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1.- RESUMEN

La amibiasis es una infeccion parasitaria causada por el protozoario Entamoeba histolytica.
Representa una de las tres primeras causas de muerte por parasitos protozoarios a nivel
mundial. Su incidencia es maxima en regiones tropicales y subtropicales que presentan
deficiencias sanitarias. En México es uno de los principales problemas de salud ptblica por
su frecuencia, mortalidad y facil dispersion y la OMS Ia ha catalogado dentro del grupo de
“Enfermedades infecciosas olvidadas” debido a los pocos estudios que se realizan al
respecto, principalmente por la dificultad para mantener los cultivos in vitro. Los pacientes
infectados por E. histolytica eliminan trofozoitos no infecciosos y quistes infecciosos en
sus heces y la contaminacion de alimentos y agua es la principal fuente para transmitir
quistes. La droga de eleccion para el tratamiento de amibiasis y sus multiples
manifestaciones clinicas es el metronidazol y sus derivados imidazdlicos, sin embargo
presenta efectos secundarios indeseables en los pacientes. Por ello se buscan alternativas
para el tratamiento de esta infeccion. En la busqueda de nuevos agentes antiamibianos se
han evaluado diversos metabolitos secundarios de diversas plantas, algas y recientemente
se han estudiado los probioticos, sus postbidticos entre los—cuales se encuentran las
bacteriocinas. Por otra parte, la microencapsulacion se define como una tecnologia de
embalaje de solidos, liquidos o materiales gaseosos en miniatura, capsulas selladas que
pueden liberar sus contenidos a velocidades controladas bajo las influencias de condiciones
especificas. En este trabajo se obtuvieron los postbiodticos y bacteriocinas liofilizadas a
partir de L. casei y L. plantarum, ademas se encapsularon (empleando la técnica de
emulsion doble y con la técnica de gelificacion por goteo con alginato de sodio y liberacion
controlada) posteriormente se evaluaron sobre los cultivos axénicos in vitro de E.
histolytica, se empled como control positivo la nistatina la cual es una bacteriocina tipo
GRAS, una vez que se determiné el porcentaje de inhibicion por parte de las bacteriocinas
sobre los trofozoitos, se analiz6 la topografia y parametros morfométricos de los trofozoitos
de E. histolytica empleando el microscpio de fuerza atomica (AFM) a través de este analisis
se pudo observar las imagenes en 3D de los trofozoitos obtenidos de cada tratamiento y se
pudo determinar que las células son mas rugosas cuando son cultivados en presencia de
bacteriocinas, ademas se analiz6 el patron electroforético de las proteina presentes en la
membrana celular de trofozoitos control y cultivados en presencia de bacteriocinas, los
resultados indican que E. histolytica cultivada en presencia de bacteriocinas de L.casei+L.
plantarum no se observan bandas de proteinas que corresponden al grupo de actinas
(importantes para el desplazamiento celular) y al grupo de cistein proteasas (importantes
para la lisis celular). Los resultados obtenidos en este trabajo permitirdn disefar estrategias
y/o tratamientos encaminados al control de E. histolytica.
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ABSTRACT

Amebiasis is a parasitic infection caused by the protozoan Entamoeba histolytica. It
represents one of the first three causes of death by protozoan parasites worldwide. Its
incidence is maximum in tropical and subtropical regions that have health deficiencies. In
Mexico, it is one of the main public health problems due to its frequency, mortality and
easy dispersion, and WHO has listed it as part of the group of “Forgotten infectious
diseases” due to the few studies carried out in this regard, mainly due to the difficulty in
keep the cultures in vitro. Patients infected with E. histolytica eliminate non-infectious
trophozoites and infectious cysts in their feces and contamination of food and water is the
main source for transmitting cysts. The drug of choice for the treatment of amoebiasis and
its multiple clinical manifestations is metronidazole and its imidazole derivatives, however
it presents undesirable side effects in patients. Therefore, alternatives are sought for the
treatment of this infection. In the search for new antiamibial agents, various secondary
metabolites of various plants, algae have been evaluated and probiotics, their postbiotics,
among which are bacteriocins, have recently been studied. On the other hand,
microencapsulation is defined as a packaging technology for solids, liquids or gaseous
materials in miniature, sealed capsules that can release their contents at controlled speeds
under the influence of specific conditions. In this work, the lyophilized postbiotics and
bacteriocins were obtained from L. casei and L. plantarum, in addition they were
encapsulated (using the double emulsion technique and with the drip gelation technique
with sodium alginate and controlled release). subsequently they were evaluated on the in
vitro axenic cultures of E. histolytica, the nystatin which is a GRAS type bacteriocin was
used as a positive control, once the percentage of inhibition by bacteriocins on trophozoites
was determined, the topography and morphometric parameters of E. histolytica
trophozoites were analyzed using atomic force microscopy (AFM) through this analysis it
was possible to observe the 3D images of the trophozoites obtained from each treatment
and it could be determined that the cells are more rugged when they are cultured in the
presence of bacteriocins, In addition, the electrophoretic pattern of the proteins present in
the cell membrane of control trophozoites and cultured in the presence of bacteriocins was
analyzed. The results indicate that E. histolytica cultured in the presence of L. casei +
L. plantarum. Bacteriocins protein bands that correspond to the group of actins (important
for cell displacement) and the cysteine protease group (important for the cell lysis process)
are not observed. The results obtained in this work will allow designing strategies or
treatments aimed at the control of E. histolytica.
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2. INTRODUCCION

La amibiasis es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como la infeccion
provocada por Entamoeba histolytica. Este parasito protozoario tiene una distribucion
global y especialmente una prevalencia alta en paises donde predominan condiciones
socioecondmicas y sanitarias pobres. La amibiasis intestinal ocupd el séptimo lugar como
causa de morbilidad por casos nuevos en México (INEGI, 2008). A pesar de que el 90%
de las infecciones amebianas son asintomadticas y autolimitantes, existe un estimado de 50
millones de casos de infeccion anuales. De acuerdo con la OMS, E. histolytica se encuentra
clasificado como el tercer parasito responsable de muertes con un estimado de 100,000
defunciones al afio (Gonzélez et al. 2012). La droga de eleccion para el tratamiento de la
amibiasis y sus multiples manifestaciones clinicas es el metronidazol, sin embargo presenta
efectos secundarios indeseables en el humano y ademas existen reportes recientes de que
algunas cepas de E. histolytica presentan resistencia a esta droga (Barron et al. 2008).
Debido a la importancia médica que posee, se ha vuelto necesario tener un mayor
entendimiento del parasito y su interaccion con diferentes compuestos, en busca de

aquellos que consigan su inhibicion.

En la busqueda de alternativas terapéuticas para diversas enfermedades, se han realizado
investigaciones empleando las Bacterias Acido Lacticas (BAL), algunas de las cuales se
les considera probidticos, y una de las caracteristicas de los metabolitos extracelulares de
los probioticos es su capacidad de inhibir un amplio rango de microorganismos de
importancia alimentaria y médica. Las BAL, se caracterizan por metabolizar diversas
fuentes de carbono y aminoacidos y producir acidos grasos de cadena corta, peroxido de
hidrégeno, acido lactico, proteinas y péptidos a los cuales se les considera bacteriocinas,
las cuales constituyen un grupo heterogéneo de péptidos que presentan una gran variedad

de caracteristicas fisicoquimicas y espectros de accion antimicrobiana.

Las bacteriocinas se han encontrado en casi todas las especies bacterianas estudiadas hasta
la fecha y se ha observado que dentro de una misma especie se pueden producir diferentes

tipos de bacteriocinas. Poseen espectros particulares de inhibicidon, esta caracteristica



permite su uso en la industria de los alimentos en procesos que requieren la inhibicion del
crecimiento de bacterias que alteran los alimentos o patdgenos como Listeria

monocytogenes 'y Salmonella typhi o Staphylococcus spp (Varo 2010).

Por otra parte, la microencapsulacion se define como una tecnologia de embalaje de
solidos, liquidos o materiales gaseosos en miniatura, capsulas selladas que pueden liberar
sus contenidos a velocidades controladas bajo las influencias de condiciones especificas

(Anselmo et al. 2016).

Tradicionalmente, para observar caracteristicas tipicas de los microorganismos se emplean
diversas tinciones y técnicas especificas. Para realizar las observaciones de dicho material
bioldgico se emplea herramientas como microscopio Optico y de fluorescencia; para
observar la estructura interna celular se ha empleado principalmente el microscopio
electronico de transmision y para realizar la observacion topologica se emplea el
microscopio de barrido (Leon 2012). Sin embargo, en la actualidad se pueden realizar
andlisis empleando nuevas herramientas microscopicas, como el Microscopio de Fuerza
Atomica (MFA). El MFA es una herramienta capaz de permitir observar estructuras a
resolucion nanométrica y con la opcidn de analizar las propiedades fisicas y mecénicas de
los materiales a esta escala, permitiendo asi el estudio de material bioldgico (Leroux et al.

1996).

Es capaz de generar imagenes de muestras biologicas tanto fijadas como vivas en
condiciones fisiologicas. Ademas que proporciona imagenes tridimensionales de
superficies con muy alta resolucion espacial que permiten cuantificar la profundidad y
morfologia de las muestras en tiempo real, en el orden de los nandmetros (Martinez 2014).
La introduccién de esta microscopia en estudios microbioldgicos ha ayudado a los
investigadores con un nuevo dispositivo para el analisis de la morfologia bacteriana. Las
caracteristicas morfologicas especificas de la pared celular bacteriana podrian ser utiles en
la identificacion de factores especificos asociados a diversas enfermedades (Germano et al.
2013). El desarrollo de esta técnica podria tener aplicaciones en areas diferenciadas, como

la biomedicina, la nanotecnologia, la ciencia de materiales o estudios medioambientales.



3. ANTECEDENTES

3.1. Entamoeba histolytica

3.1.1 Generalidades
Entamoeba histolytica, agente causal de la amibiasis, constituye la tercera causa de

mortalidad debida a infeccidon parasitaria, después de la malaria y la esquistosomiasis,
particularmente en paises en vias de desarrollo (Walsh 1986). Entamoeba histolytica y el
cuadro clinico de amebiasis intestinal fueron descritos en 1875 por primera vez por Fedor
Losch en San Petersburgo, Rusia. Es una especia patdogena para el ser humano y es la

responsable de la disenteria amebiana (Rios et al. 2012).

Es un protozoario que presenta dos formas en su ciclo vital: quiste y trofozoito. Los quistes
son estructuras redondeadas de 10 a 16 pm, con una cubierta gruesa y que presenta en su
interior 1 a 4 nucleos. El trofozoito tiene una didmetro de 10 a 60 um, es movil y se desplaza

por medio de un seuddpodo largo (Gémez et al. 2007).

En 1925, Brunt propuso que existian dos especies distintas, una patdgena y una no
patogena, aunque morfologicamente iguales. En 1961, Diamond logro el primer cultivo
axénico y en 1978, Sargeaunt diferencid la variante patogena de E. histolytica de una no
patdgena mediante patrones electroforéticos de isoenzimas. En 1993, Diamond demostré
que realmente eran dos especies diferentes y en 1997, la OMS recomendd que se
diferencien las dos especies para efectos de diagnostico y tratamiento, y cuando el
diagnostico se lleva a cabo por microscopia optica, se reporte como E. histolytica/dispar
(Gomez et al. 2007). Hasta hace unos afos se consideraba que el 10% de la poblacion
mundial estaba infectada por E. histolytica. Sin embargo, con la aparicion de los métodos
de diagndstico molecular, se ha confirmado que la mayor parte de estas infecciones son
causadas por E. dispar. El 90% de los individuos asintomaticos se encuentran infectados

por E. dispary solo el 10% por E. histolytica (Rios et al. 2012).



3.1.2 Clasificacion taxonémica
La clasificacion taxondmica de este parasito de acuerdo a Cavalier 1998, es la siguiente:

Superreino:  Eukaryota
Reino: Protozoa
Subreino: Neozoa

Infrarreino:  Sarcomastigota

Filo: Amoebozoa

Subfilo: Conosa

Infrafilo: Archamoeba

Clase: Entamoebeae

Orden: Entamoebida

Familia: Entamoebidae
Género: Entamoeba

Especie: Entamoeba histolytica

3.1.3 Epidemiologia
La amibiasis es una de las parasitosis mas tempranamente reconocidas y universales. Es la

cuarta causa de muerte en el mundo debida a infeccion por protozoarios, después del
paludismo, la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis y la tercera causa de morbilidad

después del paludismo y la tricomoniasis (Gomez et al. 2007).

E. histolytica presenta distribucion mundial. Es endémica en paises con instalaciones y
condiciones higiénico-sanitarias deficientes, donde no hay barreras entre las heces
contaminadas con quistes, los alimentos y el agua. Las zonas endémicas son México y los
paises de Sudamérica, de Africa y del Sudeste Asiatico. La mayoria de los casos de

amebiasis en América del Norte y Europa son importados (Tanyuksel and Petri 2003).

Los pacientes infectados por E. histolytica eliminan trofozoitos no infecciosos y quistes
infecciosos en sus heces. Los trofozoitos no pueden sobrevivir en el ambiente externo ni
ser transportados a través del estdmago si son ingeridos. Por este motivo, la principal fuente
de contaminacion de los alimentos y el agua es el portador asintomatico que transmite los

quistes (Murray et al. 2007).



Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, la amebiasis intestinal ocup6 el
séptimo lugar como causa de morbilidad por casos nuevos en México en el 2008 (INEGI,
2008). De acuerdo a los datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica
(SINAVE), existe una disminucion constante en la incidencia de amebiasis intestinal en
Meéxico, durante el periodo de 2005 a 2007, pasando de 716.71 casos por 100 mil habitantes
en 2005 a 543.37 casos por 100 mil habitantes en 2007. En México se considera 16 millones
de portadores, 1.3 millones de enfermos y 10 mil a 30 mil muertes. En base a estos datos,
puede afirmarse que la amibiasis se encuentra entre las primeras causas de morbimortalidad

en el pais (Gutiérrez y Mufioz 1994; Martinez 1987).

3.1.4 Ciclo de vida
El hombre es el principal reservorio de E. histolytica. La via de transmision es fecal-oral.

El ciclo se inicia con la ingestion de un quiste maduro (infeccioso). Gracias a su dura
cubierta no es dafiado, aunque si reblandecido, por la accion de los jugos géstrico y
pancredtico. El aumento de pH y la tripsina favorecen el rompimiento del quiste y la
liberacion de los trofozoitos en el intestino grueso dando lugar a cuatro trofozoitos
metaquisticos que se multiplican por fision binaria y pueden desarrollar infeccion invasora
o no hacerlo (Goémez et al. 2007; Rios et al. 2012). En la luz del intestino, los trofozoitos
eliminan las vacuolas alimenticias, se inmovilizan y se transforman en prequistes mediante
la adquisicion de una cubierta, para posteriormente convertirse en quistes inmaduros con

un nucleo (Gutiérrez 2008).

En la mayoria de los casos se produce una infeccion asintomatica, los trofozoitos
permanecen formando agregados en la capa de mucina donde se produce enquistacion sin
produccion de invasion. Aproximadamente el 10% de los casos invaden la pared del colon
provocando a ese nivel una necrosis local intensa. Finalmente se transforman en quistes

maduros tetranucleados que son eliminados por las heces, cerrandose el ciclo.

3.1.5 Patogénesis
Existen factores que contribuyen a la generacion de un estado patologico causado por esta

amiba. El proceso de invasion puede ser ocasionado por mecanismos fisicos y moleculares

(Gomez et al., 2007). La adherencia que posean estos trofozoitos es también un factor
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importante en la virulencia y patogénesis (Sehgal et al. 1996) y su adherencia a las células

blanco es un paso determinante para la citotoxicidad del parasito (Trejos y Castafio 2009).

La capa de mucina que recubre el epitelio del colon es el principal obstaculo para invadirlo,
por lo que desarroll6 sofisticados mecanismos para penetrarla. Son tres fases: colonizacion,
disminucién o disrupcion de la mucosa y enlace, y lisis de las células epiteliales del colon

del hospedero.

Lesion inespecifica: engrosamiento de la mucosa, hiperplasia glandular y edema del
estroma. Ocurre la etapa de colonizacion e inicia la fase de disrupcion de la mucosa. La
adherencia es dificil debido a cargas negativas de la mucosa, pero por medio de la lectina

galactosa-N-acetil-D-galactosamina se adhiere a ésta.

Depresion mucopénica: Se aprecian pequenias depresiones asociadas a pérdida de mucosa,
con adherencia de trofozoitos a ellas. Las células caliciformes encargadas de la produccion

de mucina agotan su capacidad de reponer la mucina.

Lesion invasiva temprana con invasion superficial: Se presenta: erosion epitelial

superficial, focos de microinvasion interglandular e infiltracion de la [dmina propia.

Lesion invasiva tardia con ulceracion profunda: a medida que avanza la invasion, la
ulcera se extiende profundamente en un area mayor de la submucosa, dado que el tejido
subyacente al epitelio interglandular ofrece menor resistencia, lo que da lugar a las tipicas

ulceras “en botdn”.

3.1.6 Tratamiento
La OMS recomienda que cuando sea posible, E. histolytica debera de ser diferenciada de

especies morfologicamente similares y dar el tratamiento de manera aprobada, ya que un
tratamiento innecesario podria favorecer el desarrollo de resistencia. Por lo tanto, la
profilaxis para la infeccidon por E. histolytica con amebicidas no es recomendada bajo
ninguna circunstancia. El metronidazol es la droga de eleccion debido a que presenta una
rapida absorcion intestinal, una excelente biodisponibilidad en tejido y una buena
penetracion en el absceso (Gomez et al. 2007). El uso de este tipo de droga antiamibiana
actia contra los trofozoitos de E. histolytica pero es incapaz de penetrar la pared de los

quistes. Sin embargo, una de las desventajas que presenta esta droga es que tiene multiples
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efectos secundarios indeseables en los humanos, tales como: reacciones gastrointestinales,
reacciones alérgicas, reacciones del sistema nervioso, trastornos mentales, asi como dafos
transitorios de la vision y hepatobiliares. También existen otros amebicidas que pueden
producir toxicidad, efectos secundarios indeseables y resistencias, por lo que se ha dado a
la busqueda de tratamientos alternativos para combatir este parasito. La FAO y la OMS
han indicado con evidencia cientifica el potencial de los probidticos que proporcionan

beneficios en la salud y son seguros para uso humano.

3.2 Alternativas terapéuticas

3.2.1 Postbidticos de bacterias acido lacticas
El término probidtico se define como: organismos vivos, principalmente bacterias, usados

en forma de suplementos nutricionales que, tras ser ingeridos en cantidades suficientes,
pueden mejorar el equilibrio microbiano en el intestino de las personas o animales que los
ingieren provocando efectos favorables sobre su salud, mas alla de los efectos nutricionales
tradicionales (Amores et al. 2004). La alteracion de la microbiota intestinal causada por las
bacterias acido lacticas (BAL) o denominados también como probidticos, influyen directa
e indirectamente en el estado de salud por la producciéon de vitaminas y acidos grasos de
cadena corta, degradacion de sustancias alimenticias no digeridas, estimulacion de la
respuesta inmune y protecciéon frente a microorganismos enteropatogenos (Lee and

Salminen 1995).

Pruebas con animales y estudios in vitro han demostrado que las cepas probidticas pueden
ejercer una accion protectora en el intestino, al adherirse y colonizar al epitelio del
intestino, compiten por los receptores, lo que previene la colonizacion de los patogenos.
Este mecanismo no ha sido esclarecido del todo (Varo, 2010). Existen metabolitos
secundarios de las bacterias acido lacticas que poseen capacidad de inhibir el crecimiento
de patogenos, tal es el caso de los postbioticos. Estos deben ser metabolicamente estables
y activos en el producto alimenticio al cual se agreguen, sobrevivir al paso a través del
tracto digestivo (enfrentar cambios abruptos en el pH) y tener efectos benéficos en el
huésped. Sin embargo, todavia hay varios problemas con respecto a la baja viabilidad de
las bacterias probiodticas en los productos lacteos, incluyendo acidez titulable, pH,
contenido de peroxido de hidrogeno, y de oxigeno disuelto, temperatura de

almacenamiento, especies y cepas de organismos de productos lacteos fermentados,
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concentracion de acido lactico y acético e incluso la concentracion de proteina en el suero

de leche (Anselmo et al. 2016).

3.3 Bacteriocinas
Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosémicamente por las

bacterias productoras. Recientemente estas proteinas han despertado gran interés en la
investigacion. Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas producidas por bacterias
acido-lacticas (BAL), de naturaleza peptidica y activas. En la mayoria de los casos, la
produccion de bacteriocinas, es regulada solo bajo ciertas condiciones de crecimiento, por
lo que aspectos como la composicion del medio de cultivo, temperatura, pH, actividad de

agua, podrian ser cruciales en la produccion de bacteriocinas (Nahuelquin 2008).

Las bacteriocinas se han encontrado en casi todas las especies bacterianas estudiadas hasta
la fecha y se ha observado que dentro de una misma especie se pueden producir diferentes
tipos de bacteriocinas, debido a esto existe una enorme diversidad de este tipo de sustancias
(Gonzalez et al. 2003) han considerado a las bacteriocinas como péptidos bioldgicamente

activos que presentan efectos bactericidas.

Segun Rivas et al. 2006, las moléculas que presentan interferencia microbiana directo son
principalmente los péptidos antimicrobianos, los cuales son de bajo peso molecular (3-
4.5kD) y que son principalmente cationicos (Frantz et al. 2005; Reddy et al. 2004 y Ganz
2004). Estos péptidos tienen un amplio espectro en contra de bacterias Gram positivas,
Gram negativas, hongos y virus envueltos (Ganz 2004 y Koczulla and Bals 2003). Los
péptidos por su carga positiva, son atraidos por la membrana del microorganismo que
regularmente tiene carga negativa. La union de estos péptidos a la membrana ocasiona que
estos se aglutinen formando poros en la membrana del microorganismo llevando asi a su

lisis (Figura 1).
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Figura 1. La membrana de los microorganismos regularmente es cationica la cual atrae a
los péptidos antimicrobianos debido a que regularmente son catidnicos (A). Los
péptidos antimicrobianos se unen y se insertan en la membrana fosfolipidica (B)
los cuales llegan a formar poros en la membrana celular, los cuales llevan a la
lisis de la célula (c). Imagen tomada de Rivas et al. 2006.

Las bacteriocinas poseen espectros particulares de inhibicion, esta caracteristica permite su
uso en la industria de los alimentos en procesos que requieren la inhibicion del crecimiento
de bacterias que alteran los alimentos o patdogenos como Listeria monocytogenes y
Salmonella typhi o Staphylococcus spp (Agudelo et al. 2015) o bien protozoarios parasitos
de importancia médica como Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis y Entamoeba

histolytica (Cuellar 2015).

Existen estudios acerca de la evaluacion de la produccion de bacteriocinas a partir de
Lactobacilos y Bifidobacterias, en donde se utilizaron grupos de bacterias acido lacticas
para que produjeran bacteriocinas con actividad antimicrobiana eficiente frente a
microorganismos como Bacillus sphaericus, B. cereus, Pseudomonas aeruginosa y
P. putida. Se identificaron las bacterias potenciales y se cultivaron en medios de cultivo
enriquecido con fructooligosacaridos para obtener la sustancia antimicrobiana. Se encontro
que la adicion de fructooligosacaridos a la produccion de bacteriocinas aumento la potencia
de la sustancia producida al igual que la velocidad de crecimiento en la fase exponencial

del microorganismo. La actividad antimicrobiana fue muy prometedora principalmente



contra las pseudomonas y esta sustancia puede ser utilizada como posible conservante de

alimentos (Jaramillo et al. 2010).

3.4 Encapsulacion/Microencapsulacion
3.4.1 Generalidades de microencapsulacion: La microencapsulacion se define como una

tecnologia de embalaje de solidos, liquidos o materiales gaseosos en miniatura, capsulas
selladas que pueden liberar sus contenidos a velocidades controladas bajo las influencias
de condiciones especificas (Anselmo AC, et al., 2016). Una microcépsula es una particula
en escala de micrometros, burbuja o liquido que est4 rodeado por una coraza. Est4 coraza
actiia como una barrera para separar el ntiicleo de un ambiente exterior. Las microcapsulas
son candidatos atractivos para encapsular, transportar o liberar de manera controlable una
amplia variedad de materiales activos con importancia tecnologica, tales como tensoactivos
para una mayor recuperacion de petroleo (Sheng 2010), aditivos alimenticios (Madene et
al. 2006), productos farmacéuticos (Sang-Ho et al. 2006), componentes cosméticos (Karnik
et al. 2008), cé€lulas y sensores bioquimicos (Kazakova and Shabarchina 2011),
catalizadores para reacciones quimicas (Poe and Kobaslija 2007), entre otras muchas
aplicaciones. En muchas de estas aplicaciones, el nicleo de la microcépsula es un liquido,
y la coraza es un solido que puede resistir un esfuerzo cortante; esta configuracion mejora
la robustez de la encapsulacion. Muchas de las aplicaciones requieren que las corazas
tengan propiedades mecanicas especificas, para entender coOmo exactamente estas
propiedades dependen de la estructura y la composicion de la coraza para ayudar a guiar el
proceso de fabricacion, sin embargo, la elaboracion de microcapsulas con estructuras y
composiciones bien definidas en experimentos sistematicos que ayuden a dilucidar su

respuesta mecénica sigue siendo deficiente (Weitz 2014).

3.4.2 Técnica de microfluidez: La microfluidez es una tecnologia de fabricacion
multidisciplinar (fisica, quimica, ingenieria, biotecnologia) que manipula fluidos a escala
micrométrica. Esta técnica ofrece un control preciso sobre los flujos de multiples fluidos,
y por tanto una manera de superar estas limitaciones. Una ruta particularmente prometedora
es el uso de esta técnica para producir emulsiones dobles, gotas del material del nucleo
dentro de gotas de otro fluido, los cuales son suspendidos en una fase fluida continua.

Posteriormente se solidifica la fase media generando microcépsulas de coraza sélida. Las
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tensiones interfaciales entre los diferentes fluidos fuerzan las gotas a ser esféricas, por otra
parte los tamafios de la gota son determinados por las fuerzas de corte ejercidas por los
fluidos que fluyen, que pueden ser cuidadosamente ajustados en un dispositivo de
microfluidez. Como resultado, las gotas de emulsiones dobles generadas en microfluidez,
y las microcapsulas generadas a partir de éstas, pueden ser altamente monodispersas, con

composiciones y morfologias que pueden ser manipuladas con un alto grado de precision.

3.4.3 Técnica de encapsulacion: La técnica empleada para encapsular los postbidticos y/
o bacteriocinas fue la técnica de alginato de sodio al 2% como soporte de inmovilizacion
(Duran 1997 y Cruz 2007). Se prepara la solucion de alginato de sodio a la concentracion
deseada, empleando agua destilada, se esteriliza la solucion y posteriormente se mezcla
con los postbidticos deseados. Las capsulas se obtienen por goteo de la mezcla a través de
una aguja en caida libre hacia una solucién de CaCl2 (0.2 M), las capsulas se dejan por 20
minutos para permitir endurecimiento y posteriormente se almacenaron a 4°C con solucion

de agua peptonada al 0.03%.

3.5 Microscopio de Fuerza Atémica (MFA)

La incorporacion de la nanotecnologia es un campo relativamente joven, por lo que ha sido
necesario realizar adaptaciones a los equipos y desarrollar nuevas metodologias dirigidas
al estudio del material bioldgico (Leroux et al. 1996). El primer estudio al microscopio
electronico de amibas de Entamoeba invadens crecidas axénicamente fue realizado por
Siddiqui y Rudzinska, 1965; describieron aspectos referentes a la membrana
citoplasmatica, nuclear y detallaron los hallazgos citoplasmicos, en el cual se destaca la
ausencia de mitocondrias y aparato de Golgi, entre las estructuras citoplasmaticas que
resalta se encuentran los cuerpos cromatoides, caracteristicos de quistes, prequistes y
trofozoitos. Posteriormente, en un estudio realizado por medio de microscopia electronica
y estudios histoquimicos demostraron que los cuerpos cromatoides en trofozoitos de
E. invadens crecidos en un medio no axénico, consisten principalmente de &cido
ribonucleico y proteinas inespecificas (Barrén, 2008). El MFA es utilizado en la
caracterizacion de materiales para determinar sus propiedades fisicas. Recientemente las
capacidades del MFA en el campo de los polimeros han hecho que esta microscopia se

revele como una técnica complementaria de otras técnicas de caracterizacion
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microscopicas y difractométricas en la caracterizacion morfolodgica, micro- vy
nanoestructural, asi como en un gran numero de aplicaciones en las que es la inica técnica
disponible. El desarrollo de esta técnica podria tener aplicaciones en areas diferenciadas,
como la biomedicina, la nanotecnologia, la ciencia de materiales o estudios

medioambientales (Ozgur et al. 2007).

Se han hecho estudios con E. histolytica donde se obtuvieron nano-imagenes mediante el
uso de MFA. La estructura del nucleo, endoplasma y ectoplasma se estudiaron por
separado. Se encontrd que el diametro del nticleo de E. histolytica fue de 10 um. En pruebas
con células no infectadas y células infectadas, en etapas de trofozoitos y esquizontes, el
dispositivo detecté pequefias diferencias en las medidas de la magnitud y las diferencias
aparentemente aleatorias en fase, pero no las suficientes para diferenciar definitivamente

entre las etapas (Joshi et al. 2000).

En el 2014 se publicé el primer reporte de la observacion de células del estadio de prequiste
mediante MFA. En este trabajo observaron in situ muestras de trofozoito, prequiste y quiste
de E. histolytica mediante MFA e identificaron algunas diferencias de rugosidad,

elasticidad, composicion y tamaiio entre los diferentes estadios (Menchaca et al. 2014).
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4. JUSTIFICACION

Entamoeba histolytica es el patogeno intestinal mas frecuente de nuestro medio, uno de los
principales causantes de diarrea en menores de cinco afios. Representa una de las tres
primeras causas de muerte por pardsitos a nivel mundial. Es un organismo unicelular
causante de la amibiasis, enfermedad parasitaria responsable de miles de muertes en
Meéxico y en el mundo. Posee mecanismos patogénicos complejos que le permiten invadir
la mucosa intestinal y causar colitis amebiana. A la fecha la droga de eleccion para el
tratamiento de la amibiasis y sus multiples manifestaciones clinicas es el metronidazol, sin
embargo presenta efectos secundarios indeseables en el humano. La alta incidencia de E.
histolytica a nivel mundial, asi como la predominancia de hospederos asintomaticos ha
causado un incremento en el interés cientifico por el estudio de este parasito. Durante los
ultimos afios ha adquirido gran importancia la aplicacién de antimicrobianos de origen
natural y entre ellos se encuentran las bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas;
las cuales pueden inhibir el crecimiento de un gran nimero de microorganismos patdgenos.
En la busqueda de nuevos agentes antiamibianos se han evaluado diversos metabolitos

secundarios de diversas plantas, algas y recientemente se han estudiado las bacteriocinas.

En este trabajo se produciran microcéapsulas con la capacidad de encapsular bacteriocinas
para analizar su liberacion controlada sobre Entamoeba histolytica HM1-IMSS mediante
un modelo in vitro y se realizard el analisis morfométrico de las células mediante

microscopio de fuerza atdmica

Por lo tanto, los resultados obtenidos de la investigacion permitirdn en un futuro disefiar y
establecer estrategias y/o tratamientos encaminados al control de E. histolytica HM1-

IMSS.
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5. HIPOTESIS

Es posible disenar bacteriocinas encapsuladas de liberacion controlada que inhiben el

crecimiento axénico in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS vy las alteraciones

morfométricas pueden ser caracterizadas al microscopio de fuerza atdbmica (MFA).

6. OBJETIVO GENERAL

Producir bacteriocinas encapsuladas de liberacion controlada y analizar su actividad sobre

un cutlivo axénico in vitro de trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS y caracterizar las

alteraciones celulares mediante microscopia de fuerza atomica.

6.1 Objetivos Particulares

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

Establecer la cinética de crecimiento de Entamoeba histolytica HM1-IMSS
Establecer la cinética de crecimiento de Lactobacillus casei y Lactobacillus
plantarum.

Obtener postbidticos liofilizados (PtbL) de Lactobacillus casei y Lactobacillus
plantarum.

Obtener bacteriocinas a partir de los potbioticos de L. casei y L. plantarum.
Evaluar la actividad bioldgica de las bacteriocinas de L. casei y L. plantarum sobre
trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS.

Elaborar bacteriocinas encapsuladas y evaluar su capacidad para liberar controlada
a pH especificos.

Evaluar el efecto de los encapsulados de bacteriocinas sobre Entamoeba histolytica
HMI1-IMSS mediante un modelo in vitro.

Caracterizar al MFA las alteraciones celulares ocasionadas por las bacteriocinas
sobre el trofozoito de E. histolytica HM1.IMSS.

Realizar el andlisis electroforético comparativo (SDS-PAGE) de los componentes

proteicos de trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS en presencia de bacteriocinas.
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7.- MATERIAL Y METODOS

7.1 Material biolégico

¢ Bacterias acido lacticas
-Lactobacillus casei (cepa CCRC 10697)
-Lactobacillus plantarum (cepa 229)

e Protozoario patogeno

-Entamoeba histolytica HM1-IMSS

e Suero bovino adulto estéril

7.2 Probioticos

7.2.1 Mantenimiento: Cada cultivo de L. casei y L. plantarum se mantuvo en
refrigeracion a 4°C en medio MPT para probioticos. La reactivacion de cada cepa se
realiz6 tomando 50 pL y se inocularon en tubos de borosilicato de 13x150 mm que

contenia 5 mL de medio MPT para probioticos y se incubaron de 24 h a 37 °C.

7.2.2 Cinética de crecimiento por método de turbidimetria: Frente al mechero se
inocularon por separado 60 pL de L. casei y L. plantarum en nueve tubos de
borosilicato de 13x150 mm que contenia 5 mL de medio MPT para probidticos,
ajustando la absorbancia a 0.1nm. Posteriormente, se incubaron a 37 °C y cada hora
se realizaron las lecturas de absorbancia empleando un espectrofotometro
(SPECTRONIC® GENESYS 5) a una longitud de onda de 635 nm. Se registraron
los datos y se grafico. (Figura 2)

Cinética de crecimiento de probiéticos C/hr lecturas de
Inocular ___Incubar absorbancia ¥ .
2N }/ U 635nm vl . /)
I S mm ) < o] \ \
4 0 B - @/' |
I i \ = o —
MPT-caldo + cultivo de probiético - 37°C - Longitud & cnds ()

Figura 2. Procedimiento para realizar la cinética de crecimiento de L. casei y L. plantarum.
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7.2.3 Obtencion de postbidticos (Ptb) de lactobacilos: En un litro de medio MPT-
caldo se inoculd, por separado, 1% de cultivo de L. casei y L. plantarum a una
concentracion de 400 nm de absorbancia a 635 nm y se incubaron a 37°C por 24 h. En
tubos conicos estériles se centrifugd el cultivo a 2500 rpm/20 min, se separ6 el
precipitado, se recuperd el sobrenadante. El material recuperado se esterilizd por
filtracion (Millipore de 0.22 um), se realizo la prueba de esterilidad y el sobrenadante

estéril es considerado como el “postbiodtico de lactobacilos” (Figura 3)

P

%
Incubar o/ / Esterilizar por
Q 24 filtracion
» A # PRUEBA DE
‘ .... ,! - ‘ ESTERILIDAD
MPT-caldo
+ cepa reactivada 37°C/48 hrs

sobrenadante

Figura 3. Procedimiento para realizar la cinética de crecimiento de L. casei y L. plantarum.

7.2.4 Obtencion de bacteriocinas a partir postbioticos de lactobacilos: Para la
obtencion de las bacteriocinas se utilizd la metodologia ya estandarizada de
precipitacion con sulfato de amonio. En un matraz se colocaron los postbioticos de
cada bacteria acido lactica y se agregod sulfato de amonio para precipitacion de las
proteinas. El matraz se dejo en agitacion por 24 h a 4 °C en un baio con hielo. A
continuacion, el contenido de los matraces se centrifugoé a 2,547 rpm/h. El precipitado
se resuspendid con buffer de fosfatos 0.2 M a un pH 7.2. Enseguida, el precipitado se
dializ6. Los dializados se llevaron a un lioflizador Labconco® a 0.144 Mbar a -43 °C

por 48 h para obtener las bacteriocinas liofilizadas (Figura 4)
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Obtencion de Bacteriocinas
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— -
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—+ DE + DE envases Millipore Precipitacién
BIURET ESTERILIDAD de proteinas
ELECTROFORESIS Elimino s ante centrifugar l

Agitacién por >
24had4°Cen
un baiio con |

hielo

_ =il
\

Precipitado resuspender Conicos estériles
con buffer de fosfatos de S0mL

Figura 4. Procedimiento para la obtencion de bacteriocinas de L. casei y L. plantarum.

7.3 Encapsulacion de postbidticos y bacteriocinas

7.3.1 Microencapsulacion de postbidticos en liposomas utilizando dispositivos
microfluidicos: Se prepararon las disoluciones de las fases interna, media y externa.
La fase interna estuvo compuesta por una disolucidon de postbidticos, 5% wt de
alcohol polivinilico (PVA) de peso molecular promedio en peso Mw de 13,000-
23,000, 87 — 89% hidrolizado, de la marca Sigma Aldrich. La fase intermedia es una
disolucion (5 — 15 % wt) de PAA-b-PMMA en una mezcla de 70% cloroformo y
30% tetrahidrofurano (THF). La fase externa es una disolucion (10 %) de alcohol
polivinilico (PVA) que contiene 15 % wt de tetrahidrofurano (THF). Después de
probar cada uno de los dispositivos fabricados, se establecio cudles de ellos son
eficaces para formar las emulsiones dobles que servirdn como plantillas para la

formacion de microcépsulas.

17



7.3.2 Encapsulacion de bacteriocinas en alginato de sodio y liberacion controlada a
pH especificos: Se empled la técnica con alginato de sodio al 2% como soporte de
inmovilizacién (Duran 1997 y Cruz 2007). Se prepard la solucion de alginato de
sodio, se esterilizd y posteriormente se mezclé con el material deseado, es decir el
liofilizado de los postbidticos o las bacteriocinas. Las cépsulas se obtuvieron por
goteo de la mezcla a través de una aguja en caida libre de una solucion de CaCl; (0.2
M), las capsulas se dejaron reposar por 20 minutos en esta mezcla para permitir
endurecimiento y posteriormente se almacenaron a 4°C con soluciéon de agua

peptonada al 0.03%. (Figura 5).

|

> ‘

’ - s © el 8
Probidticos 2500rpm/30 min Sobrenadante  Pellet
37°C/24h (liofilizar) bacteriano

Ajustar a 10mL
NaCl10.85%

!

Liberacién a pH g L. casei 1.6x10'7/mL
- pH2 135mL sol salina
- pH4 Q @Q L plantarum 1.3x10'%/mL
_ 162mL sol salina
- pH7 5
= PHBYI g‘
(se rompen)
Capsulas Mezclar con alginato de sodio 2% 1mL bacterias en NaCl 0.85%

Figura 5. Procedimiento para la encapsulacion de bacteriocinas de L. casei 'y

L. plantarum y evaluacion de la liberacion a pH especificos

7.4 Entamoeba histolytica

7.4.1 Mantenimiento: La cepa se mantuvo mediante resiembras sucesivas inoculando
2x10* trofozoitos/mL a tubos de borosilicato de 13x150 mm que contenia 5 mL de
medio MPT adicionado con 0.55 mL de solucion penicilina-estreptomicina-suero.
La cepa se incubo a 37°C por 72 h. Antes de cada resiembra los cultivos se
observaron en un microscopio invertido para comprobar el buen estado de las
amibas. El cultivo que mostro la mejor densidad, células adheridas al sustrato y el
mejor aspecto se colocd en un bafio agua-hielo por 20 min. Para despegar las
células adheridas al tubo, éste se agitd por inversion suave y el nimero de

trofozoitos se determind tomando una alicuota del cultivo y se colocd en una

18



camara de Neubauer para el conteo de trofozoitos/mL. Las resiembras y bioensayos
se realizaron cuando las células se encontraron en la mitad de su fase logaritmica

de crecimiento.

7.4.2 Cinética de crecimiento bajo condiciones axénicas in vifro: Se inocularon 21
tubos de borosilicato de 13x150 mm con tapon de rosca, que contenia 5 mL de
medio MPT adicionado con 0.55 mL de solucidn penicilina-estreptomicina-suero
y un indéculo de 1x10* trofozoitos/mL. Se incubaron a 37 °C y cada 24 h se
determino el nimero de trofozoitos/mL a tres tubos del cultivo hasta el séptimo dia
de incubacion. Se realizaron tres lecturas a cada tubo y el conteo de trofozoitos/mL
se realiz6 en camaras de Neubauer. Posteriormente los resultados se graficaron

Figura 6.

|-

U ,.
—5 | Células totales — —> 1

37°C/72h

o < 37°C/ 4 dias 37°C/ 6 dias
37°C/72h \ Suero 1.0mL
Antibiotico 0.1mL
1x 10%cel/mL l

8
- .
Células totales -

~a2af

i

Figura 6. Procedimiento para realizar la cinética de crecimiento de E. histolytica.

7.5Bioensayos para evaluar la actividad antiamibiana de postbidticos y
bacteriocinas de lactobacilos: Se realizo la determinacion del efecto de los
encapsulados de postbidticos liofilizados y bacteriocinas sobre E. histolytica HM1-
IMSS de acuerdo a la metodologia de Barron et al. 2008, y posteriormente se realizaron
mezclas de cada uno de los postbiodticos y bacteriocinas (tanto de L. casei como de

L. plantarum) y se evaluo el potencial amebicida de cada uno de ellos. Se determiné en
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tres eventos independientes por triplicado el nimero de trofozoitos/mL por el método
de conteo en camara de Neubauer. En el caso de la evaluacion de la actividad
antiamibiana de las bacteriocinas sobre los cultivos axénicos in vitro de E. histolytica,
se realizé la determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clso) realizando un
Andlisis PROBIT mediante el paquete de software estadistico SPSS version 17.0
(Finney 1952).

7.6 Anadlisis de alteraciones de la membrana celular de trofozoitos de
E. histolytica cultivados en presencia de bacteriocinas empleando MFA: Se
cultivaron los trofozoitos de E. histolytica en presencia de las bacteri ocinas que
presentaron mayor inhibicion sobre estas y se llevé al microscopio de fuerza atomica

(MFA) para realizar el andlisis nanomecanico y determinar las posibles alteraciones.

7.6.1 Caracteristicas del equipo y material: Para la obtencion de micrografias y la
caracterizacion nanomecanica se utilizo un Microscopio de Fuerza Atdomica, modelo
NTEGRA PRIMA, marca NT-MDT; el microscopio fue operado en el modo contacto
y contacto intermitente. Las puntas utilizadas fueron modelo CSG 10/10 de la misma
marca, teniendo una constante de deflexion (kc) nominal especificada por el fabricante
de 0.11 N/m aproximadamente, una longitud de 225 + Sum por 30 + 3um de ancho,
un espesor de 1.0 = 0.5um, con una frecuencia de resonancia de 22 kHz y un radio de
curvatura de 6 nm. Se colocé una muestra en placas de vidrio y se fijaron en una
superficie modificada con poli-L-lisina (PLL) y se colocaron en portaobjetos
especiales para el MFA, posteriormente se analizd empleando la metodologia

reportada por Menchaca et al. 2014.

7.6.2 Imégenes del escaneo: Se registro la altura, amplitud y fase utilizando el modo
contacto intermitente. Las imdgenes fueron tomadas a la frecuencia de resonancia
fundamental del cantiléver. Las imdgenes fueron registradas con velocidades de
escaneo tipicas de 2 - 1 linea/s utilizando un cabezal de exploraciéon con un alcance

méximo de 148 * 148 pum?.

7.6.3 Rugosidad y tamafio: El promedio de raiz cuadrada media de la rugosidad de

la superficie (Rm) se mide con la siguiente expresion:

20



5 2 En donde Zi es el valor Z, Zavg es el promedio de los
Zi - Zavg

R =

valores de Z dentro de la zona determinada y Np es el

numero de puntos dentro de la zona determinada.

7.7 Anadlisis electroforético comparativo (SDS-PAGE) de los componentes
proteicos de trofozoitos de E. histolytica en presencia de encapsulados de

bacteriocinas.
Los componentes proteicos de los trofozoitos cultivados en presencia de bacteriocinas

fueron visualizados mediante electroforesis SDS-PAGE utilizando la técnica descrita
por Laemmli, 1970. Para esto se elaboraran geles de poliacrilamida (gel separador al

10% vy gel concentrador al 5%) los cuales se realizaran con las siguientes mezclas:
yg gu

GEL SEPARADOR AL 10% GEL CONCENTRADOR AL 5%
Mezclar: Volumen | Mezclar: Volumen
Agua destilada 2.442 mL | Agua destilada 1.880 mL
Buffer Tris-SDS ph (8.8)4X | 1.250 mL | Buffer Tris-SDS ph (6.8)4X 0.750 mL
Acrilamida al 40% 1.248 mL | Acrilamida al 40% 0.370 mL
APS(Ammonium 50 uL | APS(Ammonium persulfate) 50 uL
persulfate) al 10% al 10%

TEMED,N,N',N'- 10 uL | TEMED,N,N',N'- 10 pL
Tetramethylethylenediamine Tetramethylethylenediamine

Una vez realizadas ambas mezclas se procedi6é conforme a los siguientes pasos:
1. Montar vidrios

2. Llenar los vidrios anteriormente montados agregando primero la mezcla
correspondiente del gel separador esperando 10 min a que polimerice para después
agregar la parte correspondiente al gel concentrador aproximadamente 1.5 cm y
colocar los peines.

3. Una vez polimerizado el gel, quitar los peines con cuidado y lavar los carriles con
agua destilada.

4. Colocar el gel dentro de la minicdmara vertical de electroforesis. Cubrir el gel con el
buffer de corrida Tris-glicina IX.
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5. Preparar la muestra agregando proporcionalmente la misma cantidad del buffer de
carga 2x (Tris-HC1 100 mM pH 6.8, SDS 1%, 2-p-mercaptoetanol 4%, Coomassie
Brilliant blue G 0.02% y Glicerol 24%) a la cantidad de la muestra.

6. Homogeneizar las muestras empleando un sonicador por 30 segundos

7. Mezclar las muestras homogéneamente por pipeteo.

8. Someter a ebullicion por 5 min para desnaturalizar las proteinas y facilitar su
migracion.

9. Depositar las muestras en el gel corriendo inicialmente a 80V por 10 min, para que
las muestras entren al gel y después incrementando a 100V hasta que el frente de
corrida llegue al término del vidrio.

NOTA: Cubrir el gel con buffer de corrida Tris-glicina IX.

10. Una vez concluida la electroforesis, el gel se quita con cuidado y se coloca en la
solucion de tefiido de azul de Coomassie durante toda la noche y posteriormente se
deposita en la solucion decolorante, dejdndose por un par de horas hasta observar las
bandas de interés.

11. Una vez decolorado el gel se coloca dentro del papel celofan dulce entre dos marcos
de acrilico para secarlo.

12. Escanear y fotodocumentar.

7.8 Analisis estadistico
Con los resultados obtenidos se utilizo un disefio experimental estadistico

completamente al azar en donde los datos de cuantificacion fueron sometidos a un
Andlisis de Varianza (ANOVA) mediante el paquete de software estadistico SPSS
version 17.0 para determinar si existe diferencia significativa entre los métodos
utilizados (P<0.05), seguido por la prueba de comparacion multiple de Tuckey con un

nivel de significancia menor al 5% para los analisis realizados.
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8. RESULTADOS

8.1 Probioticos

8.1.1 Cinética de crecimiento: En las cinéticas de crecimiento de L. casei y
L. plantarum en el medio de cultivo MPT para probioticos se observa una fase de
adaptacion durante las primeras dos horas de incubacion. Posteriormente entre la
hora 2 a 8 horas se presenta una fase de crecimiento logaritmico, y durante las
siguientes horas alcanzando una maxima absorbancia de 1.5 nm a las 12 h de
incubacion, no se observé diferencia significativa entre la curva de crecimiento

de L. casei y L. plantarum (Figura 7).

Cinética de crecimiento de probioticos

], casei

oL plantarian

Absorbancia (635 nm)

0 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12

Tiempo (h)

Figura 7. Cinética de crecimiento de probidticos (L. casei y L. plantarum). Esta
cinética fue realizada empleando el medio MPT para probioéticos. Cada punto
representa el promedio de la lectura en tres eventos independientes por
triplicado.
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8.2 Entamoeba histolytica

8.2.1 Cinética de crecimiento: La cinética de crecimiento de E. histolytica (Figura 8) se
realizé empleando el medio de cultivo MPT bajo condiciones axénicas in vitro. Se
realizaron lecturas en cdmaras Neubauer cada 24 h durante 6 dias y se observo que
durante las primeras 48 h se presentd una ligera fase de adaptacion. En los
siguientes dos dias se observo una fase logaritmica, alcanzando su rendimiento
maximo a las 96 h obtenindo un rendimiento de aproximadamente 200,000 cel/mL
y después se observo la fase de muerte donde se observo una disminucion paulatina

en el numero de células.

24
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Figura 8. Cinética de crecimiento de E. histolytica bajo condiciones axénicas in vitro. Esta
cinética fue realizada empleando el medio MPT. Los resultados obtenidos
mostraron un rendimiento de aproximadamente 200,000 cel/mL que son el
resultado de tres eventos independientes por triplicado.

Figura 9. Morfologia del trofozoito de E. histolytica. En la imagen se observan trofozoitos
que muestran el aspecto tipico pleomorfico caracteristico de esta fase de
crecimiento. Observacion realizada a 400X en microscopio optico.
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8.3. Obtencion de postbioticos de L. casei /L. plantarum y determinar la actividad
bioldgica sobre trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS.

Se obtuvieron los probidtico de L. casei y L. plantarm para evaluarse a diferentes
concentraciones en la fase de trofozoito. En las figuras 10 se muestra el rendimiento

celular de trofozoitos obtenidos del bioensayo realizado.
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Figura 10. Rendimiento celular de trofozoitos de E. histolytica en presencia de
postbiéticos. Comparacion del rendimiento celular de trofozoitos cultivados en
presencia de liofilizado de postbiodticos de L. casei y L. plantarum a las

concentraciones de 1 y 10 mg/mL.

En la Figura 10 se muestra, de acuerdo al analisis estadistico mediante un analisis de
varianza y una comparacion de medias, que no existe diferencia significativa entre
los diferentes tratamientos. Sin embargo, el tratamiento que presentd mayor

inhibicion de trofozoitos con respecto al control fue L. plantarum a 10 mg/mL.
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8.4 Obtencion de bacteriocinas a partir de postbiéticos de L. casei y L. plantarum y
analisis cualitativo

Previo a la obtencion de los liofilizados de las bacteriocinas de cada probiotico, se
realizd la determinacion cualitativa de proteinas mediante una prueba de Biuret al
dializado. Para determinar cualitativamente la presencia de proteinas en los dializados
a partir de postbioticos de L. casei y L. plantarum se realizé la prueba de Biuret. En
la Figura 11 se muestra la placa de porcelana con diferentes tonalidades de las
reacciones, las cuales indicaron una reaccion positiva para la presencia de proteinas
(color violeta) para lo cual se empled el suero bovino adulto, como control negativo se
empleo el medio de cultivo de probioticos. Se obtuvieron las bacteriocinas a partir de
los postbioticos de L. casei (Lc) y de L. plantarum (Lp) en los cuales se observd una
reaccion positiva para la presencia de proteinas. Posteriormente el dializado

conteniendo bacteriocinas se almaceno a 4 °C hasta el momento de su uso.

v'Prueba de Biuret
Control - Control + Bacteriocina Lp |

Figura 11. Prueba de Biuret para la determinacion cualitativa de proteinas a los
dializados de L. casei y L. plantarum. Control — (Medio MPT) y Control
+ (Suero bovino adulto).

Posteriormente se liofilizo el dializado de proteinas y se almacend a 4°C para realizar

bioensayos sobre actividad bioldgica sobre los cultivos de E. histolytica.

8.5 Evaluacion de la actividad bioldgica de las bacteriocinas de L. casei y L. plantarum
sobre trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS

Se evaluaron las bacteriocinas de L. plantarum y de L. casei sobre el crecimiento
axénico in vitro de E. histolytica a las dosis de 0.1, 0.3 y 0.5 mg/mL, ademas se empleo
la bacteriocina comercial nisina y también se emple6 una mezcla de las bacteriocinas

de L. casei y L. plantarum, en la Figura 12 se muestra el rendimiento de trofozoitos
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obtenido de cada uno de los tratamientos, los cuales se describen a continuacion: la
barra morada representa el control con un valor de 75,800, las barras verdes
representan las células obtenidas en presencia de las bacteriocinas de L. plantarum a
diferentes dosis, observando inhibicidn significativa con respecto al control sélo a la
concentracion de .3 mg/mL en la cual se obtuvieron 51300 cel/mL, en las barras de
color anaranjado se muestran las células obtenidas en presencia de la bacteriocina de
L. casei a diferentes concentraciones observando inhibicion significativa con respecto
al control a las dosis de 0.1 y 0.5 mg/mL obteniendo un rendimiento de 36,000 y 48998
cel/mL respectivamente, en las barras en color ambar se observa inhibicion
significativa pon parte de la bacteriocina comercial “nisina” a las dosis de 0.1, 0.3 y
0.5 mg/mL obteniendo un rendimiento de 18500, 16732 y 9322 cel/mL. En la barra
roja se observa la marcada inhibicion que se observa al evaluar la sinergia de las

bacteriocinas de L. casei y L. plantarum a la dosis de 0.5 mh/mL.
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Control B-L.plantarum  B-L. plantarum B-L. plantarum B-L. casef [0.1] B-L.casel [0.3] B-L.casel [0.5]  Nisina [0.1] Nisina [0.3] Nisina [0.5] Sineria-Le+Lp
1 0.3 [0 0.5

—
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g
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Figura 12. Rendimiento celular de trofozoitos de E. histolytica cultivados en presencia de bacteriocinas
de L. plantarum (barras verdes), bacteriocinas de L. casei (barras naranjas), Nisina (barras
ambar) y la sinergia de bacteriocinas de L. casey + L. plantarum (barra roja). (Autoria propia).
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Esta sinergia de bacteriocinas de lactobacilos presenta mayor inhibicidén con respecto
a todos los tratamientos antes mencionados ya que s6lo se obtuvo un rendimiento de
5395 cel/mL, lo cual representa una inhibicion del 93.01 % mayor a la inhibicion
ocasionada por la nisina a la misma concentracion [0.5 mg/mL] la cual fue de 87.73%,
no se observa diferencia entre los porcentajes de inhibicién obtenidos entre la sinergia

de bacteriocinas y la nisina a la concentracion de 0.5 mg/mL.

El aspecto de los cultivos se muestran en la Figura 13. En el cual se observa el aspcet
tipico pleomorfico de los trofozoitos de E. histolyitica en la imagen control, en el
cultivo cultivado en la sinergia de las bacteriocinas de lactobacillus se observan muy

escasas células que tienden a ser redondeadas.

(bacteriocinas de L.casei +L plantarum
[0.5 mg/mL]

. . el — at 2

Aspecto de los cultivos de E. histolytica control y cultivados en presencia
de bacteriocinas de L.casei y L. plantarum, observaciones realizadas al
microscopio optico (400X).

Figura 13.

8.6 Encapsulacion

8.6.1 Microencapsulacion: La Figura 14 muestra el dispositivo microfluidico utilizado
para formar las plantillas de doble emulsion y su etapa de formacion. El alto control
sobre las relaciones de flujo permite la formacion de gotas de doble emulsion
altamente monodispersas, que se convierten en vesiculas lipidicas unilamelares

monodispersas.
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Figura 14. Dispositivo para realizar la microencapsulacion de postbioticos.

La Figura 15 muestra una vesicula lipidica que contiene en su nucleo los postbidticos
al 5% vol/vol, la vesicula lipidica fue tefiida con sal de fluoresceina sdédica (FSS),
posteriormente se obtuvo una micrografia usando una fuente de excitacion LED de

365 nm de longitud de onda, observada 25 dias después de la formacion.

Figura 15. Micrografia que muestra la vesicula lipidica conteniendo postbioticos al
1% vol/vol (a), vesicula lipidica que contiene postbidticos tefiidos con
FSS y excitacion LED de 365 nm.

Los resultados mostraron algunas de las posibilidades que pueden ser explotadas por
la técnica microfluidica. Demostramos que la encapsulacién de una solucién acuosa
con baja viscosidad como medio de crecimiento de los probidticos se puede lograr
aumentando la relacion de flujo de la fase externa en los dispositivos microfluidicos.
Sin embargo estas vesiculas lipidicas se decidié no emplearlas en este estudio debido

a que disminuye el rendimiento de los cultivos amibianos.
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8.6.2 Encapsulacion de bacteriocinas de liberacion controlada empleando alginato de
sodio: La encapsulacion es una tecnologia de capsulas selladas que pueden liberar
sus contenidos a velocidades controladas bajo condiciones especificas. En este
trabajo se produjo encapsulados de bacteriocinas para analizar su liberacion
controlada sobre trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS mediante un modelo in
vitro. Lo primero que se diseid fueron cépsulas de alginato de sodio por la técnica
de gelificacion, en la Figura 16, se observa el aspecto de las capsulas de alginato
producidas, esta técnica nos permite elaborar capsulas de diversos didmetros, para la
elaboracion de estas capsulas se emplearon jeringas para insulina, aguja 30Gx13mm

(1/27), el didmetro de las capsulas fue de 1.5 mm.

Figura 16. Aspcto general de las microcapsulas de alginato obtenidas por gelificacion.

8.6.3 Impacto biolégico de las capsulas de alginato sobre los cultivos de trofozoitos de
E. histolytica: Las capsulas fueron colocadas en los cultivos axénicos in vitro por
tres dias a 37°C para descartar posible actividad inhibitoria sobre el cultivo amibiano,
posteriormente fueron determinadas las cel/mL de trofozoitos de cultivos en
presencia de capsulas de alginato y cultivos control, los resultados se muestran en la

Figura 17.
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Figura 17. En la imagen a) se observa un cultivo amibiano en presencia de cépsulas de
alginato, en b) imagen obtenida al invertoscopio en el cual se aprecia la
interaccion de los cultivos amibianos y las capsulas de alginato, en ¢ y d)
imagenes tomadas al invertoscopio en los cuales se aprecian los cultivos

amibianos. (400X).

El rendimiento celular de trofozoitos de E. histolytica en presencia de capsulas de alginato

se muestra en la Figura 18 En la cual se obtuvieron 94,758 cel/mL en el cultivo axénico in

vitro de E. histolytica, cuando al cultivo se le agregaron las capsulas de alginato y después

de tres dias de incubacidn se obtuvo un rendimiento de 95,937 cel/mL, estos rendimientos

no presentan diferencia estadistica significativa.
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Tratamientos

9.5p37

Alginato

Figura 18. Comparacion del rendimiento de E. histolytica control y en
presencia de alginato. No se observa diferencia significativa.
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8.6.4 Evaluacion de la capacidad para liberacion de bacteriocinas: En la Figura 19 se
muestra la cinética de liberacion del contenido de las cépsulas conteniendo
bacteriocinas+azul de Coomassie en donde se observo que a las 7 h la absorbancia
es de 0.137 nm. Se observa que en la primera hora se libera la mayor cantidad de

bacteriocinas+azul de Comassie.
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Figura 19. Cinética de liberacion de azul de Comassie+ bacteriocinas.

En la prueba de digestion artificial los resultados se muestran en la Figura 20 se
observo que las capsulas son resistentes desde pH 2.01 hasta pH=7.7, sin embargo a
pH=8.5 comienzan a disgregarse. Es importante observar que la capsula libera el total
de su contenido a pH=7 a 24 h, ya que las cadpsulas se observan traslucidas, a
diferencia del contenido azul comassie+bacteiocinas que se aprecian al interior de las
capsulas a pH=2 por un lapso de 3 h, asi como a pH=3.5 por un lapso de 4 h y a pH=7
por 4 h, se observa que se liberdé completamente el contenido, ya que las capsulas se
observan traslucidas. A pH=7.7 por 24 h aun se encuentra integra la estructura de la
capsula de alginato, pero a pH=8.5 por 24 h la capsula se disgrega, el pH al que se
evalud la liberacion y resistencia de la cépsula a determinada concentracion de
alginato, se evaluaron de acuerdo al pH propio del sistema digestivo por el cual

atravesara la capsula una vez que sea ingerida.
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Figura 20. Evaluacion de la liberacion de bacteriocinas a pH especifico.

8.6.5 Evaluacion de la bacteriocina Nisina® encapsulada y actividad biolégica sobre
el cultivo de trofozoito de E. histolytica HM1-IMSS: La droga de eleccion para el
tratamiento de la amibiasis es el metronidazol y sus derivados imidazodlicos
(albendazol), sin embargo presentan efectos secundarios indeseables en el humano.
Por ello se buscan alternativas terapéuticas para su tratamiento, empleando diversos
metabolitos secundarios como lo son las bacteriocinas (péptidos con efectos
bactericidas). Se evalu6 in vitro la actividad antiamibiana de capsulas de alginato
conteniendo metronidazol, albendazol y la nisina (bacteriocina comercial grado
alimenticio), se prepararon capsulas con un contenido de cada antiamibiano a una
concentracion de 1 mg/mL por medio de cultivo axénico in vitro de E. histolytica.

Los resultados se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Rendimiento celular de trofozoitos de E. histolytica en presencia de capsulas albendazol,
metronidazol y nisina [1 mg/mL]

En la Figura 22 se observan las imagenes tomadas al invertoscopio el aspecto de los
cultivos de E. histolytica en presencia de los encapsulados conteniendo los diversos
farmacos (albendazol y metronidazol) y bacteriocinas evaluadas. Se observa en los
tres tratamientos solo restos celulares o detritus de los trofozoitos de E. histolytica,

inducida por los diversos mecanismos de cada uno de estos tratamientos.

Por otra parte, también se prepararon capsulas conteniendo la mezcla de
bacteriocinas (sinergia de bacteriocinas de L. casei+L. plantarum) asi como
postbidticos encapsulados, ambos tratamientos fueron preparados para que tuvieran
una liberacion de bacteriocinas y se distribuyeran en el medio a una concentracion

de 1 mg/mL, el rendimiento celular se muestra en la Figura 23.
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Figura 22. Aspecto de los cultivos de E. histolytica en presencia de Nistatina,
albendazol y metronidazol, observaciones realizadas al
invertoscopio a 400X.
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Figura 23. Rendimiento celular de trofozoitos de E. histolytica. a) en presencia de capsulas

conteniendo la sinergia de los postbidticos (L. casei + L. plantarum)
bacteriocinas a una concentracion de 1 mg/mL e incubadas a 37 °C/ 72 h.

y
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En este trabajo, se observo que las capsulas de sinergia de postbidticos presentaron
una inhibicién del 70% y la sinergia de bacteriocinas mostraron una actividad
antiamibiana del 48%, sin embargo, los demas tratamientos con cépsulas de
albendazol, metronidazol y nisina presentaron una inhibicién de aproximadamente

un 74%. (Figura 24).
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Figura 24. Comparacion de la actividad antiamibiana de los postbioticos, bacteriocinas y
bacteriocinas encapsuladas de L. plantarum y L. casei.

De acuerdo a los resultados observados en la Figura 24 y Tabla 1, se observa que la
sinergia de bacteriocinas de L. plantarum + L. casei presentd la mayor actividad
antiamibina con un 94.5% de inhibicion, el encapsulado de sinergia de las
bacteriocinas inhibi6 un 48%, los fadrmacos antiamibianos (metronidazol y
albendazol) encapsulados presentaron un 74 y 73.7% de inhibicion respectivamente
y la nisina encapsulada también inhibi6 el crecimiento de E. histolytica en un
74.01%, valor semejante al observado con las drogas antiamibianas, no presentando
diferencia significativa entre estos tres tratamientos encapsulados, pero si presentan

diferencia significativa con respecto a la sinergia de las bacteriocinas encapsuladas.
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Tabla 1

Cuadro comparativo en donde se muestra la actividad antiamibiana de los postbidticos,
bacteriocinas y bacteriocinas encapsuladas de L. plantarum y L. casei.

Condicion de Concentracion | Inhibicién
Evaluacion Tratamiento (mg/mL) (%)
e L.plantarum 1 11.48
Postbidtico L. casei 1 7.99
L. plantarum 0.5 3.02
L. casei 0.5 35.41
Bacteriocinas | Sinergia bacteriocinas de
L.casei +L.plantarum 0.5 94.5
Nisina 0.5 88.25
Metronidazol 1 74.01
Albendazol 1 73.72
Capsulas | Sinergia de bacteriocinas de
L.casei +L.plantarum 1 48
Nisina 1 74.01

También es importante observar el incremento en la inhibicion de los cultivos de
E. histolytica de la sinergia de los postbidticos de L. casei+ L. plantarum, se observa
que al ser evaluadas las bacteriocinas de L. casei solo inhibido un 35.41% y las
bacteriocinas de L. plantarum sélo inhibié un 3.02%, ambas bacteriocinas se
evaluaron a 0.5 mg/mL, cabe recalcar que a otras concentracidnes evaluadas
(menores) presentan mayor actividad antiamibiana y esta actividad no es

proporcional a la concentracion.

8.7 Caracterizacion al MFA el impacto de las bacteriocinas sobre la membrana
celular de trofozoitos de E. histolytica
En este trabajo se produjeron encapsulados de bacteriocinas obtenidas de las bacterias

Lactobacillus casei y L. plantarum, se evaludé su efecto sobre trofozoitos de
E. histolytica mediante un modelo in vitro y se caracterizaron las alteraciones
mofométricas mediante microscopia de fuerza atobmica. Los parametros determinados
fueron: altura, rugosidad, ancho y longitud (Tabla 2), los resultados que se muestran
son el promedio de tres eventos independientes por triplicado. Para realizar el analisis

morfométrico y comparar posibles alteraciones a nivel de membrana del trofozoito de
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E. histolytica, se analiz6: a)trofozoitos control y b) trofozoitos cultivados en presencia

de la sinergia de bacteriocinas de L. caseiy L. plantarum [0.5 mg/mL].

Tabla 2
Analisis de caracteristicas morfométricas de trofozoitos de E. histolytica
cultivado en presencia de la sinergia de bacteriocinas de L. casei+L. plantarum

Parametros Trofozoito Trofozoito
(Control) (Sinergia de bacteriocinas
L. casei+ L.plantarum)
Rugosidad(nm) 216 461
Altura (um) 1.83 3.22
Ancho (um) 56.2 25
Longitud (pm) 69 33

De acuerdo a los valores obtenidos (Tabla 2 y Figuras 25) se pueden interpretar como
que la célula pierde su forma plana, ya que tiende a incrementar la altura
significativamente y es una célula mas estrecha significativamente y menos alargada,
y la longitud se observa disminuida significativamente, lo cual nos hace pensar que la
célula tiende a redondearse o tomar una forma esférica, lo cual se puede corroborar
con el aspecto de la célula en la imagen 3D de la Figura 26 a, esta morfologia es tipica

de un cultivo amibiano alterado y no viable.
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Figura 25. Andlisis comparativo del analisis morfométrico de E. histolytica cultivado en
presencia de bacteriocinas de L. casei + L. plantarum tomando como referencia los
valores morfométricos de un cultivo control.
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En la imagen de altura en el trofozoito control se observan zonas claras (corresponde
a zonas mas altas) la cual alcanza una altura de 3.657 um el pico o zona mas elevada
y el trofozoito control presenta la zona mas elevada a una altura de 5.912 pum, en la
imagen del trofozoito control también se observan zonas obscuras, lo cual representa
la zona més profunda, esto no se observa en el trozofoito del tratamiento con
bacteriocinas, en cuanto a la magnitud nos indica la composicion de la membrana
celular, la cual se aprecia relativamente uniforme en los bordes de la periferia del
trofozoito control (el cual puede corresponder al periplasma) y en el centro puede
corresponder a la zona vacuolar, en cuanto a la magnitud (composicion celular) en la
imagen del trofozoito testigo se observa un aspecto o magnitud muy diferente al
control, lo cual nos indica que la composicion de la membrana no es igual en ambos
casos; en la imagen en 3D nos permite apreciar en la imagen del trofozoito control el
aspecto tipico pleomorfico de los trofozoitos, es decir que no tiene una forma
especifica, ademés se observan ciertas protuberancias las cuales correspondes a
pseudopodos, y en el trofozoito en tratamiento no presenta estos pseudopodos, se

observa principalmente con un aspecto esférico (Figura 26ay b).
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Figura 26a. Analisis comparativo al AFM de trofozoitos de E. histolytica control y en
presencia de encapsulados de sinergia de bacteriocinas de Lactobacillus sp.
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Figura 26b. Analisis comparativo al AFM de trofozoitos de E. histolytica control y en presencia de

encapsulados de sinergia de bacteriocinas de Lactobacillus sp.

8.8Analisis electroforético comparativo (SDS-PAGE) de los componentes proteicos de
trofozoitos de E. histolytica en presencia de bacteriocinas de L. casei + L. plantarum.
El analisis electroforético en geles de poliacrilamida de las proteinas se basa en la

separacion de éstas de acuerdo a su peso molecular, en la Figura 27. Se observa al
marcador de proteinas (M) con un rango de peso molecular de 14 a 200 kDaltones
(kDa), en A se muestra el patron de proteinas de trofozoitos obtenidas de un cultivo
axénico in vitro (control), se observan gran cantidad de bandas de proteinas que

presentan un peso molecular entre 30 y 50 kDa, otro grupo de bandas protéicas muy

40




marcadas se observan entre 60 a 140 kDa aproximadamente, se observa el mismo

patrén el gel SDS-PAGE de referencia.

En el carril B, se muestran las bandas de proteinas que se obtuvieron de trofozoitos
cultivados en presencia de la sinergia de bacteriocinas de L. casei + L. plantarum, se
observa marcada inhibicion en el bandeo protéico con respecto al control, los bandeos
que se ven muy disminuidos son: de 18, 31, 37-43 y entre 50 a 120 kDa; estas bandas
protéicas probablemente correspondan a enzimas necesarias para diversos procesos
metabolicos, pero también pueden corresponder a enzimas liticas tipo cisntein-

proteasas (Figura 27).
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A=Control de proteinas de un cutlivo axénico in vitro de E. histolytica
B=Proteinas recuperadas de un cultivo axénico in vitro de E. histolytica+ bacteriocinasde L. casei+ L. plantarum
C=Imagen del patron de proteinas es SDS-PAGE de un cultivo axénicode E. histolytica (Tomadade Villalba-Magdaleno JD, et al, 2011.

Figura 27. Comparacion del patron electroforético de proteinas totales de E. histolytica cultivado en
presencia de bacteriocinas de Lactobacillus sp.
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9. DISCUSION

La amibiasis es definida por la Organizacion Mundial de la Salud como la infeccion
provocada por E. histolytica con o sin manifestaciones clinicas. Este parasito protozoario
tiene una distribucion cosmopolita, representa la tercera causa de muerte por parasitos
protozoarios a nivel mundial y presenta una prevalencia alta en paises donde predominan

condiciones socioecondmicas y sanitarias deficientes.

En M¢éxico es uno de los principales problemas de salud publica por su frecuencia,
mortalidad y fécil dispersion. La OMS la cataloga en el grupo de “Enfermedades
infecciosas olvidadas” debido a pocos estudios que se realizan al respecto. De acuerdo al
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (SINAVE, 2019), la amibiasis intestinal
ocupd el séptimo lugar como causa de morbilidad por casos nuevos, reportando 80,631
mujeres y 65,282 hombres con amibiasis intestinal, y casos de AHA (absceso hepatico
amibiano) se reportaron 227 casos en mujeres y 348 casos en varones, estos valores son
acumulados hasta septiembre de 2019
(https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/501186/sem40.pdf). (accesado 18-
oct-2019)

E. histolytica posee dentro de su ciclo de vida dos fases o estadios: la fase movil e
infestiva denominada trofozoito y una estructura de latencia o de resistencia llamada
quiste, la cual se caracteriza por estar cubierta con una pared de quitina (CDC, 2019).

https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html (accesado 03-oct-2019)

Para el tratamiento de la amibiasis y sus multiples manifestaciones clinicas ocasionada por
E. histolytica, la droga de eleccion es el metronidazol, sin embargo este farmaco presenta
multiples efectos secundarios indeseables en el humano como meteorismo, dafio en el
AND ocasionando dafios citotdxicos, citogénicos y neurotoxicos (Shennan et al. 2006) y
ademas existen reportes recientes de que este protozoario pardsito presentan resistencia a

esta droga (Barrén, 2008).

Debido a la importancia médica que posee esta enfermedad, se ha vuelto necesario tener
un mayor entendimiento de los mecanismos de la actividad parasitaria de E. histolytica
y su interaccion con diferentes compuestos quimicos y/o naturales. Como ya se
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menciond, la droga de eleccion es el metronidazol y sus derivados imidazoélicos, sin
embargo presentan efectos secundarios indeseables en el humano®. Por ello se buscan
alternativas terapéuticas para su tratamiento, como los metabolitos secundarios de
plantas, algas y recientemente, bacteriocinas (péptidos con efectos bactericidas y
espectros particulares de inhibicion). Actualmente se trabaja en la busqueda de
metabolitos que inhiban el proceso de infestacion (fase de trofozoito), o bien que inhiban

la induccion de la formacion del quiste, la cual es considerada la fase de resistencia.

Recientemente se ha reportado una gran variedad de microorganismos resistentes a las
drogas de eleccidn, entre las cuales se encuentra E. histolytica. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha encomendado la busqueda de nuevas drogas, teniendo como punto
de referencia el empleo de microorganismos que presenten interferencia microbiana
sobre microorganismos patogenos. La FAO y la OMS han declarado que existe evidencia
cientifica para indicar el potencial de los probidticos que proporcionan beneficios a la

salud y son seguras para uso humano (FAO/OMS 2002).

En la blsqueda de alternativas terapéuticas para inhibir la proliferacion de
microorganismos patogenos al humano se ha recurrido al estudio de una gran diversidad
de microorganismos, principalmente bacterias y sus metabolitos, a lo que se le conoce
como terapia de interferencia microbiana o Microbial Interference Therapy (MIT) (Falagas
et al. 2008). Entre los microorganismos empleados para este propdsito estan los
probidticos. Los probioticos fueron definidos en 2002 como microorganismos vivos que
confieren beneficios a la salud del huésped cuando son administrados en cantidades
adecuadas. Esta definicién fue consensada por el comité de expertos de la Organizacion
para la Agricultura y la Alimentacion (Food and Agriculture Organization) de las Naciones
Unidas y por la OMS (FAO/WHO, 2002); sin embargo, en 2014 el grupo de expertos
reunidos por ISAPP (International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)
publicaron el Marco general sobre el uso y alcance apropiados del término probiotico, este
consenso indica que se requiere evidencia de un beneficio de salud, ya sea a nivel de grupo

o especifico de la cepa, segun la naturaleza del beneficio.

Los probidticos pueden tener diferentes medios de administracion, especies objetivo

(humanos y animales), poblaciones objetivo, sitios objetivo (intestino y mas alld), puntos
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finales de eficacia y categorias reguladoras. Todos los probidticos deben ser seguros para
su uso previsto. Los microbios muertos, los productos y componentes microbianos no estan

incluidos en la clasificacion de probioticos (Hill et al. 2014).

Los productos microbianos producidos por los probioticos reciben el término de
postbioticos, metabioticos, biogénicos o metabolitos/SFC (sobrenadantes libres de células),
secretados por bacterias vivas o liberados después de la lisis bacteriana (Aguilar et al.
2018). Estos subproductos pueden contener acidos grasos de cadena corta (SCFA, por sus
siglas en inglés), enzimas, péptidos, acidos teicoicos, muropéptidos derivados de
peptidoglicanos, endo y exopolisacéaridos, proteinas de la superficie celular, vitaminas,
plasmalogenos y acidos organicos (Tsilingiri and Rescigno 2013). Estos subproductos
ofrecen beneficios fisioldgicos al huésped al proporcionar bioactividad adicional (Cicenia

et al. 2016).

Entre los microorganismos probidticos mas comunes con beneficios de salud para los seres
humanos destacan los siguientes géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus y la especie Escherichia

coli (Fijan 2014).

En diversos trabajos se ha demostrado la actividad antibacteriana o también llamada
interferencia microbiana (IM) que presentan los metabolitos extracelulares producidos por
diversos bacterias acido lacticas. En un trabajo reciente (Rishi et al. 2011) reportaron los
efectos de un extracto libre de células obtenido de L. plantarum y del cotrimazol, sobre el
crecimiento de Salmonella typhimurium NCTC 74, el grupo investigadores concluyeron
que el sinergismo del extracto libre de células (80 AU/mL)-cotrimazol (2pg/mL) genera
una interferencia microbiana, reduciendo el crecimiento de S. typhimurium en un 50%, y
que los tratamientos evaluados de manera independiente presentan porcentajes menores al
25%, con lo anterior, ellos proponen una alternativa médica para el tratamiento de la

salmonelosis.

Otra investigacion llevada a cabo empleando Escherichia coli O157:H7 y Staphyloccocus

aureus evaluaron el efecto de los acidos organicos (acido acético, lactico, propiodnico y
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foérmico) sobre el crecimiento de E. coli y S. aureus observando que el 4cido férmico

presento el mejor efecto antimicrobiano en ambas cepas (Raftari et al. 2009).

La actividad inhibitoria de los factores extracelulares producidas por las bacterias acido
lacticas (BAL) sobre algunos microorganismos de importancia médica han sido atribuidos
a la presencia de diversos acidos organicos, pero también a la presencia de bacteriocinas
las cuales se caracterizan por ser compuestos de naturaleza peptidica o proteinas,
sintetizados a partir de los ribosomas libres y que, generalmente, tienen como blanco la
membrana celular (Jack et al. 1995 y Savadogo et al. 2006). Algunas de las propiedades
fisicoquimicas que presentan las bacteriocinas son: resistencia a proteasas, son solubles en
agua, activas a pH &cidos, bactericidas, termoresistente y no imparten sabor o aromas
(Fernandez et al. 2003) y ademads son termoestables (Dodd y Gasson 1994 y Ogunbanwo
et al. 2003).

Por otra parte, se llevd a cabo un trabajo empleando el sobrenadante del cultivo de
Lactobacillus johnsonii Lal sobre la proliferacion in vitro de Giardia intestinalis,
observando que el efecto del sobrenadante de L. jhonsonii Lal inhibi6 significativamente
la proliferacion de los trofozoitos de G. intestinalis. Esta inhibicion estuvo correlacionada

fuertemente al pH (Pérez et al. 2001).

La mayoria de las investigaciones realizados han permitido determinar la actividad
inhibitoria o interferencia microbiana que presentan los metabolitos liberados al medio
(postbioticos) por parte de las bacterias consideradas como probidticos sobre bacterias de
importancia médica, sin embargo pocos trabajos han evaluado dicha actividad sobre
protozoarios de importancia médica, entre los parasitos sobre los cuales se han evaluado la
actividad de los probidticos son: Babesia microti, Cryptosporidum parvum, Eimeria
tenella, G. lamblia, Plasmodium chabaudi, Schistosoma mansoni, Toxocara canis,

Trichinella spriralis, Ascaris suum y Trypanosoma cruzi (Travers et al. 2011).

Pero para E. histolytica existe escasos reporte, (Mansour et al. 2003) menciona que de la
administracion del probiotico Saccharomyes boulardi en asociacion con antibidticos
disminuye significativa los sintomas de la amibiasis y la presencia de quistes en heces; en

otro trabajo reportan un co-cultivo in vitro de Entamoeba invadens (modelo biologico para
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el estudio de la amibiasis) en presencia de Lactobacillus casei and Enteroccoccus faecium
observando la alteracion del ciclo celular de E. invadens (Sarjapuram et al. 2017). En otro
trabajo mencionan sobre la necesidad de la presencia de ciertas bacterias (no probioticos)
al momento del desenquistamiento de E. histolytica para poder fagocitarlas, alimentarse y
multiplicarse a nivel de intestino delgado (Varet et al. 2018) y tener éxito en el desarrollo

de la amoebiasis.

En la busqueda de alternativas terapéuticas para la amibiasis, recientemente se ha trabajado
con las bacteriocinas, las cuales constituyen un grupo heterogéneo de péptidos que
presentan una gran variedad de caracteristicas fisicoquimicas y espectros de accion
antimicrobiana. En el presente trabajo, los bioensayos realizados con el tratamiento de
sinergia de bacteriocinas de L. plantarum + L. casei y la Nisina (bacteriocina comercial)
mostraron mayor inhibicion de trofozoitos que cuando se emplean los postbioticos
liofilizados a dosis conocidas sobre los ultivos axénicos in vitro, la mayor inhibicion se

observo al emplear la sinergia de las bacteriocinas de L. casei+L.plantarum (Figura 12).

Sin embargo, en este trabajo consideramos importante disefiar una estructura que proteja
a las bacterocinas para que lleguen al sitio de accion, es decir intestino delgado (sitio de
multiplicacion de trofozoitos de E. histolytica) o para que lleguen hasta el colon (sitio de
enquistamiento de E. histolytica) cuyo pH en estas regiones varia desde 6.5 hasta 8.5, por
eso consideramos importante el disefio de microcapsulas y capsulas que permitan el
acarreo y les brinden proteccion a estas bacteriocinas para que puedan actuar en el sitio
especifico o deseado. Existen una gran variedad de métodos para encapsular bacteriocinas,
sin embargo en los resultados obtenidos decidimos trabajar s6lo con las bacteriocinas
encapsuladas en alginato de sodio, ya que no alteran el rendimiento celular de E. histolytica
(Figura 18) y no nos daria en nuestras evaluaciones falsos positivos, ademas el alginato de
sodio esta considerado como grado alimenticio (GRAS). Hasta la fecha, las bacteriocinas
han exhibido una prometedora alternativa como antimicrobiano tanto para la industria
alimenticia como farmacéutica. Ademas, durante en las ultimas dos décadas, la
encapsulacion de bacteriocinas ha significado una mejora en las aplicaciones de estos
antimicrobianos naturales, los cuales proporcionaria alternativas convenientes para el

bienestar humano sin presentar efectos secundarios indeseables, sin embargo se deberan
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realizar una mayor cantidad de estudios muy cuidadosos que permitan prevenir la

resistencia de los patdgenos a las bacteriocinas.

Uno de los péptidos mejor caracterizadas y que se encuentra en la categoria Generalmente
Reconocidas como Seguras (GRAS) es la nisina, la cual ha sido evaluada su actividad
antibacteriana y antimicotica, la nisina es un péptido antibacteriano de 34 aminoacidos
producido por ciertas cepas de Lactococcus lactis. Esta bacteriocina ha encontrado una
amplia aplicacion como conservante de alimentos debido a su naturaleza no tdxica, su
estabilidad térmica a pH &cido, su inactivacion por enzimas proteoliticas en el tracto
digestivo y, especialmente, su actividad antimicrobiana contra una amplia gama de
bacterias Gram-positivos, incluidos los patégenos de interés en la industria alimentaria,
como Clostridium botulinum 'y Listeria monocytogenes, staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Salmonella spp (Wu et al. 2004; Jeevaratnam et al. 2005).

Sin embargo, el uso de nisina tiene la limitacion de que su solubilidad y estabilidad
disminuyen progresivamente a medida que aumenta el pH de su entorno. Las dos variantes
naturales de la nisina, denominadas nisina A y nisina Z, se sintetizan ribosémicamente
como 57 péptidos precursores de aminoacidos que se someten a modificaciones
adicionales. El péptido maduro muestra varias caracteristicas inusuales, como la presencia
de aminoacidos deshidratados y anillos de lantionina. La insercion del péptido en la
membrana citoplasmatica de las células susceptibles conduce a la formacién de poros,

disipando el potencial de membrana y los gradientes de pH (Rodriguez 1996).

De acuerdo a la literatura, la actividad bactericida de las bacteriocinas puede estar
acompanada por lisis de células, como es el caso de la nisina A, la cual actia
desestabilizando o permeabilizando la membrana citoplasmatica (Varo 2010), como se

muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Mecanismo de accion de la nisina (Adaptado de Cotter et al. 2005).

Por otra parte, en funcion a la capacidad de inhibicion por parte de las bacteriocinas se
procedio a la caracterizacion bioquimica parcial de las mismas, obteniendo en el analisis
electroforético de los liofilizados de bacteriocinas un peso molecular de las proteinas de

aproximadamente 10 kDa (Datos no mostrados).

Las bacteriocinas obtenidas a partir de los posbidticos obtenidos de L. casei y L. plantarum
fueron encapsuladas bajo condiciones para que la liberacion se realizara a parir de pH 7 y
lograra llegar hasta pH 8, estas bacteriocinas se encapsularon y se colocaron directamente
en los cultivos de E. histolytica, 1a sinergia de estas bacteriocinas mostr6 una inhibicion de
48% de En la actualidad se han reportado compuestos proteicos obtenidos a partir de
probioticos, también se encapsularon bajo las mismas condiciones diversos agentes como
nisina, drogas antiamibianas como el metronidazol y albendazol observando una inhibicion
de E. histolytica del 74 % para nisina y metronidazol y albendazol inhibi6é un 73.72%
respectivamente, entre estos tres agentes evaluados no se observa diferencia significativa,

pero si con respecto a la sinergia de bacteriocinas (Figura 24).
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Esto nos puede indicar que la liberacion de bacteriocinas esta limitada por la consistencia
de la formulacion de la capsula, por lo cual se recomendaria evaluar otros agentes o
polimeros para la elaboracion de las capsulas, sin embargo es un avance importante, ya que
serd posible dirigir capsulas conteniendo bacteriocinas, para que liberen su mayor
concentracion al pH deseado, o bien disefiar liposomas, nanotubos cargados con las
bacteriocinas o diseflo de nanofibras, tal como se recomienda en diversos estudios

referentes al tema (Chandrakasan et al. 2019; y Ngoc et al. 2019).

Tradicionalmente, para observar diversas caracteristicas tipicas de los estadios de
trofozoito o quiste se emplean diversas tinciones especificas y para realizar las
observaciones de dicho material biologico, se emplea el microscopio Optico o bien
microscopio de fluorescencia; en el caso de observar la estructura interna se ha empleado
principalmente el microscopio electronico de transmision y para realizar la observacion
topologica de la célula se emplea el microscopio de barrido (Ledn, 2012). Sin embargo, en
la actualidad se pueden realizar analisis de espectrometria de dichas células empleando
nuevas herramientas microscopicas, como el microscopio de fuerza atomica MFA/AFM

(Ortega et al. 2014).

Por otra parte, los resultados obtenidos del analisis que se realizé mediante MFA mostraron
que la morfologia de los trofozoitos de E. histolytica control (cultivo axénico in vitro) y
trofozoitos obtenidos de un cultivo en presencia de las bacteriocinas (sinergia de L. casei
+ L. plantarum), presentan modificaciones en cuanto a la rugosidad de la membrana
celular, altura, ancho y longitud del trofozoito, los valores de cada uno de los pardmetros
analizados se observan en la Tabla 2 y Figura 25 tienen diferente tamafio y altura con
respecto a células cultivadas en tratamiento. Un aspecto importante que se observo es que
el tratamiento con bacteriocinas induce mayor rugosidad, mayor altura, con respecto al
trofozoito control, pero presentan menor ancho y menor longitud con respecto al aspecto
del trofozoito control (Figura 25), la imagen en 3D que se obtuvo de ambos trofozoitos
(control y tratamiento) se observan en la Figura 26a y b, el trofozoito cultivado en la
presencia de la sinergia de bacteriocinas perdio su aspecto pleomorfico, adquiriendo un
aspecto redondeado, aspecto tipico de células en mal estado y que en los cultivos tienden a

hacerse esféricos ( Figura 26b) y a desprenderse, los cual nos indica alteracion a nivel de
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citoesqueleto y probablemente a nivel de sintesis de proteinas por parte de los ribosomas
citoplasmicos, y que probablemente la alteracion en la sintesis de proteinas afecte la sintesis
de la actina-F o actina-G y otras proteinas involucradas en el desplazamiento celular, es
decir son células incapaces para adherirse a la base, formar pseudopodos, adherirse a la
superficie, asi como realizar procesos de micropinocitosis posiblemente debido a la
incapacidad de poder producir las proteinas de la familia ARP (Proteinas Relacionadas a
la Actina) cuyo peso molecular oscila de 16 a 44 kDa (Manich et al. 2018), en las proteinas
obtenidas del trofozoito control se observan gran cantidad de bandas de proteinas en este
rango, sin embargo en las proteinas obtenidas del trofozoito cultivado en presencia de
bacteriocinas (sinergia de L. casei y L. plantarum) se observan muy escasas bandas de
proteinas, llegando a no observar bandas menores a 31 kDa y escasas bandas en el rango
de 35 a 45 kDa (Figura 28); entre otras proteinas que pueden sufrir alteraciones pueden ser
las cistein proteasas (proteinas encargadas del proceso de lisis a nivel de
membrana)tratados o la adhesina proteina de 112 kDa, y este bandeo también se ve alterado

en los trofozoitos.

Con respecto a la relacidon citoesqueleteo-probiodticos, existen diversos reportes en los
cuales mencionan el incremento en la estabilidad de las uniones celulares debido a que los
probiodticos incrementan la expresion de las proteinas componentes de las uniones
celulares, tales como la Claudina-1, ocluidinas, zonula-ocludens 1 (ZO-1) y moléculas de
adhesion (JAM-1) (Karczewski et al. 2010; Mennigen et al. 2009; Yang et al. 2015 and
Zyrek et al. 2007. Otro estudio ha demostrado que el sobrenadante libre de células
(postbidticos) de Bifidobacterium lactis (420) incrementa la integridad de las unions
estrechas de las células de epitelio intestinal y las proteje contra E. coli enterohemorragica
(EHEC) 0157:H7 y de sus derivados celulares (Putaala et al. 2008). Por otra parte, también
se han estudiado proteinas secretadas por LGG las cuales han demostrado proteccion a
células de epitelio intestinal por dafio inducido por H20: por la via de las quinasas (Seth et
al. 2008). En otro reporte indicant que células de CaCo-2 pretratadas con una monocapa
de L. plantarum atenuada con esters de forbol induce dislocasion del ZO-1 y de las

ocluidinas de las uniones intercelulares (Karczewski et al. 2010).
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Existe un estudio reciente que involucra Microscopia Electronica, de Fuerza Atdémica y
Confocal donde compararon el proceso de adhesion de E. histolytica y E. dispar a
fibronectina. Los resultados mostraron que la adhesion de E. histolytica a fibronectina
involucra una reorganizacion de la red de actina que resulta en el contacto y degradacion
focal de matriz celular de la fibronectina. En contraste con E. dispar que no mostrd estas
regiones de adhesion focal. Ademas el analisis de MFA mostr6 diferencias en el sitio de
contacto de ambas amibas con el sustrato. Estos resultados mostraron que existen
diferencias entre los procesos de adhesion de ambas especies, lo cual es relevante para el

entendimiento del caracter invasivo de E. histolytica (Talamas et al. 2015).

De acuerdo a los resultados obtenidos, seria de interés identificar cuales bacteriocinas estan
involucradas en la alteracion de las sintesis de proteinas en los trofozoitos tratados con la
sinergia de bacteriocinas de L. casei y L. plantarum, ya que la alteracion que se induce en
ellas representa dafios que involucran la viabilidad del trofozoito control, ya que al no
producir la adhesina ya no tendrd la capacidad para adherirse a las células del epitelio
intestinal y provocar la lisis del tejido y por consiguiente se podria alterar o frenar

capacidad para invadir otros tejidos del huésped.

Los resultados presentados en este trabajo, nos permiten considerar el uso de bacteriocinas
como una alternativa terapéutica contra la amibiasis y asi mismo, disminuir el consumo de
metronidazol y derivados imidazoélicos, los cual genera efectos secundarios indeseables en

los pacientes.
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10. CONCLUSIONES

Los postbidticos derivados de L. casei y L. plantarum presentan actividad
inhibitoria sobre el cultivo axénico in vitro de Entamoeba histolytica HM1-

IMSS.

La sinergia de las bacteriocinas obtenidas de L. casei y L. plantarum a una
concentracion de 1 mg/mL presentan actividad inhibitoria sobre el cultivo

axénico in vitro de Entamoeba histolytica HM1-IMSS.

El disefio de capsulas por goteo de alginato de sodio [2%] y gelificacion en
cloruro de calcio conteniendo la sinergia de bacteriocinas de L. casei +

L. plantarum permite su liberacion a pH=7.

El lantibidtico nisina presentd actividad antiamibiana significativa, evaluado

tanto directamente sobre el cultivo o bien encapsulado.
La microscopia de fuerza atomica es una herramienta eficiente que aporta

valiosa informacién acerca de las alteraciones celulares que son provocadas

por las bacteriocinas sobre el trofozoito de E. histolytica HM1-IMSS.
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11. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se recomienda continuar

con estudios que traten sobre los siguientes topicos.

e Como el tratamiento con las sinergias de bacteriocinas resultdé con mayores
porcentajes de inhibicion, es recomendable seguir el anélisis de 1la mezcla de las
bacteriocinas para obtener una mejor caracterizacion bioquimica de éstas.

e Es importante conocer que actividad bioldgica presentan en los trofozoitos las
proteinas inhibidas debido a la sinergia de las bacteriocinas de L. casei +
L. plantarum.

e Se recomienda evaluar la sinergia de las bacteriocinas de L. casei + L. plantarum
en el proceso de enquistamiento de E. histolytica HM1-IMSS.

e Se recomienda conocer la secuencia de las bacteriocinas responsables de la
actividad antiamibiana, y por medio de ingenieria molecular clonarlas en un
modelo biologico para obtener la mayor cantidad posible de dichas bacteriocinas.

e Desarrollar métodos de encapsulamiento de bacteriocinas que permitan ser
dosificadas al grupo objetivo.

e Evaluar el uso potencial de las bacteriocinas encapsuladas en el campo de la
veterinaria.

e Por otra parte, se recomienda hacer una blisqueda de potencial antiamibiano de
posibles postbidticos de bacterias acido lacticas de cepas de probidticos de

México.
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