicas, de Colombia, conoce exactamente en qué forma lo hacen
Ecuador, Perl, Bolivia, Brasil y Venezuela (Tellez, 2005). o ]
(Estrella et al., 2019). Los componentes activos Se ha eS“JP“adO eI, Uso terapeutico en pagologms
principales en la bebida son el: DMT (Dimetil como alzheimer, parkinson, depresion, sintomas
triptamina), Harmina, Harmalina. La DMT no psiquidtricos y en ofros casos como son los
produce efectos psicoactivos cuando se toma por problemas de identidad sexual, autoaceptacion,
via oral, pero si cuando se ingiere combinada- toma de decisiones y neoplasias, sugieren que la
mente con las [-carbolinas presentes en la ayahuasca podria ser Gtil también en estos casos
ayahuasca (Riba et al., 2003; McKenna, 2004: (Escobar-Cornejo, 2015; Cavnar, 2011). Se han
Riba y Barbanoj, 2005). La harmina inhibe el estudiado los efectos de la harmina cuando es
metabolismo d’el DMT en el tracto administrada crénicamente. En el modelo de
gastrointestinal y, por tanto, se permite asi su deterioro cronico del estrés de la depresion, la
llegada al torrente sanguineo y sistema nervioso harmina (15 mg/kg /7 dias) revirtio la anhedonia
central, donde actGa como un agonista de los y normalizé Ia_ Hormona Adrenocorticotropina
receptores serotoninérgicos 5-HT2A, 5-HT2C y (ACTH) y los niveles de BDNF (Fortunato etal.,
5-HT1A en las regiones paralimbicas y frontales 20102) y cuando se administro por 14 dias, la
del cerebro (Riba et al., 2003, 2006). Las B- harmina redujo la inmovilidad en la prueba de
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nado forzado y aumento los niveles de BDNF en
el hipocampo (Fortunato et al., 2010b). Por otra
parte, estudios han reportado significativas
modificaciones  perceptuales, cognitivas Yy
afectivas, no se encontraron evidencias clinicas
relevantes de alteraciones en indices hematold-
gicos o indicadores bioguimicos de la funcion del
higado en un experimento con humanos (Riba et
al., 2001). Estudios con Electroencefalograma
(EEG) reportan que la ayahuasca reduce la
actividad de la unidn temporo-parieto-occipital,
corteza temporal y en regiones frontomediales,
areas que comprenden las cortezas de asociacion
somato sensorial, auditiva y visual, la corteza de
asociacion temporo parietal y también estructuras
paralimbicas, que son relevantes en la emocién y
procesos de memoria (Riba et al., 2004).

Finalmente, se identifico a la harmina como un
nuevo activador de p53 involucrado en la sefial de
inhibicién de la angiogénesis y crecimiento
tumoral. La harmina indujo la fosforilacién de
p53 interfiriendo de esta forma en la interaccion
entre p53 y la proteina MDMZ2, también previno
la degradacion de p53 e hizo posible su acumula-
cion en el nucleo de las células endoteliales
seguido de un incremento en la actividad de
transcripcion. Se evidencia que no solo indujo el
detenimiento del ciclo de las células endoteliales,
sino que también detuvo la formacion de tubos y
la induccion de neovascularizacion en tejido de
cornea en ratones (Dai et al., 2012). Por lo
anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar si
la ingesta de ayahuasca produce cambios en la
neurotransmisor acetilcolina, y en los parametros
hematoldgicos, asi como en la actividad hepatica
en jovenes.

Metodologia
Muestreo

Se invitaron un total de 15 individuos y cada
participante firmo una carta de conocimiento
informado. Las muestras fueron colectadas y
transportadas al Laboratorio de
Inmunotoxigendémica de la ESCN-UAGro para
ser procesadas. Se obtuvieron las muestras de
sangre de cada donante por puncion venosa
utilizando tubos tratados con heparina, EDTA o
sin anticoagulante. La actividad de AChE se

76

evalu6 inmediatamente después de la extraccion
de sangre utilizando la técnica de acetil-
colinesterasa propuesta por Ellman et al. (1961)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Los cambios colorimétricos se midieron a 412 nm
en un bioespectrofotometro Spectronic Genesys
(Thermo Electron Corp, Madison, Wisconsin).

Validacion del ensayo

La repetitividad del andlisis se evalud con base
en el analisis por duplicado de dos muestras de
plasma. En cada caso, el coeficiente de variacién
calculado fue del 10% o menos. El limite de
deteccién de este método fue de 123 U/L y la
respuesta espectrométrica fue lineal hasta 25.000
U/L. Los parametros hematol6gicos se analizaron
utilizando un bioespectrofotdbmetro Spectronic
Genesys (Thermo Electron Corp, Madison,
Wisconsin). Se obtuvieron los niveles de
leucocitos (granulocitos, linfocitos, eosinofilos,
neutréfilos y monocitos), eritrocitos, hematocrito,
hemoglobina y plaquetas. Las enzimas aspartato
aminotransferasa, alanina  aminotranferasa,
lactato deshidrogenasa (LDH), Bilirrubina total
directa e indirecta, se determinaron mediante
ensayos colorimétricos (Spinreact, Lab center,
Meéxico).

Analisis estadistico

Los resultados fueron capturados y analizados
con el programa estadistico STATA v. 17
(StataCorp LP, EUA). Se aplico la prueba de
Shapiro-Wilk a todas las variables con la
finalidad de verificar si los datos tenian una
distribucion normal. Se determinaron las
frecuencias absolutas para las variables
cualitativas y diferencias entre las proporciones
mediante la prueba de X2. Se utilizaron la media y
desviacion estandar para las variables cuantita-
tivas simétricas y las comparaciones entre grupos
se realizaron mediante la prueba de t-Student. Se
utilizaron la mediana y percentil 5y 95 para las
cuantitativas no simétricas y las comparaciones
entre los grupos se realizaron mediante la prueba
U de Mann-Whitney. La correlacién entre los
parametros bioquimicos y hematol6gicos con el
consumo de ayahuasca, fue determinada por el
coeficiente de correlacion de Pearson (en las que



presentan una distribucion normal) o de
Spearman (para las variables que no tuvieron una
distribucién normal). Todas las pruebas fueron
consideradas estadisticamente significativas si
presentaron un valor de p<0.05.

Resultados

Se analizaron los datos clinicos de los 10
participantes del estudio, todos originarios del
estado de Guerrero (Tabla 1). Se observé una
mayor participacion del género femenino, la
mitad de los participantes fuma y la mayoria
consume alcohol. Ademés, la mayoria tiene
estudios de licenciatura. Por otra parte, en la
valoracién clinica, no se observaron datos
anormales.

Posteriormente, se procedio a realizar el analisis
de la comparacion de los pardmetros hemato-
l6gicos y bioquimicos anteriores y posteriores del
consumo de la ayahuasca (Tabla 2), encontran-
dose una disminucion significativa en el recuento
total de eritrocitos (p = 0.021), el VCM (p=0.030)
y la HCM (p=0.020) después del consumo de
ayahuasca.

Al realizar el andlisis de correlacion entre el
consumo de ayahuasca con los parametros de
laboratorio, se observé una correlacion negativa
entre el recuento total de eritrocitos, (p=0.021).
Por otro lado, se obtuvo una correlacion positiva
con el VCM y la HCM (p=0.030, y p=0.020,
respectivamente) y no se observé ninguna
correlacion significativa con el resto de los
parametros de laboratorio (Tabla 3).

Discusion

El uso religioso de la ayahuasca fue reconocido
como una practica legal en Brasil y representa la
libertad de culto religioso (Labate y Feeney.,
2012). En suma, a parte de los adultos, muchos
miembros de los grupos religiosos de la
ayahuasca, incluyendo mujeres embarazadas,
infantes y adolescentes, consumen ayahuasca en
rituales religiosos y pueden continuar asi a lo
largo de la vida (Costa et al, 2005).
Independientemente de la larga tradicion de usos
religiosos, el consumo de la ayahuasca es
controversial y desde 1982, la seguridad
toxicolégica de la ayahuasca ha sido
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extensivamente  cuestionado. Como  una
consecuencia la ayahuasca fue incluida en la lista
de sustancias prohibidas. Solo hasta 1987 el uso
de la ayahuasca fue oficialmente legalizado en
Brasil, y después de algunos afios, sus usos
religiosos fueron reconocidos como una préctica
legal en Brasil (CONAD, 2004).

Los IMAO han sido usados en el tratamiento de
la depresion (Stahl y Felker, 2008) y en la
enfermedad de Parkinson. Por esta razon, los
psicodélicos pueden modular el sistema de

Caracteristica IS

n=10
Edad (afios) 23+3
Género
Femenino % (n) 80 (8)
Masculino % (n) 20 (2)
Grado de estudios
Licenciatura % (n) 80(8)
. 10 (1)
Preparatoria % (n) 0(0)
Secundaria % (n) 10 (1
Primaria % (n) (1)
. ; 0(0)
Sin estudios % (n)
Tabaquismo”
Si % (n) 50 (5)
No % (n) 50 (5)
Alcoholismo®
Si % (n) 60 (6)
No % (n) 40 (4)
Drogadiccion®
Si % (n) 20 (2)
No % (n) 80 (8)
Peso (kg) 67.8+17.7
Estatura (m) 1.59 +0.07
IMC (kg/m?) 26.7+5.8
|P_|r(;,\)'5|on arterial sistélica (mm de 1229 +84
Erg,)swn arterial diastolica (mm de 856 + 6.7
quso (latidos  cardiacos por 88 +8
minuto)
Temperatura (° C) 36 +0.5

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas
de los participantes. Se muestran media + desviacion
estandar y porcentajes (frecuencia absoluta) para las
variables cualitativas. IMC (indice de masa corporal).
%Se considerd como tabaquismo si tenfan antecedentes
o fumaba actualmente. %Se consideré como
alcoholismo si tenian antecedentes o consumen
alcohol actualmente. *Se consideré como drogadiccion
si tenian antecedentes o consumen alguna droga de
abuso actualmente.



. Anterior Posterior /&
Parametro n=10 n=10 p
Recuento total de eritrocitos (x108/uL) 4.92 £0.98 3.98+0.6 0.021*
Hemoglobina (g/dL) 13.3(12-17.5) 144 (12-17.2) 0.382%
HTC (%) 44 +£3 44 +£3 0.888*
VCM (fL) 92+18 110+ 18 0.030*
HCM (pg) 28+4 34+6 0.020*
CMHC (g/dL) 31+3 323 0.435*
Recuento total de leucocitos (x10%/ pL) 69+14 8.0+22 0.831*
Linfocitos (%) 325 307 0.604*
Monocitos (%) 4+1 312 0.699*
Eosindfilos (%) 3+2 2+2 0.370*
Neutréfilos segmentados (%) 607 62+8 0.524*
Neutrofilos en banda (%) 0(0-1) 0(0-3) 0.629%
Recuento total de plaquetas (x10% pL) 356 + 43 325+ 65 0.331*
TGO (U/L) 24 (6 - 30) 28 (12 - 30) 0.590%
TGP (U/L) 17 (13 - 35) 17 (10 - 37) 0.864%
Bilirrubina total (mg/dL) 05+03 0.6 £0.2 0.672*
Bilirrubina indirecta (mg/dL) 04+03 04+0.2 0.615*
Bilirrubina directa (mg/dL) 01+01 02+0.1 0.172*
Acetilcolinesterasa (U/mL) 1(0-3) 1(0-1) 0.926%

Tabla 2. Parametros hematoldgicos y bioquimicos de los participantes, anterior y posterior al consumo de ayahuasca
Se muestran media + desviacion estandar, para las variables paramétricas; mediana (percentil 5 - percentil 95), para
las variables no paramétricas. HTC (hematocrito), VCM (volumen corpuscular medio), HCM (hemoglobina
corpuscular media), CMHC (concentracién media de hemoglobina corpuscular), TGO (transaminasa glutdmica
oxalacética), TGP (transaminasa glutdmico pirtvica). *Prueba de t de Student, &prueba de U de Mann-Whitney.

circuitos prefrontal-limbico que esta implicado en
la patofisiologia de los desérdenes afectivos y del
humor como la ansiedad Yy depresion
(Vollenweider y Kometer 2010).

El compuesto ayahuasca ha sido reportado para
ejercer un efecto neuroprotector y en estudios
preclinicos han demostrado un efecto
neuroprotector de la harmina. En ratas con
isquemia cerebral, la harmamina disminuye el
infarto cerebral y reduce la muerte neuronal (Sun
etal., 2014). Un extracto de B.caapi y harmamina
mostraron una inhibicion dependiente de la
concentraciéon de MAO-A en homogenado de
higado y consecuentemente un incremento en la
relacion de dopamina de cortes estriales de rata
(Schwarz et al., 2003).

El compuesto ayahuasca ha sido reportado para
ejercer un efecto neuroprotector y en estudios
preclinicos han demostrado un efecto
neuroprotector de la harmina. En ratas con
isquemia cerebral, la harmamina disminuye el
infarto cerebral y reduce la muerte neuronal (Sun
etal., 2014). Un extracto de B.caapi y harmamina

mostraron una inhibicién dependiente de la
concentraciéon de MAO-A en homogenado de
higado y consecuentemente un incremento en la
relacion de dopamina de cortes estriales de rata
(Schwarz et al., 2003).

En resumen, el potencial terapéutico, varios
estudios han examinado la posible citotoxicidad
de la ayahuasca y la B-carbolina (Boeira et al.,
2001; Cao et al., 2011; Dominguez-Clavé et al.,
2016). Nakagawa et al. (2010) mostr6 que la
harmina disminuye la viabilidad de hepatocitos de
rata, acompafiado por la pérdida de ATP
intracelular, nucledtidos de adenina, GSH,
proteinas tioles y un incremento en el glutation
reducido (GSSH) y niveles de ROS. Estos
resultados sugieren que la citotoxicidad de la
harmina involucra disfunciéon mitocondrial y que
el higado fue un érgano blanco potencial, en este
trabajo se evalud la funcion hepética, como un
pardmetro para evaluar si la ayahuasca es toxica
en los usuarios que la consumen, para ello se
monitorearon los parametros TGO, TGP,
Bilirrubina total, directa e indirecta. La TGO y la



Ayahuasca

Parametro r p*/&
Recuento total de eritrocitos *
(x10°/L) -0.514 0.021
Hemoglobina (g/dL) 0.208  0.378%
HTC (%) -0.034 0.888*
VCM (fL) 0.485  0.030*
HCM (pg) 0514  0.020*
CMHC (g/dL) 0.185  0.435*
Recuento total de leucocitos -
(x10%/uL) 0.051 0.831
Linfocitos (%) -0.123  0.604*
Monocitos (%) -0.092 0.699*
Eosindfilos (%) -0.212 0.370*
Neutréfilos segmentados (%) 0.151  0.524*
Neutrofilos en banda (%) -0.173  0.466%
Recuento total de plaquetas
(x10%/uL) -0.260 0.331
TGO (U/L) 0.150 0.578&
TGP (U/L) 0.055  0.841%
Bilirrubina total (mg/dL) 0.115 0.672*
Bilirrubina indirecta (mg/dL) -0.136  0.615*
Bilirrubina directa (mg/dL) 0.359  0.172*
Acetilcolinesterasa (U/mL) -0.026  0.913%

Tabla 3. Correlacién entre el consumo de Ayahuasca
con los pardmetros de laboratorio Se muestran los
indices de correlacion (r). HTC (hematocrito), VCM
(volumen corpuscular medio), HCM (hemoglobina
corpuscular media), CMHC (concentracién media de
hemoglobina corpuscular), TGO (transaminasa
glutamica oxalacética), TGP (transaminasa glutamico
pirtvica). *Coeficiente de correlacién de Pearson, &
Coeficiente de correlacion de Spearman.

TGP son enzimas que normalmente se miden con
el objetivo de evaluar la salud del higado, también
conocidas como transaminasas. La TGO
(transaminasa glutamica oxalacética), también
llamada AST (aspartato aminotransferasa), es
producida por varios tejidos como el corazon,
mausculos e higado, y se localiza en el interior de
las células hepéticas. Por ello, cuando solo hay un
aumento de los niveles de TGO, es comdn que
esté relacionado con una situacion ajena al
higado; puesto que, en el caso de lesiones
hepaticas, es necesario que la lesion sea mas
extensa para que haya ruptura de las células del
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higado y se libere la TGO en la sangre (Lee et al.,
2012).

Por otra parte, la TGP o GPT, conocida como
transaminasa  pirivica o ALT (alanina
aminotransferasa), es producida exclusivamente
en el higado; por esta razén, cuando hay alguna
alteracion en este 6rgano, se puede verificar un
aumento de la cantidad circulante de esta enzima
en la sangre (Lee et al., 2012). En este trabajo no
se observaron alteraciones significativas con
respecto a estas dos enzimas.

La bilirrubina estd compuesta por la bilirrubina
indirecta (conjugada) y la directa (conjugada). El
grupo hemo de la hemoglobina es degradada a
biliverdina por la enzyma hemo-oxigenasa y
entonces dentro de la bilirrubina por la enzima
biliverdina reductasa (Bauer et al., 2008). La
bilirrubina es después conjugada en el higado,
secretada en la bilis y eliminado en las heces.
Consecuentemente, la bilirrubina puede ser un
parametro muy usado para evaluar dafio
hepatobiliar, tales como dafio parénquima u
obstruccién biliar. Sin embargo, la bilirrubina
puede también ser incrementada a través de
causas no hepaticas, tales como el dafio muscular
o0 hemolisis (Harris et al., 2013; Ozer et al., 2008).
En este trabajo en las determinaciones de
bilirrubina no se observaron diferencias
significativas en el grupo estudiado.

Por otro lado, se evalué la actividad de la AChE,
el cual es un importante neurotransmisor y
alteraciones en este parametro nos habla de
alteraciones a nivel de sistema nervioso, sin
embargo, en este trabajo no se encontraron
alteraciones en la actividad de la AChE en los
participantes.

Finalmente, en los pardmetros hematolGgicos en
este estudio se observé una disminucién en la
cuenta eritrocitaria, y un incremento en los
niveles de VCM y HCM, esto puede ser debido a
que se les dio una dieta vegana y esta produce un
déficit de la vitamina B12 dias previos a la toma
de la ayahuasca.

Conclusiones

Los resultados muestran que el consumo de
ayahuasca no afecta la funcion hepética en los
voluntarios, ni tampoco en la actividad del



neurotransmisor AChE, pero si se vio afectada la
cuenta eritrocitaria, los niveles de VCM y HCM.
Sin embargo, en vista que el tamafio de la muestra
usada fue pequefio en este estudio, se necesitaran
estudios adicionales con muestras mas grandes
para evaluar adecuadamente la seguridad de la
ayahuasca y sus potenciales efectos en la funcion
hepatica, nerviosa (AChE) y salud en general.
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Resumen

Yersinia pseudotuberculosis es una bacteria Gram negativa considerada como un patdgeno intracelular
facultativo distribuida ampliamente en la naturaleza y responsable de sindromes gastrointestinales en
diferentes especies. La bacteria es capaz de atravesar el epitelio gastrointestinal y evadir la respuesta inmune
para causar infecciones localizadas. Entre las proteinas involucradas en la internalizacion de Y.
pseudotuberculosis se encuentran las GTPasas Rac y RhoA, quiénes participan en procesos de
estructuracion del citoesqueleto. Se ha observado que la bacteria interacciona con eritrocitos murinos
causando deformaciones de la membrana, culminando en la lisis de los eritrocitos, pero se desconocen las
causas que provocan estos eventos. En eritrocitos de ratones BALB/c infectados por Y. pseudotuberculosis,
se analizé la morfologia empleando microscopia confocal, ademas se midi6 la activacion Rac y RhoA.
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Se observaron cambios en la estructuracion de actina en el citoesqueleto. Los niveles de activacion de las
GTPasas Rac y RhoA se encontraron incrementadas, ademas de observarse cambios en el perfil de proteinas
fosforiladas en los eritrocitos de ratones infectados por Y. pseudotuberculosis. La interaccién de los
eritrocitos con Y. pseudotuberculosis genera cambio en la estructuracion de actina del citoesqueleto del
eritrocito, asi como un incremento en la activacion de Rac y RhoA, ademas, se incrementa la generacién de
ROS y se modifica el perfil de fosforilacion de proteinas de los eritrocitos.

Palabras clave: Fosforilacion, GTPasas, Rac, RhoA, Yersinia pseudotuberculosis.

Abstract

Yersinia pseudotuberculosis is a Gram negative bacteria considered a facultative intracellular pathogen,
widely distributed in nature and responsible for gastrointestinal syndromes in different species. The
bacterium is able to cross the gastrointestinal epithelium and evade the immune response to cause localized
infections. Among the proteins involved in the internalization of Y. pseudotuberculosis are the Rac and
RhoA GTPases, those involved in cytoskeletal structure processes and generate ROS oxidize phosphatases
deregulating the basal phosphorylation of the cytoskeleton. It has been observed that bacteria interacts with
murine erythrocytes causing deformation of the membrane, culminating in the lysis of erythrocytes, but the
causes of these events are known. Erythrocytes of infected BALB / ¢ mice by Y. pseudotuberculosis,
morphology was analyzed using confocal microscopy further activation of Rac and RhoA was measured,
and the production of ROS and changes in the phosphorylation profile. There were changes in the structuring
of actin from cytoskeleton. Levels of activation of Rac and RhoA GTPases found increased further to meet
changes in the profile of phosphorylated proteins in erythrocytes of infected mice with Y.
pseudotuberculosis. Erythrocyte interaction with Y. pseudotuberculosis generates change in the
cytoskeleton actin structuring, increased activation of Rac and RhoA also ROS generation is increased and
the phosphorylation profile of erythrocyte proteins is modified

Keywords: Phosphorylation, GTPases, Rac, RhoA, Yersinia pseudotuberculosis.

Introduccién superfamilia Ras, las cuales cambian entre su
El género Yersinia pertenece a la familia forma inactiva unida a GDP y su forma activa
Enterobacteriaceae, comprende bacilos Gram unida a GTP con el fin de regular multiples vias
negativos no esporulados. De las 17 especies involucradas en la organizacién celular acto-
existentes, 3 son patdgenas para el ser humano: Y. miosina, la adhesion y la proliferacion. Se ha
pestis es causante de la fiebre bubdnica; Y. demostrado que estas enzimas desempefian
enterocolitica y Y. pseudotuberculosis son funciones Unicas en las células hematopoyéticas
responsables de sindromes gastrointestinales. La sanguineas. _ L
transmision al hombre se debe a la picadura de Las proteinas Rac, unidas a GDP inactivas, son
pulgas presentes en animales infectados en el caso S?CUG_SU?(}'&S en el C,It_osol por inhibidores de la
de Y. pestis, mientras que Y. enterocolitica y Y. disociacion de nucleotidos de guanina (GDls) que
pseudotuberculosis se trasmiten por la ingesta de se unen a la region hidrofobica C-terminal de Rac,
alimentos y/o bebidas contaminadas con excretas lamisma region que es responsable de la union de
de organismos infectados (El-Maraghi y Mair, Raq a la membrana |_olasmat|ca. Se ha visto que la
1979; Bergsbaken y Cookson, 2009). deficiencia concomitante de Racl y Rac2 causa
Las GTPasas son proteinas de sefializacion una profunda perturbacion de la actina
intracelular, miembros de la familia Rho y de la polimerizada y una deformabilidad anormal del

citoesqueleto de los eritrocitos, indicando una
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regulacion dinamica de la organizacion del
citoesqueleto de los eritrocitos (Pantaleo et al.,
2010a).

Y. pseudotuberculosis es una bacteria Gram
negativa, considerada como un patdgeno
intracelular facultativo, distribuido ampliamente
en la naturaleza, ademas, es responsable de
sindromes  gastrointestinales en diferentes
especies. La bacteria es capaz de atravesar el
epitelio gastrointestinal y evadir la respuesta
inmune para causar infecciones localizadas. Entre
las proteinas involucradas en la internalizacion de
Y. pseudotuberculosis se encuentran las GTPasas
Rac y RhoA, quienes participan en procesos de
estructuracion del citoesqueleto. Se ha observado
gue la bacteria interacciona con eritrocitos
murinos  causando deformaciones de la
membrana, culminando en la lisis de los
eritrocitos, pero se desconocen las causas que
provocan estos eventos. En este trabajo
analizamos a nivel morfoldgico y funcional el
efecto de la interaccion de Y. pseudotuberculosis
con eritrocitos de ratén, abordando aspectos tales
como (i) la morfologia de los eritrocitos
empleando microscopia confocal (ii), la actividad
de las GTPasas Rac.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratones hembras de la cepa
BALB/c, de 20-25 g de peso (4-6 semanas de
edad). Se utiliz6 un nimero total de 20 animales
que fueron divididos aleatoriamente en los
diferentes grupos (control n=10 e infectado
n=10); para cada analisis se usaron grupos
independientes. La cepa que se utilizé fue V.
pseudotuberculosis NCTC 8315 se cultivé en 10
ml de caldo Luria-Bertoni (LB) a 37 °C por 24 h,
posteriormente se tomaron 10 pl del precultivo y
se inocul6 en 10 ml de LB el cual se incub6 por 3
h 15 min a 37 °C. Para valorar la virulencia de la
cepa, antes de los experimentos de infeccion de
eritrocitos, 1.5 x 108 UFC se inocularon por via
intraperitoneal en un raton y después de 24 h éste
se sacrificO para aislar la cepa en agar CIN. Se
utilizé el modelo de infeccion in vivo utilizado por
Garibay-Cerdenares (2008), infectando ratones
de la cepa BALB/c con 1.5x10° UFC la cepa de
Y. pseudotuberculosis NCTC 8315 por via
intraperitoneal, se sacrificaron al cabo de 24h
post-infeccién y un modelo de infeccidn in vitro
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como lo describe Feodorova y Devdariani (2007),
con algunas modificaciones, utilizando 6x10°
eritrocitos de raton BALB/c en contacto con
60x10® UFC de la cepa de Y. pseudotuberculosis
NCTC 8315. Se extrajeron eritrocitos de ratones
(ER) sanos de la cepa BALBI/c y se purificaron
por el método de Ficoll- Hystopaque. Se evalué la
viabilidad celular por el método de Azul de
tripano.

El experimento se realiz6 a 37 °C con una
atmdsfera de 5% de CO y se recuperaron los
eritrocitos a 0, 15, 30 min, y 1 h. Como control se
utilizaron eritrocitos a los cuales no se les
adicionaron bacterias.

Para los experimentos in vivo, se utilizaron 10
ratones de la cepa BALB/c a los que se les
inocularon 150 x 10® UFC por via intraperitoneal
en 200 pl de solucidn salina y como control 10
ratones a los que se les suministraron Gnicamente
200 pl de solucion salina via intraperitoneal. Los
eritrocitos infectados y no infectados (2 x 10°) se
fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante
1h a 37 °C, se lavaron 3 veces con PBS.

Para la medicion de los niveles de RhoA, Cdc42
y Rac activas, se llevd a cabo siguiendo lo
establecido en el protocolo de purificacion de
fosfoproteinas segun instrucciones del ensayo
Phosphoprotein purification kit, de Quiagen, Cat.
No. 37101.

Para la deteccion de anticuerpos se utilizd, Anti-
tirosinas fosforiladas (Abcam, Cat. No. ab10321,
Clona PY20), Antifosfotirosina acoplado a HRP
(Millipore, Cat. No. ab16389), anti-IgG de rat6n
acoplado HRP (Pierce, Cat. No. 31430).

El nivel de generacion de ROS se estimé por el
método de Wan et al. (1994), modificado por
Wilson et al. (2002) utilizando el colorante
diacetato de 7-diclorofluoresceina (DCFDA).
Todos los experimentos con animales se
realizaron de acuerdo con las reglas de uso y
manejo de animales establecido por la Norma
Oficial Mexicana para la Produccién, Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio (NORMA
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999) y a los
principios éticos para las investigaciones médicas
descritos por Helsinki y sus enmiendas
(Declaracion de Helsinki de la AMM, 2017).

Para sacar las diferencias significativas se
analizaron estadisticamente mediante la prueba t
de Student (p<0.05). Todos los anélisis



estadisticos se realizaron utilizando el software
Stata version 11.0.

Resultados

Se inoculé la cepa de Y. pseudotuberculosis por
via intraperitoneal en ratones BALB/c (Fig. 1a), y
transcurridas 24 h se valoré el estado de los
ratones (Fig. 1b).

Se utiliz6 el método de Ficoll-Hypaque para la
separacion de los eritrocitos del resto de las
fracciones celulares, sabiendo que las densidades
de diferentes células sanguineas son: neutréfilos
1.082, linfocitos 1.070, monocitos 1.062 y
eritrocitos maduros entre 1,090 y 1,100 g/ ml. Se
emplearon ficoles de densidades 1.119 y 1.077
g/ml (Fig. 2).

Para la interaccion in vivo se infectaron 10
ratones de la cepa BALB/c con 1 x 10" UFC de Y.
pseudotuberculosis NCTC 8315. Como control se
utilizaron eritrocitos de ratones no infectados. Los
resultados obtenidos por microscopia confocal
mostraron la presencia de deformaciones en la
membrana de los eritrocitos infectados, las cuales
se debian a la presencia de acimulos de actina F,
sugiriendo que la bacteria induce cambios en el
rearreglo del citoesqueleto de espectrina/actina
cuando interacciona con el mismo, en contraste
con lo observado en el modelo in vitro donde a
pesar de que se observa interaccion de la bacteria
con los eritrocitos, estos no mostraron
deformaciones en su membrana (Fig. 3y 4).

Se midieron los niveles de Rac, RhoA y Cdc42
activas; para estos ensayos se utilizaron extractos
totales de eritrocitos infectados. Se encontr6 que
la proporcidn de Rac y RhoA activas se encuentra
incrementada en las muestras de ratones
infectados (Fig. 5A).

Para medir los niveles de ROS en los eritrocitos
infectados empleando CDFDA, se observd un
incremento del 30% respecto al control en la
cantidad de especies reactivas en los eritrocitos
infectados (Fig. 6). Se observé también que en las
pastillas de los eritrocitos infectados la intensidad
del color rojo se veia incrementada en un 5%
respecto del control (Fig. 6B) asi como
deformaciones en la membrana eritrocitaria (Fig.
6C).
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Discusion

En este trabajo se analiz6 a nivel morfologico y
funcional el efecto de la interaccion de Y.
pseudotuberculosis con eritrocitos de raton. La
fosforilacion de proteinas en residuos de serina,
treonina y tirosina son importantes en la
regulacion del citoesqueleto del eritrocito,
proveyéndolo de flexibilidad. Algunos patdgenos
intracelulares como Plasmodium spp y Bartonella

10mm

Figura 1. Prueba del fenotipo virulento de la cepa Y.
pseudotuberculosis NCTC 8315. A) Ratén de la cepa
BALB/c inoculado con Y. pseudotuberculosis. Al cabo
de 24 h de infeccion se le ve con los parpados y orejas
palidas y movilidad reducida, signo de que la cepa aun
es virulenta. B) Cultivo en agar CIN de diferentes
regiones anatomicas del raton después de su sacrificio,
B1 proviene del peritoneo, B2 (cola) y B3 (corazén)
provienen de una muestra sanguinea. En los tres
aislamientos se observan colonias convexas de 1-2
mm, fermentacion del manitol positiva con centro rosa
y bordes claros en forma de ojo de toro. C) Tincion de
Gram de una de las colonias del cultivo B1, se observa
la presencia de bacilos Gram negativos.

A B

40X

Figura 2. Eritrocitos de raton purificados por la técnica
de Ficoll-Hypaque. A-D iméagenes representativas de 4
extendidos teflidos por la técnica de Giemsa
observados al microscopio éptico con objetivo 40X.



Control

120 min

Figura 3. Modelo in vitro de infeccion de eritrocitos de ratén con Y. pseudotuberculosis. Se muestran imagenes de
microscopia confocal de una cinética de interaccion (0-120 min) de eritrocitos de ratdn con Y. pseudotuberculosis. En
rojo se muestra la sefial de la Faloidina Rodaminada unida a la actina F y, en verde, la sefial del Sytox Green unido al
DNA bacteriano.

Campo claro DNA Bacteriano

A Control

O

B nfectado

Figura 4. Modelo in vivo de infeccidn de eritrocitos con Y. pseudotuberculosis. Iméagenes de microscopia confocal. A)
Eritrocitos de ratones sanos. B) Eritrocitos de ratones después de 24 h de infeccion. En rojo se muestra la sefial de la
Faloidina Rodaminada unida a la actina F, en verde, la sefial de Sytox Green unido al DNA bacteriano. Las flechas
sefialan las alteraciones en la membrana de los eritrocitos.
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Figura 5. Niveles de activacién de GTPasas. A) Se muestra la activacién de Rac, Cdc42 y RhoA en eritrocitos de
ratones sanos y eritrocitos de ratones infectados con Y. pseudotuberculosis. El analisis estadistico se realiz6 mediante
la prueba t de Student (*>p=0.05). B) Imagenes de microscopia confocal de eritrocitos; en azul se muestra el DNA
bacteriano con DAPI, en rojo se muestra a la actina F tefiida con Faloidina Rodaminada.
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Figura 6. Niveles de ROS en eritrocitos de ratones infectados. A) Representacion grafica de los niveles de las ROS en
eritrocitos sanos e infectados; las unidades arbitrarias de fluorescencia se muestran expresadas en porcentaje, tomando
como 100% el control sano. El analisis estadistico se realizd mediante la prueba t de Student (*>p=0.05). B) Muestras
de eritrocitos después de ser empastillados para su procesamiento. Bajo la imagen se muestra la intensidad del color
rojo. C) Microscopia de luz-campo claro de muestras de eritrocitos de ratones infectados; con flechas se marcan los
cambios en la membrana de los eritrocitos respecto al control.

87



spp interaccionan con proteinas de la membrana
del eritrocito, las cuales sirven de anclaje y por
medio de ellas desencadenan cascadas de
sefializacion que tienen como objetivo favorecer
su internalizacion para obtener nutrientes y
continuar con su ciclo replicativo dentro de los
eritrocitos (Vojtova et al., 2006; Pitassi et al.,
2007).

Por otra parte, en nuestro grupo de trabajo
Javier-Reyna (2006) demostré la presencia de
integrinas a5B1 en la membrana de eritrocitos
murinos, asi como cambios morfolégicos en las
membranas de los eritrocitos de ratones
infectados con Y. pseudotuberculosis, como
resultado de la interaccion. En este estudio se
infectaron ratones con Y. pseudotuberculosis y el
efecto de la infeccion sobre los eritrocitos se
analiz6 por microscopia confocal. Asi, fue posible
demostrar, en forma cualitativa, que las bacterias
son capaces de unirse y penetrar a los eritrocitos,
fendmeno que hasta la fecha sélo se habia
observado por microscopia de luz - campo claro,
mediante tinciones de Giemsa (Feodorova y
Devdariani, 2007; Javier-Reyna, 2006).

En el modelo in vivo se logré observar un mayor
numero de bacterias adheridas a los eritrocitos en
comparacion a lo observado en el modelo in vitro,
asi como deformaciones en la membrana, con
acimulos de actina F en la periferia de la
membrana eritrocitaria. Estos resultados indican
gue la infeccion por Y. pseudotuberculosis,
induce una reestructuracion del citoesqueleto de
actina. Se sabe que la interaccion entre la proteina
invasina de la membrana externa de V.
pseudotuberculosis y la integrina B1 tiene como
efecto una mayor invasion de enterocitos,
induccion de la fagocitosis en macréfagos,
liberacion de NET (por sus siglas en inglés,
trampas extracelulares de neutrofilos) en
neutrdfilos, y en estos procesos se requiere la
activacion de Racl (Gillenius y Urban, 2015). Al
medir los niveles de activacién de las GTPasas,
encontramos que Rac y RhoA se encontraban méas
activas en los eritrocitos infectados respecto de
los controles.

Los resultados de los niveles de Rac activa
correlacionan con lo reportado en otras estirpes
celulares donde se ha visto que la interaccion con
la invasina bacteriana y las integrinas median
cascadas de sefializacion donde participa Racl la
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cual media la internalizacion de Y.
pseudotuberculosis.

Al realizar los ensayos de inmunodeteccion en
fase solida utilizando un anticuerpo contra
proteinas fosforiladas en residuos de tirosina,
observamos que en una banda de 57KDa se
observa una mayor fosforilacién, en la muestra de
eritrocitos infectados en comparacion con control.
Se ha reportado que Plasmodium falciparum
modifica la fosforilacion de proteinas en residuos
de serina y tirosina durante su desarrollo a la fase
de trofozoito (Wu et al., 2009; Pantaleo et al.,
2010a). Sin embargo, en el rango de los 57 kDa
se encuentran una gran cantidad de proteinas lo
que dificulta inferir de qué proteina se pudiera
tratar. Sera necesario complementar el presente
trabajo con la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas, para saber qué proteinas
estan siendo afectadas por la infeccion de
eritrocitos por Y. pseudotuberculosis.

Al medir los niveles de ROS de los eritrocitos,
se encontrd6 que los eritrocitos infectados
presentaban un incremento en los niveles de ROS
respecto al control.

Conclusiones

Como resultado de la infeccién de eritrocitos
por Y. pseudotuberculosis, en el modelo de ratén.
Se observan cambios en la morfologia y
reestructuracién de actina en la membrana. Se
observaron cambios en el fosfoproteoma de
eritrocitos infectados, con incremento de
fosforilacién en residuos de tirosina.
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Resumen

El estilo de vida saludable promueve un estado de bienestar, siendo la alimentacion balanceada el principal
factor que contribuye a un estado saludable y disminuye la incidencia de problemas de sobrepeso, obesidad
y sus implicaciones. Los alimentos funcionales son aquellos que, ademas de sus propiedades nutricionales,
contienen bioactivos que promueven la salud del consumidor. El objetivo de este trabajo fue identificar
alimentos de la dieta mexicana con potencial funcional relacionados con la prevencion de la obesidad,
diabetes e hipertension. Se realizd una revision sistematica exploratoria de acuerdo con las directrices
PRISMA 2020 para responder la pregunta ¢ cuales son los alimentos funcionales con potencial para prevenir
la obesidad, diabetes e hipertension en la dieta mexicana? La busqueda se realizé durante mayo de 2022 en
Pubmed, Redalyc, Scopus y SciELO utilizando descriptores y operadores booleanos. La busqueda genero
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352 referencias, de las cuales se incluyeron 22 estudios en la discusion. Los principales compuestos
bioactivos identificados fueron antioxidantes, principalmente compuestos polifendlicos como los
probiédticos y algunos prebidticos como fibras. Se concluye que los principales alimentos de la dieta
mexicana con potencial para la prevencion o tratamiento de enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)
como la obesidad, diabetes e hipertension son las frutas, verduras, leguminosas secas, raices y tubérculos,
hongos, nueces y semillas, productos de origen animal y acudtico, lacteos fermentados, bebidas tradicionales
fermentadas no alcoholicas e infusiones. La Encuesta Nacional sobre Salud y Nutriciébn en México
recomienda el consumo de algunos de estos alimentos por sus propiedades nutricionales, pero no considera
sus propiedades funcionales, ademas de que excluye diversos productos endémicos, autdctonos y de
consumo tradicional en la dieta regional de los mexicanos.

Palabras clave: ECNT, Alimentos funcionales, Alimentos tradicionales mexicanos

Abstract

A healthy lifestyle promotes a state of well-being, being a balanced diet the main factor that contributes to
a healthy state and decreases the incidence of overweight and obesity problems and their implications.
Functional foods are those that, in addition to their nutritional properties, contain bioactives that promote
consumer health. The objective of this work was to identify food in the Mexican diet with functional
potential related to the prevention of obesity, diabetes and hypertension. An exploratory systematic review
was conducted in accordance with PRISMA 2020 guidelines to answer the question: what are the functional
foods with potential to prevent obesity, diabetes and hypertension in the Mexican diet? The search was
conducted during May 2022 in Pubmed, Redalyc, Scopus and SciELO using descriptors and Boolean
operators. The search generated 352 references, of which, 22 studies were included in the discussion. The
main bioactive compounds identified were antioxidants, mainly polyphenolic compounds such as
flavonoids, phenolic acids and carotenoids. Also, probiotic microorganisms and some prebiotics such as
fibers were identified. It is concluded that the main foods in the Mexican diet with potential for the
prevention or treatment of chronic non-communicable diseases (NCDs) such as obesity, diabetes and
hypertension are fruits, vegetables, dried legumes, roots and tubers, mushrooms, nuts and seeds, animal and
aquatic products, fermented dairy products, traditional fermented non-alcoholic beverages and infusions.
The National Survey on Health and Nutrition in México recommends the consumption of some these foods
for their nutritional properties but does not consider their functional properties, in addition to excluding
several endemic, autochthonous and traditionally consumed products in the regional diet of Mexicans.

Keywords. NCDs, Functional foods, Traditional Mexican Food

Introduccién riesgo de enfermedades cronicas no trasmisibles
(ECNT) (Liu, 2013; Ravasco et al.,, 2011).
México ocupa los primeros lugares a nivel

La alimentacion se ha considerado como un
factor que influye en la promocién vy

mantenimiento de la salud (Marifio et al., 2016), mundial en estos padecimientos con el 75.2 % de
es por ello que un estilo de vida en el cual se la_poblacion total (Levy et al., 2020) y el sexto
adquieran habitos poco saludables puede inducir lugar a nivel mundial en casos de diabetes, con un
al desarrollo de sobrepeso y obesidad, total de 12.8 millones de casos en la poblacion
considerados como los principales factores de mayor de edad (IDF, 2019). De acuerdo con la
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sobre COVID-19, los grupos de edad mas
vulnerables en estos padecimientos son los nifios
y adolescentes, en los que la prevalencia nacional
de sobrepeso y obesidad en infantes de 5 a 11 afios
fue de 19 %, mientras que en la poblacion de 12 a
19 afos este valor incrementd a 26.8 % con mayor
prevalencia de obesidad en comunidades urbanas
(Shamah-Levy et al., 2021).

Estas etapas son cruciales en la prevencién de
las ECNT, pues es donde se desarrollan habitos
que, en muchos casos, seran conservados a lo
largo de la vida, entre ellos el consumo excesivo
de alimentos y bebidas con alta densidad
energeética, grasas y azucares (Aburto et al.,
2016), la falta de actividad fisica (Pietilainen et
al., 2008), el uso prolongado de dispositivos
moviles (Ozdalga et al., 2012) o el abuso de
sustancias psicoactivas como el alcohol y el
tabaco (Gomez-Cruz et al., 2017) que se veran
reflejados en el aumento o disminucién del indice
de masa corporal (IMC). Estos factores de riesgo
podrian conducir al desarrollo de trastornos de
conducta alimentaria (TCA) (Martinez-Gonzélez
et al., 2014), asi como de enfermedades
gastrointestinales, cardiovasculares y ciertos tipos
de cancer como el de colon y de mama (Navarro-
Cruz et al., 2017). Es en este contexto que el
consumo de alimentos funcionales y otros
compuestos bioactivos cobra relevancia.

Los alimentos funcionales se han definido como
alimentos que tienen beneficios cientificamente
probados para mejorar la salud general (Liufuy
Martirosyan, 2020). Mas alld de las funciones
nutricionales basicas, han demostrado que pueden
mantener la salud intestinal, regular el sistema
inmunolégico, reducir el riesgo de obesidad,
diabetes, enfermedades cardiovasculares (ECV) y
de céncer (Chen et al., 2011; Fang et al., 2018;
Hachimura et al., 2018; Navarro-Cruz et al.,
2017; Sebastian-Domingo, 2017; Wang et al.,
2007). Estos alimentos son una alternativa
preventiva para minimizar estos factores de
riesgo, pues proporcionan al cuerpo la cantidad
necesaria de compuestos bioactivos, entre ellos la
fibra, antioxidantes, flavonoides, probi6ticos,
prebidticos, vitaminas, minerales, &cidos grasos,
carotenoides, entre otros (Ashaolu, 2019), que
podrian influir positivamente en la salud de los
individuos que los consumen. Por ello, el objetivo
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de este trabajo fue identificar los principales
alimentos con potencial funcional relacionados
con la prevencion de la obesidad, diabetes e
hipertension disponibles en la dieta mexicana.

Disefio Metodol6gico

Se realiz6 una revision sistematica exploratoria
de acuerdo con las directrices PRISMA 2020
(Page et al., 2021), con base en la siguiente
pregunta estructurada en formato PICO (del
inglés Patient, Intervention, Comparation,
Outcome): ¢Cuales son los alimentos funcionales
con potencial para prevenir la obesidad, diabetes
e hipertension en la dieta mexicana?

La busqueda se realizé durante el mes de mayo
de 2022 en bases de datos electronicas relevantes
en investigacion: Pubmed, Redalyc, Scopus y
SciELO. La estrategia de busqueda fue la misma
en todas las bases de datos, todas las variables
fueron buscadas en idioma inglés y se utilizaron
los descriptores y operadores booleanos descritos
en la Tabla 1.

Variable Variable Variable
1 2 3
Functional . .
food Obesity Mexic
OR OR
I_:unctlt_)nal AND Diabetes AND
ingredient
OR OR
Fermented Hypertension
food yp
OR
*biotic
OR
Antioxidant

Tabla 1. Estrategia de busqueda utilizada.

AND y OR son operadores booleanos de busqueda. (*)
Operador de truncamiento. Todas las variables fueron
utilizadas en inglés.



Criterios de seleccion

La inclusion de articulos consideré los
siguientes criterios: (1) Estudios cuali y
cuantitativos,  estudios  observacionales vy
descriptivos, (2) articulos cientificos o de revision
y (3) articulos publicados en inglés y espafiol con
una antigiiedad no mayor a 5 afios. Para este fin
se consideraron alimentos de la dieta mexicana
aquellos identificados por Valerino-Perea et al.
(2019), asi como los pertenecientes a estudios
realizados en México con accesiones locales.

Los criterios de exclusion aplicados fueron: (1)
Articulos que no dieran respuesta a la pregunta
PICO por medio del titulo y resumen, (2) articulos
sefialados como poco legibles manualmente y (3)
alimentos o productos que sean de dificil acceso
para la poblacion mexicana.

Se realizé la basqueda y extraccion de articulos
segun los criterios previamente descritos Yy
posteriormente se seleccionaron mediante las
fases del diagrama de flujo- PRISMA (versién
2020).

Resultados

El proceso de seleccion de articulos gener6 352
referencias (Figura 1), de las cuales se excluyeron
23 articulos por duplicidad, mientras que 255
estudios se excluyeron debido a que el titulo o
resumen planteaban aspectos que no se
relacionaban directamente con el tépico de esta
revision y 31 estudios no pudieron ser
recuperados en el proceso. Este procedimiento dio
lugar a 43 documentos potencialmente relevantes,
de los cuales se excluyeron 21 por su poca
legibilidad o porque incorporaban alimentos de
dificil acceso para la poblacion mexicana.
Finalmente se incluyeron y analizaron 22 estudios
(Tabla 2) en la discusion, principalmente de
PubMed, Redalyc y Scopus.

Los principales compuestos  bioactivos
identificados fueron los antioxidantes (Tabla 3),
entre los cuales destacan los compuestos
polifendlicos como los flavonoides y los &cidos
fendlicos, asi como los carotenoides. Asimismo,
se identificaron microorganismos probid6ticos y
algunos prebidticos como fibras. Las principales
fuentes de estos bioactivos son las frutas y.
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Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA (version 2020)
gue muestra el proceso de seleccion de la presente
revision.

vegetales, pero también se identificaron hongos,
productos lacteos fermentados y pescados

Discusion

Los compuestos bioactivos presentes en los
alimentos han demostrado un alto potencial para
prevenir el desarrollo de diversas enfermedades.
Los principales alimentos ricos en compuestos
fenolicos son las frutas, como las fresas (Oviedo-
Solis et al., 2018), naranjas Yy tejocotes
(Cervantes-Paz et al., 2018), verduras, cereales
integrales, café, ajo y té verde (Alagawany et al.,
2020). La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
2020 sobre COVID-19 (Shamah-Levy et al.,
2021) clasifica a los alimentos y bebidas de
acuerdo con sus caracteristicas nutricionales y su
relevancia para la salud. Entre los alimentos
recomendados se encuentran las frutas, verduras,
leguminosas, huevo, carne no procesada, lacteos,
nueces y semillas y agua sola (Tabla 4); sin
embargo, se excluye de este listado a muchos
alimentos autoctonos, endémicos y de consumo
tradicional en la gastronomia mexicana como las
variedades criollas o silvestres de frutas y



Base de

Autor Titulo Revista
datos
Kababie-Ameo et Potential applications of cocoa (Theobroma cacao) on diabetic neuropathy: Front
L L Pubmed
al. (2022) mini-review. Biosci
Pérez-Torres et al. — . . Int J Mol
(2021) Oxidative Stress, Plant Natural Antioxidants, and Obesity. Sci pubmed
Escalante-Araiza Crit Rev
y Gutiérrez- Traditional Mexican foods as functional agents in the treatment of Food Sci pubmed
Salmean (2021) cardiometabolic risk factors. Nutr
Uuh-Narvaez y . . . . .
Cabbage (Brassica oleracea var. capitata): A food with functional properties
Segura-Campos . . . .
(2021) aimed to type 2 diabetes prevention and management. J Food Sci Pubmed
Zepeda- - o o . Food Res
P . Probiotics, prebiotics, and synbiotics added to dairy products: Uses and
Hernandez et al. L . Int Pubmed
applications to manage type 2 diabetes.
(2021)
Cordyceps spp.: A Review on Its Immune-Stimulatory and Other Biological Front
Das et al. (2021) ¥ PS Spp.- Y g Pharmacol ~ Pudmed
Potentials.
Villa-Rivera 'y
Ochoa-Alejo hili P r Carotenoids: Nutr ical Properties and Mechanisms of
j C . epper Carotenoids: Nutraceutical Properties and Mechanisms o Molecules  Pubmed
(2020) Action.
Moreno-
. N . . . . Food Res
Valdespino et al. Bioactive proteins and phytochemicals from legumes: Mechanisms of action Int pubmed
(2020) preventing obesity and type-2 diabetes.
Diabetes
, . . . Metab
Calderon et al. Consumption of cooked common beans or saponins could reduce the risk of
(2020) diabetic complications Syndr Pubmed
P ' Obes
. . . . . L Int J Mol
GOmez-Maqueo Phenolic Compounds in Mesoamerican Fruits—Characterization, Health Sci Redalve
et al. (2020) Potential and Processing with Innovative Technologies. y
Yanowsky IranJ
Escatell et al. . .. _— e Kidney
The role of dietary antioxidants on oxidative stress in diabetic nephropathy. . Redalyc
(2020) Dis
J Anim
. — - — Physiol
Alagawany et al. Nutritional applications and beneficial health applications of green tea and I- .
L ; . - Anim Redalyc
(2020) theanine in some animal species: A review. Nutr
Séanchez-Gloria et Int J Mol
Nutraceuticals in the Treatment of Pulmonary Arterial Hypertension Sci Redalyc

al. (2020)
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Oviedo-Solis et
al. (2018)

Santos-Diaz et al.
(2017)

Cervantes-Paz et
al. (2018)

Vidal et al. (2018)

Ariza-Flores et al.
(2017)

Milan-Carrillo et
al. (2017)

Carrera-Lanestosa
etal. (2017)

Kriss et al. (2018)

Los polifenoles de la fresa disminuyen el estrés oxidativo en enfermedades
cronicas.

Opuntia spp.: Characterization and Benefits in Chronic Diseases.

Compuestos fendlicos de tejocote (Crataegus spp.): su actividad biolégica
asociada a la proteccion de la salud humana.

Propiedades nutrimentales del camote (Ipomoea batatas L.) y sus beneficios
en la salud humana.

Caracteristicas bioquimicas y calidad nutracéutica de cinco variedades de
jamaica cultivadas en México.

Bebida funcional con potencial antidiabético y antihipertensivo elaborada
con maiz azul y frijol negro bioprocesados.

Stevia rebaudiana Bertoni: A Natural Alternative for Treating Diseases
Associated with Metabolic Syndrome.

Yogurt consumption during pregnancy and preterm delivery in Mexican
women: A prospective analysis of interaction with maternal overweight
status.

Gac Med
Mex

Oxid Med
Cell
Longev.

Revista
Fitotecnia
Mexicana

Rev Iber
de Tec
Postcosec
ha

Rev Mex
Ciencias
Agr

Revista
Fitotecnia
Mexicana

J Med
Food

Maternal
and Child
Nutrition

Redalyc

Redalyc

Redalyc

Scopus

Scopus

Scopus

Scopus

Scopus

Tabla 2. Descripcién de los estudios incluidos en la presente revision sistematica exploratoria.

Autor

Compuesto bioactivo Alimento

Indicador de salud

Kababie-Ameo et al.
(2022)

Pérez-Torres et al.
(2021)

Escalante-Araiza,
Gutiérrez-Salmean
(2021)

Uuh-Narvaez, Segura-

Campos (2021)

Zepeda-Hernandez et
al. (2021)

Das et al. (2021)

Flavonoides, incluyendo flavanoles como la
catequina y la epicatequina

Cacao (Theobroma
cacao)

Frutas, verduras,
legumbres y mariscos

Polifenoles, flavonoides, carotenoides,
isoflavonas y vitaminas

Fibras, polifenoles, flavonoides,
carotenoides, prebidticos, antocianinas y
vitaminas

Frijol, maiz, nopal,
aguacate, chia, chile,
tunay cacao

Col (Brassica
oleracea var. capitata)

Vitaminas (C, Ky A), fibra, compuestos
fendlicos, flavonoides y antocianinas

Lécteos fermentados
(yogurt, leche
fermentada y queso)

Probidticos, prebidticos y simbidticos. L.
rhamnosus GG, L. acidophilus, B. lactis, B.
bifidum y B. longum

Flavonoides y compuestos fendlicos Hongo Cordyceps spp.
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Neuropatia diabética

Obesidad

Riesgo cardiometabélico

Diabetes mellitus tipo 2

Diabetes tipo 2

Potencial

inmunoestimulante



Villa-Rivera, Ochoa-
Alejo (2020)

Moreno-Valdespino et
al. (2020)
Calderon et al. (2020)

Gomez-Maqueo et al.
(2020)

Yanowsky-Escatell et
al. (2020)

Alagawany et al.
(2020)

Sanchez-Gloria et al.
(2020)

Oviedo-Solis et al.
(2018)
Santos-Diaz et al.
(2017)

Cervantes-Paz et al.
(2018)

Vidal et al. (2018)

Ariza-Flores et al.
(2017)

Milan-Carrillo et al.
(2017)

Carrera-Lanestosa et
al. (2017)

Kriss et al. (2018)

Carotenoides (B-caroteno, zeaxantina y
capsantina

Compuestos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, carotenoides y saponinas

Saponinas

Flavonoides, acidos fendlicos, taninos,
ligninas y estilbenoides

Resveratrol, curcumina, catequinas y
coenzima Q

Polifenoles y flavonoides

Flavonoides (flavonas e isoflavonas) y
quercetina

Antocianinas, flavonoles y vitaminas

Flavonoides, catequina y quercetina

Flavonoides como flavonoles, flavonas y
procianidinas

Fibra y vitaminas

Taninos, flavonoides, antocianinas y fenoles

Antocianinas, fibra soluble y compuestos
fendlicos

Terpenos, taninos, vitaminas, carotenos y
flavonoides

Probiéticos

Chile

Leguminosas (Frijol,
lenteja, soja, guisantes y
garbanzos)

Frijoles

Frutas y variedades de
chile

Uvas, soya, carne, el
pescado, los frutos secos
y aceites

Té verde (Camellia
sinensis)

Soja, naranjas, tomates,
cebollas etc.

Fresas

Nopal (Opuntia spp.)

Tejocote (Crataegus
spp.)

Camote (Ipomoea
batatas L.)

Jamaica (Hibiscus
Maiz y frijol

Stevia rebaudiana
Bertoni

Yogurt

Obesidad

Obesidad y diabetes tipo 2

Complicaciones diabéticas

Obesidad y sindrome
metabdlico

Nefropatia diabética

Enfermedades hepaticas y
cardiacas

Hipertension arterial
pulmonar

Enfermedades cronicas

Enfermedades cronicas

Enfermedades
cardiovasculares

Enfermedades
cardiovasculares

Potencial antioxidante

Potencial antihipertensivo y
antidiabético

Sindrome metabdlico

Sobrepeso materno

Tabla 3. Alimentos y compuestos bioactivos e indicador de salud con el cual esta relacionados su efecto funcional.

verduras, los insectos comestibles, alimentos y
bebidas fermentadas, entre otros, cuyo consumo
se estd desplazado de manera alarmante por la
inclusion de alimentos exdgenos, particularmente
en las comunidades rurales, donde el consumo de
alimentos procesados, comida rapida y bebidas
azucaradas son equiparables a los observados en
las zonas urbanas, lo que tiene implicaciones
graves no solo en la riqueza biocultural del pais,
sino también en la salud de la poblacion (Shamah-
Levy et al., 2021; Garcia-Vazquez et al., 2022).
Dentro de los alimentos de mayor consumo en
México se encuentran el maiz y el frijol, que
constituyen gran parte de la gastronomia y cultura
del pais. En las variedades de maiz pigmentado se
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han reportado contenido de A&cidos fenodlicos,
antocianinas y carotenoides (Gaxiola-Cuevas et
al., 2017), en la variedad de maiz azul, por
ejemplo, se encuentran compuestos fenolicos,
antocianinas y fibras solubles (Milan-Carrillo et
al., 2017), mientras que en el maiz negro tiene
efecto antioxidante y antiproliferativo contra
lineas celulares de cancer de mama (Maldonado-
Astudillo et al.,, 2021). En el frijol se ha
identificado un alto contenido de saponinas; que
podrian reducir el riesgo de complicaciones
diabéticas (Calderén et al., 2020) y de otros
ingredientes funcionales, entre ellos fibras,
fenoles, antocianinas, taninos y flavonoides.
Escalante-Araiza y Gutiérrez-Salmean (2021)



Grupo de . .
rupo Alimento recomendado* Otros alimentos**
alimento
Ciruela mexicana, anonaceas
. nabana, ilama, entre otras),
Durazno/melocotén,  fresa, (Qua :aba a, llama, entre otras)
" zapotaceas  (zapote  negro,
guayaba, limén, mango, .
- 'mamey, chicozapote, entre
manzana, pera, melon,
Frutas . . . _'otroas), tuna y xoconostle,
sandia, naranja, mandarina, .. .
i < pifiuela, ardndanos y otras
papaya, pifia, platano, .
; . bayas, nanche, tejocote,
toronja, uvas, pepino i .
capulin, pitahaya, granada,
tamarindo
Aguacate, brécoli, coliflor,
calabacita, cebolla, chayote,
chile poblano, chile seco, Betabel, chiles criollos, hierbas
Verduras col, ejotes, elote, jitomate, aromaticas,  guaje,  chaya,
lechuga, nopales, chicharo y vainilla, chilacayote, sabila
hojas  verdes  (acelgas,
espinacas y quelites)
Leguminosas Frijoles, lenteja, garbanzo, Frijoles criollos, maices
secas haba y alubia pigmentados, soja
Jengibre, camotes, yuca,
Raices e . tubérculos silvestres
! Jicama y zanahoria X
tubérculos autoctonos como el
chinchayote y pochote
Setas, huitlacoche y otros
Hongos Champifiones agaricales (portobello, cremini),
hongos silvestres comestibles
Nuez, almendra, avellana,
Nueces y cacahuate, semilla de Cacao, amaranto (fresco o
semillas calabaza (pepita) o de seco),chia

girasol, pistache, pifién, etc.
Huevo, carne de puerco, res Carnes fermentadas, salmén y

y pollo. trucha.
Productos de . . . .
. . 'Pescados (atun, sardina, Insectos comestibles (chapulin,
origen animal P .
marino charales 'y bacalao) vy jumil, escarabajos, escamoles,
Y mariscos (camarén, ostién, gusanos, etc.).
etc.) Algas marinas.
Leche, quesos (fr_esco 0 Yogurt natural, kéfir o bulgaros,
cottage, panela, chihuahua,
, leche  fermentada, quesos
Lacteos manchego, gouda, etc.), .
fermentados o adicionados con
yogurt de vaso (natural, o
! cepas probidticas
light y con fruta)
Jamaica (infusién y residuos), té
verde, café, kombucha, tepache,
Bebidas*** pulque, tuba, colonche,
xocoatole 'y otras bebidas

fermentadas no alcoholicas

Tabla 4. Alimentos recomendados en la dieta mexicana
por sus caracteristicas nutricionales y potencial
funcional.

reportan verduras como aguacate, chile y semillas
de chia que contienen también estos ingredientes,
ademas de prebidticos, B- carotenos, luteina y
vitaminas como agentes funcionales para mejorar
el estado metabdlico en fenotipos de riesgo
cardiometabdlico.

Los flavonoides son el grupo mas grande de los
compuestos fenolicos, entre los que destacan las
antocianinas (delfinidina-glucésido y cianidina-
glucosido), estas se encuentran mayormente en

97

leguminosas como frijol, lenteja, soja, guisantes,
habas y garbanzos, junto con otros componentes
bioactivos podrian reducir el riesgo de desarrollar
ENT, como la obesidad y la diabetes tipo 2
(Moreno-Valdespino et al., 2020). La jamaica es
una flor originaria de Africa pero ampliamente
consumida en México, donde la infusion de sus
calices deshidratados forma parte de la cultura
popular y sus tradiciones, ademas de ser
reconocida por su alto aporte de antocianinas; sin
embargo, el proceso de secado puede afectar
significativamente su concentracion (Maldonado-
Astudillo et al., 2019), ademas de que su
bioaccesibilidad se puede ver limitada por la
interaccion de estos compuestos con la fibra del
caliz, por lo que se sugiere consumir no solo la
infusion, sino también los residuos de la
decoccion como fuente de compuestos bioactivos
como 4&cido galico, cafeico y clorogénico y de
fibra dietaria (Mercado-Mercado et al., 2015).

Otros productos de amplio consumo y tradicion
en la dieta mexicana son el tomate o jitomate, el
cual posee un alto contenido de licopeno; el chile
mexicano (Capsicum annuum L.), del que se
conocen mas de 20 morfotipos cultivados y que
es rico en carotenoides, flavonoides y sobre todo
capsaicinoides, responsables de la pungencia y
con efectos benéficos contra  diversos
padecimientos y antiobesidad (Hernandez-Pérez,
et al., 2020; Villa-Rivera y Ochoa-Alejo, 2020);
y la cebolla, que es la fuente mas importante de
quercetina en la dieta humana (D’ Andrea, 2015)
y junto con otros flavonoides podrian prevenir la
hipertension arterial pulmonar (Sanchez-Gloria et
al., 2020).

El consumo de raices y tubérculos es parte de la
dieta tradicional mexicana, donde se destaca el
camote (lpomoea batatas L.), la jicama
(Pachyrhizus erosus) y la yuca (Manihot
esculenta) porque son originarias o domesticadas
en México; sin embargo, se estima que hay mas
de 14 variedades de raices y tubérculos
comestibles solo en Yucatdn (Hernandez-
Guzman et al., 2022), entre las varieades
silvestres consumidas en Guerrero y poco
conocidas se encuentra el tubérculo de la ceiba o
pochote (Ceiba aesculifolia subsp. parvifolia),
que tiene alta concentracion de compuestos
fenolicos y actividad antioxidante,



principalmente en la céscara (Suéstegui-Baylon,
2021). El camote y la Stevia (rebaudiana Bertoni)
son ricos en fibras y vitaminas (Vidal et al.,
2018), ademés la Stevia contiene terpenos,
taninos y carotenos que pueden servir como
tratamiento natural y alternativo para las
enfermedades asociadas al sindrome metabdlico
(Carrera-Lanestosa et al., 2017).

Por otro lado, México tiene una amplia tradicion
micofaga. Los pueblos originarios son quienes
poseen el mayor reservorio de saberes con
respecto a la diversidad de hongos, sobre todo
silvestres y su potencial medicinal, mientras que
en las poblaciones urbanas la oferta de hongos se
centra principalmente en especies de los géneros
Agaricus (champifidén y portobello) y Pleurotus
spp. (setas) y en menor medida, el huitlacoche
(Ustilago maydis). Ademas de su alto contenido
nutrimental, los hongos contienen compuestos
polifendlicos como flavonoides, lignanos, acidos
fendlicos y triterpenos con actividad antioxidante,
anticancerigena, antiglicémica, entre otras;
ademas de fibras y lectinas reconocidas por su
capacidad hipoglucémica y antitumoral (Ceron-
Guevara et al., 2020).

El cacao (Theobroma cacao) estd compuesto
por polifenoles, incluyendo flavanoles como la
catequinay la epicatequina (Kababie-Ameo et al.,
2022). Por su parte, Gomez-Maqueo et al. (2020)
sefialan que el consumo de catequinas puede
disminuir la hiperglucemia, dicha alteracion esta
implicada en la neuropatia diabética a
consecuencia de la diabetes. Se report6 ademas
que en verduras como zanahoria, calabaza,
tomate, brdcoli, espinaca, chabacano vy
mandarina, asi como en ciertos mariscos como el
salmén, los cangrejos y la langosta (Pérez-Torres
et al., 2021) se encuentran grandes cantidades de
carotenoides que protegen contra el sindrome
metabolico, las ECV vy el cancer, a través de su
papel como agentes antioxidantes vy
antiinflamatorios (Agarwal et al., 2012).

Entre los productos de origen animal, el huevo
resalta por su contenido de acidos grasos omega-
3; sin embargo, su consumo debe ser moderado
debido a su aporte de colesterol y de agentes
contaminantes en huevos provenientes de granjas
de produccién intensiva. Los omega-3 y 9 son
acidos grasos poliinsaturados, han sido
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reconocidos por su potencial efecto reductor del
riesgo de desérdenes cardiovasculares y cancer.
Ademas de los huevos, otros alimentos que son
fuente importante de este tipo de bioactivos son
los aceites vegetales y los pescados frescos como
el salmédn, anchoa, sardina, arenque, entre otros
(Usydus vy Szlider-Richert, 2012). Aunque
algunas de estas especies no son comunes en la
dieta mexicana, ciertas poblaciones de clima frio
de México incluyen en su dieta tradicional la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), que
ademas de tener acidos grasos omega también se
han reportado péptidos  bioactivos con
propiedades antioxidantes y anticancerigenas
(Yaghoubzadeh et al., 2020). Otros productos
marinos que se han reconocido como fuente
importante de compuestos bioactivos como
clorofila, carotenoides y compuestos
polifendlicos son las algas, entre las que destacas
la espirulina, chlorella y el alga nori, que es parte
imprescindible de la dieta asiatica y que se ha
popularizado en la dieta mexicana y global.
Finalmente, pero no menos importante, se
encuentran los probidticos. La definicién
concensada de probidtico los refiere como
“microorganismos vivos que, cuando son
administrados en cantidades adecuadas, confieren
un beneficio al haesped” (Hill et al., 2014). Esto
implica que, para ser llamado probi6tico, se debe
tener considerable evidencia cientifica del efecto
que el microorganismo confiere a la salud del
huésped, ademas de la cepa especifica y la dosis
en la que ejerce dicho efecto. Por este motivo, no
todos los productos fermentados pueden ser
considerados probi6ticos, dado que en la mayoria
de los alimentos fermentados tradicionales el
inbculo estd conformado por consorcios de
bacterias,  hongos,  protistas 'y  otros
microorganismos cuya composicién varia
ampliamente durante el proceso de produccién, el
cual usualmente no se estandariza. No obstante,
se han demostrado efectos bacteriostaticos y
bactericidas contra bacterias patogenas, efectos
antiinflamatorios, antitumorales,
hipocolesterolémicos, entre otros (Pérez-
Armendariz y Cardoso-Ugarte, 2020).

Se han reportado diversas cepas con actividad
probidtica, entre las que destacan los lactobacilos
y las bifidobacterias, cuyas funciones benéficas se



asocian principalmente a la salud gastrointestinal
y la prevencion del céncer de colon;
adicionalmente, estudios recientes han
demostrado que algunas cepas solas o en
combinacion  con  sustancias  prebioticas
(simbidticos) o sus componentes celulares
(postbidticos) tienen efecto en la prevencion de
COVID-19 (Anwar et al., 2021) o en el
tratamiento de desérdenes metabodlicos, entre
ellos la obesidad, hipertension, diabetes mellitus,
entre otros padecimientos (Bourebaba et al.,
2022). En esta revisién se identificaron estudios
gue demuestran que algunas bacterias acido
lacticas como L. rhamnosus GG, L. acidophilus,
B. lactis, B. bifidum y B. longum adicionadas en
productos lacteos fermentados tienen efecto en el
control de la diabetes tipo 2 (Zepeda-Hernandez
et al., 2021) y el sobrepeso materno (Kriss et al.,
2018).

Conclusiones

Los principales alimentos de la dieta mexicana
con potencial para la prevencién o tratamiento de
enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)
como la obesidad, diabetes e hipertensién que
fueron identificados en este trabajo son las frutas,
verduras, leguminosas secas, raices y tubérculos,
hongos, nueces y semillas, productos de origen
animal y marino, lacteos fermentados y bebidas
tradicionales fermentadas no alcohdlicas e
infusiones. Los principales bioactivos con
potencial para prevenir estos padecimientos son
los compuestos fendlicos (principalmente los
flavonoides y &cidos fendlicos), carotenoides y
otros antioxidantes, fibras y microorganismos
probidticos y sus productos.

De acuerdo con la Encuesta Nacional sobre
Salud y Nutricién (ENSANUT), se recomienda el
consumo de estos alimentos principalmente por
sus propiedades nutricionales; sin embargo, es
necesario profundizar el conocimiento sobre las
propiedades funcionales que varios de ellos
poseen y fomentar el consumo de alimentos y
productos endémicos, autdctonos y de consumo
tradicional en la dieta regional de los mexicanos.
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Resumen

Los liposomas estan compuestos por fosfolipidos que se auto-ensamblan en bicapas formando un interior
acuoso donde se pueden encapsular farmacos que pueden dirigirse a tejidos especificos a través de
estrategias de orientacion activa o pasiva. El uso de liposomas es una propuesta para el tratamiento de
diferentes tipos de cancer, entre ellos el cancer de pulmon. Sin embargo, poco se ha estudiado al respecto,
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debido a la carencia de blancos terapéuticos adecuados. Estudios recientes han revelado que la falta de
actividad del factor transcripcional REST esta relacionado con la adquisicion del fenotipo neuroendocrino
y la conversion oncogénica en cancer de pulmon, por lo que puede ser propuesto como blanco terapéutico
experimental. El objetivo de este trabajo fue estandarizar un método de purificacion de lecitina, generacion
de liposomas y encapsulamiento de proteinas. Para ello se purifico lecitina de huevo utilizando una mezcla
de éter:acetona (1:1) y lavados con etanol frio. La formacion de las peliculas lipidicas se realiz6 por
evaporacion en frio en cloroformo:metanol (2:1). Finalmente, la formacion de liposomas y encapsulamiento
de proteinas se llevaron a cabo por resuspension en buffer Tris (10 mM). Se obtuvo una mezcla de liposomas
de alrededor de 0.22 um, los cuales fueron tefiidos con azul de metileno y visualizados a 100X. Las proteinas
encapsuladas fueron analizadas por desnaturalizacion y visualizacién por electroforesis en gel de
poliacrilamida tefiido con nitrato de plata, obteniendo un rendimiento de 60%. En su conjunto, los resultados
muestran que el método de generacion de liposomas y encapsulamiento de proteinas estandarizado en este
trabajo es sencillo y se requiere de minima infraestructura.

Palabras clave: Liposoma, REST, Céancer, Lecitina, Pulmén.

Abstract

Liposomes are composed of phospholipids that self-assemble in bilayers forming an aqueous interior where
drugs that can target specific tissues can be encapsulated through active or passive orientation strategies.
The use of liposomes is a proposal for the treatment of different types of cancer, including lung cancer.
However, little has been studied in this regard, due to the lack of suitable therapeutic targets. Recent studies
have revealed that the lack of activity of the transcriptional factor REST is related to the acquisition of the
neuroendocrine phenotype and oncogenic conversion in lung cancer, so it can be proposed as an
experimental therapeutic target. Recent studies have revealed that the lack of activity of the transcriptional
factor REST is related to the acquisition of the neuroendocrine phenotype and oncogenic conversion in lung
cancer, so it can be proposed as an experimental therapeutic target. The objective of this work was to
standardize a method of lecithin purification, liposome generation and protein encapsulation. To do this,
egg lecithin was purified using a mixture of ether:acetone (1:1) and washed with cold ethanol. The formation
of the lipid films was carried out by cold evaporation in chloroform:methanol (2:1). Finally, the formation
of liposomes and encapsulation of proteins were carried out by re-suspension in Tris buffer (10 mM). A
mixture of liposomes of about 0.22 pm was obtained, which were dyed with methylene blue and visualized
at 100X. The encapsulated proteins were analyzed by denaturation and visualization by electrophoresis in
polyacrylamide gel dyed with silver nitrate, obtaining a yield of 60%. As a whole, the results show that the
method of generating liposomes and encapsulating proteins standardized in this work is simple and easy to
perform.

Keywords: Liposome, REST, Cancer, Lecithin, Lung.

Introduccién XXl y se refiere a la manipulacion de la materia

El prefijo 'nano' se refiere a un prefijo griego que que permiten controlar la forma, el tamafio y las
significa y representa una mil millonésima parte propiedades de la materia a dicha escala con el
de un metro (10°m). La nanotecnologia, es una propasito de usarla en multiples aplicaciones para
de las tecnologias méas prometedoras del siglo la_ produccion de nuevas nanoestructuras,
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nanodispositivos y nanosistemas con tamarios de
1 a 100 nm conocidas como nanoparticulas
(Taniguchi et al., 1974; Martin, 2006; Bayda et
al., 2019; Contera et al., 2020). Dentro de estas
nanoparticulas existen diversas alternativas como
nanotubos de carbén, dendrimeros, nano-
particulas metélicas de oro y plata, nanocristales
de puntos cuanticos, nanoparticulas poliméricas,
micelas poliméricas y liposomas (Borm et al.,
2006; De Jong et al., 2008; Bhatia, 2016). Debido
a estas caracteristicas, las nanoparticulas son
candidatos adecuados para diversas aplicaciones
comerciales y domésticas, que incluyen catélisis,
imagenes, aplicaciones médicas, investigacion
basada en energia y aplicaciones ambientales
(Malam et al., 2009; Khan, 2019; He et al., 2019;
ljaz et al., 2020).

Los liposomas son vesiculas con un didmetro
inferior a 100 nm compuestas por bicapas
lipidicas muy similares en composicién y
estructura a las membranas biologicas. En el
laboratorio, estos pueden ser preparados tras la
rehidratacién de peliculas lipidicas, permitiendo
encapsular farmacos, proteinas y/o agentes
quimioterapéuticos en general, sirviendo como
nanoplataformas para dirigir dichas moléculas a
organos blanco especificos (Colletier et al.,
2002). El uso de técnicas de encapsulacion de
farmacos permite mejorar la solubilidad vy
estabilidad de estos, asi como prolongar su vida
media en el plasma sanguineo, logrando
minimizar los efectos adversos. Estas
nanoplataformas han sido utilizadas para la
administracion de farmacos como Diclofenaco
Sédico (Navarro et al, 2008), Ibuprofeno, Acido
Acetilsalicilico (Garcia-Couce, 2014) e inclusive
Doxorrubicina, utilizado principalmente como
tratamiento del cancer, la cual presenta una
toxicidad a nivel cardiaco, que se ve disminuida
al ser encapsulada en liposomas. Este sistema de
acoplamiento ha sido aprobado por la FDA como
tratamiento (Fortina, 2007). Sin embargo, no se
han reportado antecedentes de encapsulacion de
proteinas que sean blancos terapéuticos para
diversas enfermedades, es por ello que en el
presente trabajo se propone la estandarizacion de
una técnica para la generacién de liposomas y el
encapsulamiento de proteinas de interés
terapéutico.
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A diferencia de paises como Argentina y Brasil,
en México aln no existe un plan nacional sobre la
nanotecnologia, los grupos involucrados en el
desarrollo de esta tecnologia trabajan de manera
aislada. Sin embargo, se ha creado una red
nacional de investigadores, lo que afecta el
financiamiento de esta area. No obstante, en 2006
el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Nacional (CONACYT) autorizd la creacion de
dos laboratorios nacionales (uno en Chihuahua, el
CIMAV3 y otro en San Luis Potosi, el IPCyT4)
con un presupuesto de 2 millones de délares cada
uno, y estableci6 proyectos en areas estratégicas a
través de financiacion asignada a cinco
instituciones por un importe de 10,000 ddlares
cada uno. Ademas, en noviembre de 2012 en la
Ciudad de México se firmaron las directrices
sobre la regulacion de las nanotecnologias para
fomentar competitividad y proteger el medio
ambiente, el ser humano la salud y la seguridad de
los consumidores (Delgado-Ramos, 2014).

Materiales y métodos
Obtencion de REST recombinante (rREST)

La cepa E. coli BL21 transformada con el
constructo pET28a-DBD8 que expresa rREST
fue inoculada en 3 mL de medio SOB
suplementado con IPTG (1mM) y Kanamicina
(75 ng/pL) e incubadas durante 2 horas a 37 °C y
200 rpm. Posteriormente, los tubos fueron
centrifugados a 6,000 rpm durante 5 minutos,
recuperando el pellet Gnicamente, este fue lavado
dos veces con PBS (pH 7.0). El pellet fue tratado
con 100 pL de buffer B (Anexo 1) y se realizaron
3 ciclos de congelacion/descongelacion a -20 °C
y temperatura ambiente. Finalmente, éste fue
centrifugado a 15,000 rpm durante 15 minutos,
separando los restos membranales y el
sobrenadante para su posterior analisis mediante
SDS-PAGE (12 %).

Ensayo de Cross-Linking

Se utiliz6 formaldehido (1%) como agente
entrecruzador. Se tomaron dos muestras de 5 L
de las fracciones dializadas, una de estas fue
tratada con formaldehido e incubada en hielo
durante 30 minutos. Posteriormente ambas
muestras fueron sometidas a desnaturalizacion



por calor durante ocho minutos, para su andlisis
mediante SDS-PAGE (12%).
Purificacion y renaturalizacion de rREST
expresada en E. coli BL21

La purificacion de rREST fue realizada por
medio del método modificado de dos pasos de
desnaturalizacién y uno de re-plegamiento (Yang
et al., 2011). Las células fueron centrifugadas a
6,000 rpm durante 5 minutos y posteriormente
lisadas en buffer B a temperatura ambiente
durante 60 minutos, el lisado fue centrifugado a
15,000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. El
sobrenadante del lisado fue incubado con 2 ml de
resina agarosa Ni-NTA (Qiagen, Germany)
previamente equilibrada con buffer B, el
complejo Ni-NTA-6His rREST fue eluido 8 veces
en gradiente de pH y dializado en buffer de con
gradiente de urea (4 M de urea 2 horas, 2 M de
urea 2 horas, 1 M de urea 1 horay 0 M de urea
dialisis toda la noche), posteriormente las
eluciones seleccionadas fueron nuevamente
desnaturalizadas con buffer B y finalmente
replegadas por dialisis fraccionadas con 40 mM
Tris, 150 mM NaCl, 1 mM ZnCI2, glicerol 20%,
10 mM B-mercaptoethanol, pH 7.3, bajando la
concentracién de urea, 5 M, 3 M, 1 M por 2 horas
cada uno y 0 M durante toda la noche.

Extraccion de lecitina de huevo

La lecitina fue extraida a partir de la yema del
huevo, para ello, la yema fue tratada con 20 mL
de éter etilico y un volumen de acetona igual al
del éter. La mezcla fue filtrada en papel filtro,
recuperando la fase retenida por el papel, esta fase
fue lavada dos veces con 25 mL de alcohol frio,
filtrando la mezcla y recuperando la fase acuosa
gue contiene lecitina de manera soluble. La
lecitina recuperada fue colocada en un horno a
50°C para la evaporacion total del solvente.

Generacion de liposomas y encapsulamiento de
rREST

Para la formacién del film lipidico se pesaron
0.09 g de lecitina, que fueron resuspendidos en 10
mL de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1) en
una concentracion final de 0.017 puM.
Posteriormente, se realizaron alicuotas en
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volimenes de 100 pL, dejando evaporar dos
veces a temperatura ambiente y una tercera vez a
-20°C. El film lipidico formado por la lecitina fue
resuspendido en 150 pL de buffer con proteina
disuelta. Esta preparacion fue sometida a tres
ciclos en vortex con intervalos de un minuto de
agitacion por un minuto de descanso en hielo.
Posteriormente se colocd 10 pL de las muestras
en un portaobjetos y fue tefiida con 1 pL de azul
de metileno, las preparaciones fueron observadas
en un microscopio con los objetivos de 40X y
100X.

Monitoreo de liposomas

Los liposomas fueron filtrados cargando 100 pL
de la preparacion en un tubo capilar (Corning),
colocando un filtro con un poro de 0.22 pum de
diametro en un extremo del tubo capilar
(Millipore, numero de catdlogo GVWP 013 00), y
debajo de esto se colocaron toallas de papel
absorbente. Los filtros fueron recuperados y
lavados con 15 pL de agua MQ. Su analisis se
realizo en SDS-PAGE (12%) tefiido con nitrato de
plata.

Resultados

Analisis in silico de la hidrofobicidad, expresién
y purificacién de REST recombinante

Primero realizamos un andlisis in silico con el
software ProtParam de la secuencia aminoacidica
de la proteina para conocer las caracteristicas
bioquimicas de la misma, principalmente los
patrones de hidrofobicidad. Los resultados
obtenidos mostraron que rREST estd compuesta
por 308 aminoacidos (100%), conteniendo en su
mayoria Lisina (12%), el cual tiene una naturaleza
hidrofilica y posee una carga positiva. Sin
embargo, el 25% total de los amino&cidos que
componen a [rREST son de naturaleza
hidrofdbica. Entre los amino&cidos hidrofébicos
con mayor presencia se encuentran la Valina
(5.5%), Alanina (4.9%) y Prolina (4.9%),
localizados sobre toda la estructura polipeptidica
(Fig. 1A). Esto es importante ya que los métodos
de purificacion y renaturalizacion de una proteina
dependen de las caracteristicas de su secuencia de
aminoéacidos, ademas, del correcto plegamiento
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Figura 1. Composicion bioquimica y purificacion del DBD recombinante de REST. A) Secuencia de amino4cidos que
conforman a rREST, se resaltan en color amarillo los aminoécidos de naturaleza hidrofébica (arriba). Composicion
aminoacidica con relacion a la cantidad de estos presentes en rREST. En color café se visualizan los aminoacidos
hidrofébicos que representan el 25% y en color verde, los aminoacidos hidrofilicos que representan el 75% restante
(abajo); B) Monitoreo de las fracciones representativas del proceso de purificacion de rREST. S/T: Lisado total de E.
coli sin transformar, T: lisado total de E. coli transformada, C-E: lavados con gradientes de pH, E1 fraccién
correspondiente a la proteina eluida de la resina de purificacién. ¢) Monitoreo del ensayo de Cross-Linking con 1% de

formaldehido.

depende su solubilidad en el buffer de
encapsulamiento en los liposomas.

Para la expresion de rREST las cepas de E. coli
BL21 transformadas con el constructo pET28a-
DBD8 fueron inducidas con IPTG (1mM) e
incubadas 2 horas a 37 °C. Las colonias fueron
lisadas y separadas en fracciones citoplasmaticas
y fracciones membranales. EI monitoreo de la
expresion y purificacion de rREST se muestra en
la Figura 1B. Para descartar la presencia de
agregados macromoleculares de rREST debidos a
un mal plegamiento de la proteina durante el
proceso de renaturalizacion, se realiz6 un
entrecruzamiento con 1% de formaldehido en
condiciones nativas. Aunque se observé
dimerizacién de la proteina purificada, la mayor
proporcion de la proteina se encontrd en forma de
monomeros (Fig. 1).

Formacion de liposomas y encapsulamiento de

REST

Una vez obtenida la proteina recombinante se
purificé la lecitina de huevo, la cual fue
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rehidratada con 150 pL de la solucion de
resuspensién conteniendo una concentracion de
20 pg/uL de REST recombinante. La formacion
de liposomas se observd a 100X, en la cual se
identificaron  poblaciones de  liposomas
unilamelares de diferentes tamafos, estos se
clasificaron en pequefios (SUV) y grandes (LUV),
con un rango de didmetro de 0.22-2.0 um,
obteniendo un promedio de 126 por campo. La
preparacion fue cargada en un tubo capilar, el cual
contenia un filtro de 0.22 um en un extremo. La
filtracion de realizo por gravedad y los liposomas
fueron recuperados del filtro usando agua MQ,
obteniendo un promedio de 77 liposomas por
campo. Recuperando aproximadamente el 50 %
de los liposomas formados. La eficacia de
encapsulacion de la proteina en los liposomas
mostr6 un rendimiento del 58%, lo cual
representa un total de 116 pg de una
concentracion inicial de 20 pg (Fig. 2).
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Figura 2. Encapsulamiento de rREST en los liposomas
y monitoreo de la proteina encapsulada. A) Vista al
microscopio de las preparaciones de liposomas. B)
Monitoreo de las proteinas encapsuladas en los
liposomas. Se muestra el monitoreo del sobrenadante
y la fraccion liposomal. La banda marcada con
asterisco corresponde a la proteina encapsulada y
recuperada por desnaturalizacién de los liposomas.

Discusion

La presencia de rREST en las fracciones
membranales de las células transformadas, indica
la formacion de Cuerpos de Inclusion (CI), que se
forman cuando la proteina recombinante es
expresada en mayor concentracién y ésta no
puede ser tolerada como proteina soluble en el
citoplasma celular. La proteina rREST forma CI
al ser expresada en E. coli BL21, debido a que esta
proteina es extremadamente insoluble. Los
resultados obtenidos concuerdan con los datos
obtenidos por Yang y colaboradores, quienes
expresaron REST en E. coli. Estos Cl fueron
anteriormente descritos por Rogl y colaboradores
y que la formacién de Cl se da al expresar algunas
proteinas ~ recombinantes  extremadamente
insolubles o con una gran diferencia filogenética
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entre los genes expresados y la célula hospedera
E. coli (Rogl et al., 1998). Aunque los CI, a
menudo han sido considerados indeseables, su
formacién puede ser una ventaja ya que su
aislamiento de los homogenados es conveniente
para la purificacion.

El método de rehidratacion permite la
encapsulacion eficiente de proteinas sin que estas
se desnaturalicen. Por lo tanto, la rehidratacion de
las peliculas lipidicas da lugar, en primera
instancia a la formaciébn de vesiculas
multilaminares no homogéneas, sin embargo, la
sustitucion de métodos como la sonicacion y la
extrusion por aplicacion de los ciclos en vortex es
adecuado para la formacion de liposomas tipos
small unilamellar vesicle (SUV) vy large
unilamellar vesicle (LUV) como se muestra en los
resultados obtenidos. Por otro lado, el método de
filtracion por capilar propuesto en este trabajo
permite la recuperacion de los liposomas de
volimenes extremadamente pequefios. Las
muestras sometidas a esta técnica se observaron
al microscopio, donde se encontrd6 una
disminucion en las poblaciones de liposomas,
debido a que el tamafrio del poro del filtro utilizado
es de un didmetro de 0.22 um, lo cual sugiere que
la mayoria de la poblacion de liposomas es del
tipo SUV con un tamafio de diametro promedio
de 0.22 pm.

Conclusion

La lecitina de huevo utilizada en este trabajo
como materia prima para la generacion de
liposomas permite una alta eficiencia en la
encapsulacion de proteinas, pues permite la
formacién de vesiculas de diversos tipos vy
tamafios. Ademas, esta materia prima tiene un
impacto econdémico de bajo costo en comparacién
con otros sistemas disponibles en el mercado.
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