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1. RESUMEN

Este estudio se centra en la identificacion y evaluacidon exhaustiva de los B-
glucanos producidos por la mutante BMA2 de Ustilago maydis, con el objetivo
de comprender aspectos funcionales. Los B-glucanos son homopolisacaridos de
glucosa, producidos mediante fermentacién por la mutante BMA2 (FB2A
rim101) de U. maydis. Se determind que el rendimiento de B-glucano aumenta
durante la fase de crecimiento exponencial, alcanzando hasta 16.12 g/L a las 36
h de cultivo. Se evaluaron diferentes métodos de extraccion, sin diferencias
significativas en el rendimiento, pero con variaciones en sus perfiles espectrales
obtenidos mediante FT.IR. En el analisis de expresion génica, se identificaron
572 genes diferencialmente expresados entre la cepa BMA2 y FB2. Entre los
genes regulados positivamente, se encontraron principalmente asociados a
membrana celular, transporte y al metabolismo de carbohidratos. En las células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), la concentracion que reduce a
la mitad la viabilidad celular (CCsp) fue 291.76 pg/mL, indicando que el B-
glucano tiene un efecto moderado sobre la viabilidad celular, con un efecto
dependiente de la concentracion. Ademas, al evaluar el impacto sobre especies
reactivas de oxigeno (ROS), se observo una disminucion en la produccién de
ROS conforme se aumenta la concentracion de p-glucano, sugiriendo
propiedades antioxidantes. Al investigar el efecto del glucano sobre la
produccion de citoquinas proinflamatorias, se determind un aumento leve en
niveles de los niveles de IL-17B e IFN- v, sugiriendo un potencial efecto
inmunomodulador. Estos resultados generan una comprension mas profunda de
los B-glucanos producidos por la mutante BMAZ2, permitiendo abrir nuevas

perspectivas en su aplicacion.
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2. ABSTRACT

This study focuses on the identification and comprehensive evaluation of f-
glucans produced by the BMA2 mutant of Ustilago maydis, with the aim of
understanding functional aspects. B-glucans are glucose homopolysaccharides,
produced by fermentation for the BMA2 mutant (FB2A rim101) of U. maydis. It
was determined that B-glucan yield increases during the exponential growth
phase, reaching up to 16.12 g/L after 36 h of culture. Different extraction methods
were evaluated, showing no significant differences in yield, but with variations
in their FT-IR spectral profiles. In the gene expression analysis, 572 differentially
expressed genes were identified between the BMA2 and FB2 strains. Among the
upregulated genes, those mainly associated with cell membrane, transport, and
carbohydrate metabolism were found. In human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC), the concentration to reduce cell viability by 50% (CCso) was 291.76
ug/mL, indicating that $-glucan has a moderate effect on cell viability, with a
concentration-dependent effect. Furthermore, when assessing the impact on
reactive oxygen species (ROS), a reduction in ROS production was observed as
the B-glucan concentration increased, suggesting antioxidant properties. When
investigating the effect of glucan on the production of proinflammatory
cytokines, a slight increase in the levels of IL-17B and IFN-y was determined,
suggesting a potential immunomodulatory effect. These results provide a deeper
understanding of the B-glucans produced by the BMA2 mutant, opening new
perspectives in its application.

15



3. INTRODUCCION

Los B-glucanos son polisacaridos compuestos por unidades de glucosa mediante
enlaces B-glucosidicos, y son producidos por una variedad de organismos,
incluyendo bacterias, hongos, plantas y algas. Estos polisacéridos tienen una
amplia variedad estructural, presentandose en formas lineales o ramificados,
ademas que varian ampliamente en su peso molecular. Existen diferentes
propiedades que se les atribuyen a los [-glucanos, como actividad
anticancerigena, antioxidante e inmunoestimulante, entre otras, muchas de las
cuales esta siendo objeto de estudio continuo (Ahmad et al., 2012; Kaur et al.,
2019; Zhu et al., 2016).

Actualmente, existen multiples reportes de caracterizaciones de diversos B-
glucanos, en su mayoria de los provenientes en cereales y hongos. Se sabe, por
ejemplo, que la mutante BMA2 de Ustilago maydis tiene un aumento en la
produccion de un polisacarido reportado como un B-glucano (Fonseca-Garcia et
al., 2011). Ademas de ello cuenta con un rendimiento competitivo a comparacion
de otros organismos que también se han utilizado para producir B-glucanos, en
algunos casos de una forma comercial (Sanchez-Castillo, 2023). Los hongos
pueden ser una fuente importante para obtencion de biomoléculas, ya que muchas
de ellas se encuentran en su pared celular y suelen estar reguladas por diferentes
factores, entre ellos cambios en condiciones de estrés relacionadas al pH, fuentes
de carbono o por estimulacion con sustancias quimicas (Tada et al., 2008; Wang
et al., 2020).

Es esencial comprender las propiedades de los B-glucanos por sus mdaltiples
aplicaciones. Por lo cual el objetivo de esta investigacion es caracterizar de
manera integral los f-glucanos producidos por la mutante BMA2 de Ustilago
maydis, con el fin de conocer sus propiedades funcionales. Para lograrlo, se
evalud la produccion de B-glucanos en condiciones previamente optimizadas
(Sanchez-Castillo, 2023), se compararon diferentes métodos de extraccion de -
glucanos, y se llevé a cabo su identificacion por Espectroscopia de Infrarrojo.

Ademas, se realizaron ensayos de citotoxicidad en la linea de células endoteliales
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de vena umbilical humana (HUVEC) y determinacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Como parte del estudio, adicionalmente se realizo el analisis de
la expresion génica durante la produccion de B-glucanos, examinando los datos
de un microarreglo de la cepa mutante y la cepa silvestre para identificar y

enriquecer la ruta de biosintesis de los f-glucanos (Franco-Frias, 2014).

17



4. ANTECEDENTES

4.1 ;Qué son los - glucanos?

Los B-glucanos son polisacaridos que pueden ser producidos por una gran gama
de organismos: hongos, bacterias, plantas, algas e incluso arqueas. Ademas, se
utilizan en gran medida tanto en industrias alimentarias como en la farmaceutica,
por mencionar algunas; poseen una excelente lista de propiedades y versatilidad
para su uso (Cerletti et al., 2021; Zhu et al., 2016). Los B-glucanos estan
integrados por monomeros de glucosa, los cuales pueden variar en su tamafio.
Dentro de los enlaces quimicos que integran sus posibles conformaciones, se
dividen en dos categorias principalmente, ramificados y lineales. Los 3-glucanos
a su vez se pueden diferenciar por el tipo de enlace que integra cada unidad de
glucosa, algunos con enlace B-(1—3) y algunos otros con B-(1—4) o B-(1—06),
lo que resulta en diferentes propiedades (se abordarda mas adelante) (Caruso et
al., 2022).

4.2 Estructura y propiedades fisicoquimicas

Diferentes -glucanos han sido caracterizados en cuanto a su estructura quimica;
ejemplos de los mas estudiados son el lentinano, el curdlan, el esquizofilano y el
paramylon. Se pueden clasificar en dos tipos: B-glucanos lineales y -glucanos
ramificados (Figura 1). Por lo tanto, se argumenta que, aunque todos los -
glucanos son similares en el tipo de enlace glicosidico que conecta las moléculas
de glucosa, la conformacidn estructural de los B-glucanos difiere en la longitud
de la cadena, la posicién de los enlaces glicosidicos, el grado de ramificacion y

la estructura tridimensional (Cerletti et al., 2021).

o,

OH
o. }t—o o. T, f‘ Ej%
A M N b1

OH OH _/p /%%‘ET\/%V&KA/ %

Figura 1. Estructura del lentinano y paramylon. A) Estructura del paramylon un B- (1—3) lineal
aislado de Euglena gracilix. B) Estructura del lentinano un - (1 — 3) -D - glucano ramificado
mediante enlaces -(1—6) aislado de Lentinus edodes (Gan et al. 2020; Zhang et al. 2011).
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Las diversas formas estructurales de los B-glucanos determinan las propiedades
fisicas que presentan lo cual es aprovechado por diversas industrias. A
continuacién, se presentan algunas de las propiedades fisicas méas estudiadas
hasta la actualidad (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de 3-glucanos producidos por diversas especies.

Fuente (especie) Nombre y tipo Peso moleculary Solubilidad Ramificaciones Referencia
de enlace método de
determinacion
Agrobacterium Curdlan 160 kDa Insoluble - (Shih et al.,
sp. B-(1-3) Cromatografia de 2009)
permeacion en gel
(GPC)
Aureobasidium B-(1-3) 100 kDA Insoluble Si, B-(1—6) (Tada et al.,
pollulas 2008)
Auricularia 1,3-B-glucano, 1.20x 10 ® Da - - (Song & Du,
polytricha 1,4-a-glucano 'y  Cromatografia de 2012)
1,3-a-glucano filtracion en gel
Botryosphaeria Botryosphaeran 4850 kDa Escasamente Si, B-(1—6) (Selbmann et
rhodina B-(1-3) soluble al., 2003)
Eisenia bicyclis Laminaria 12.6 kDa Algunas (Kim & Park,
B-(1-3)y 1,6 Cromatografia de ramificadas 2006).
filtracion en gel
Euglena gracilix ~ Paramylon 500 kDa Insoluble Lineal (Bhattad et
B-(1—3) al., 2021)
Ganoderma Gl-1 9.3 kDa Insoluble Lineal (Han et al,
lucidum B-(1-3) Cromatografia en 2008)
columna
Lentinula edodes  Lentinano 500 kDa Soluble Si, B-(1—3) y 1,  (Mohd-Jamil
B-(1—>3) (LCMS-QTOF) 6 etal., 2013)
Schizopohyllum Esquizofilano 37 x 10*g/mol Soluble Si (Mohammadi
commune B-(1-3)y 1,6 Cromatografia en etal., 2018)

columna en gel

4.2.1 Longitud de cadenay peso molecular

Los B-glucanos son polisacaridos que pueden variar significativamente en cuanto

a su peso molecular, lo cual esta estrechamente relacionado con la longitud de

cadena de glucosa. Diversas investigaciones se han enfocado a determinar el peso

molecular, lo cual es una forma de extrapolar a las unidades de glucosa, por lo

general tienen un rango que se encuentra desde los 10 Daltons (Da) hasta >1100
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kiloDaltons (kDa) (Abd-EI-Ghany et al., 2016; Karficsonyi & Kuniak, 1994). Lo

cual nos refleja amplias diferencias entre ellas.

Aunque los métodos para determinar el peso molecular en las moléculas de -
glucano han sido variados, la mayoria son cromatografia de permeacion en gel,
cromatografia de filtracién en gel y cromatografia de exclusion por tamafio de
alta resolucion (Song & Du, 2010; Song & Du, 2012; Shih et al., 2009).

Ademas, se sabe que el peso molecular puede ser influido por diversos factores,
entre ellos, los métodos de extraccion utilizados. Esto se debe a que las cadenas
de los B-glucanos pueden alterarse, disminuyendo la cantidad de unidades de
glucosa. Como sefiala lzydorczyk y colaboradores (2000), se realizan
constantemente investigaciones para analizarlas. En sus investigaciones, la
introduccién de enzimas (proteasa y esterasa) durante la extraccion y/o la
aplicacion de tratamientos fisicos demostraron aumentar la extractabilidad y

mejorar sustancialmente en su peso molecular.

Por lo cual, al evaluar y comparar valores de peso molecular, todos estos factores
se deben tomar en cuenta. Sin embargo, como sefial6 Vetter (2023) en su revision
sobre el estudio de B-glucanos, el efecto bioldgico de los glucanos con mayor
peso molecular suele ser mayor. Ademas de que se ha observado que existen
diferencias significativas en la solubilidad de los B-glucanos segun el método de

extraccion utilizado (Liu et al., 2021).
4.2.2 Puntos de ramificacion

La mayoria de los B-glucanos tienen una cadena base que contiene unidades de
glucosa unidos mediante enlaces B-(1—3), sin embargo, también existen con
enlaces B-(1—4) y B-(1—6). Es esencial comprender la estructura de los -
glucanos, ya que esta caracteristica afecta directamente en su actividad

inmunomoduladora (Pérez-Bassart et al., 2023).

Las ramificaciones de los B-glucanos suelen estar presenten mediante enlaces de
tipo B-(1—6) que contienen cadenas laterales unidas a la cadena base. Se tienen

reportes de B-glucanos que cuentan con este tipo de ramificaciones, un ejemplo
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muy conocido es botrysphaeran que es producido por Botryosphaeria rhodina el
cual se ha observado que contiene ramificaciones mediante enlaces -(1—6), no
obstante, algunas de las cepas también producen B-glucano de tipo lineal (Giese
et al., 2008). Otros ejemplos de B-glucano con ramificaciones en el B-(1—6) es
Aureobasidium pollulas y Auricularia polytricha (Song & Du, 2010; Tada et al.,
2008).

También existen reportes de polisacaridos compuestos por glucosa unidas por
enlaces f-(1—6) con ramificaciones f-(1—4) producidos por Calocybe gambosa
que ademas se ha demostrado que exhiben una conformacidn helicoidal de triple
hebra (Villares, 2013).

En resumen, la presencia y ubicacién de los puntos de ramificacion son
caracteristicas cruciales que influyen en su actividad bioldgica y sus propiedades
funcionales, como se mencionara mas adelante. Por lo tanto, es esencial
comprender la estructura molecular de los B-glucanos que se deseen estudiar,

para asi explorar su potencial biolégico y sus aplicaciones.
4.2.3 Conformacion estructural

Los B-glucanos pueden exhibir diferentes conformaciones estructurales, entre
ellas espirales aleatorias, formas similares a varilla, agregados y hélices simples,
dobles y triples, como se ha revisado anteriormente (Du et al., 2020; Guo et al.,
2021; Guo et al., 2023; Kaur et al., 2020).
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Figura 2. Conformaciones estructurales de diferentes polisacéridos. Obtenida de Du et al., 2020.

Desde la década de 1970 se estudian las conformaciones de los 3-glucanos, Saitd
y colaboradores (1979) examinaron la estructura de los lentinano y esquizofilano
(B-glucanos ramificados) utilizando espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de 13C. Y encontraron que estos B-glucanos presentan una mayor
reticulacion en comparacion con los lineales, la reticulacion se da los polimeros
cuando sus cadenas tridimensionales se unen y forman una red. La transicion de
gel con hidroxido de sodio condujo a la conversion de formas helicoidales a
espirales aleatorias, rompiendo los enlaces cruzados fisicos. También hay
numerosos informes que respaldan la existencia de diferentes conformaciones
moleculares en los B-glucanos (Falch et al., 2000; Li et al., 2006; Li et al., 2014;
Xu et al., 2013; Zhang et al., 2018; Zheng et al., 2017).

Hay transiciones segun el medio en que se disuelva, uno de ellos estudiando el
B-(1 — 3)-d-glucano con ramificaciones B-(1 — 6) de Aurebasidium pollulans
se descubri6 que forma una triple hélice en agua y una estructura aleatoria en
DMSO. Esta transicion es reversible en mezclas DMSO con mas del 30% de
H-0O, ademés de que comprobaron que la frecuencia de la cadena lateral f-(1 —

6) impacta la estabilidad y estructura de los -glucanos (Kono et al., 2020).
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Asimismo, se ha destacado la importancia de determinar la conformacion
molecular en los polimeros, en el estudio realizado por Zang y colaboradores
(2005) revela que el lentinano de Lentinus edodes adopta una estructura de triple
hélice en soluciones acuosas de NaCl, lo cual encontraron que se correlaciono
significativamente con el aumento de su actividad antitumoral probado in vivo e
in vitro. De manera similar Hematian-Sourki y Hesarinejad (2023) evaluaron las
propiedades de soluciones diluidas de B-glucano de cebada (BBG) en presencia
de varios factores, incluyendo temperatura, pH, sales solubles y sacarosa. Se
descubrio que la estructura de BBG permanece estable en soluciones diluidas y
se ajusta aproximadamente a una conformacién de espiral aleatoria. Los
resultados muestran que el BBG tiene un alto grado de flexibilidad en diversas
condiciones ambientales, lo que lo convierte en un espesante natural adecuado

para alimentos liquidos.

4.2.4 Solubilidad

El término solubilidad se utiliza para expresar cuando una sustancia tiene la
capacidad para disolverse en otra, a menudo llamada disolvente. El -glucano
puede ser soluble o insoluble en agua. Los estudios muestran que la solubilidad
del B-glucano esté significativamente relacionada con la longitud de la cadena de

glucosa y el nimero de ramas en la estructura molecular.

Estudios anteriores informaron que el f-glucano de avena con un peso molecular
entre 2.42 x 10° g/mol y 1.61 x 10° g/mol tiene la mayor solubilidad en agua, a
comparacién de los B-glucano con alto peso molecular (6.87 x10° g/mol) (Kim y
White, 2011). Los B-glucanos con cadenas mas largas y ramificadas tienden a ser
menos solubles en agua porque estas propiedades hacen que las moléculas se
peguen en una estructura mas compacta y les resulte mas dificil entrar en contacto
con el agua. Estas ramas interfieren con la formacion de enlaces de hidrégeno
entre las moléculas de agua el B-glucano, reduciendo asi la solubilidad de la

molécula.

Ademas, se ha reportado que la modificacion quimica del B-glucano, por

ejemplo, la sulfatacién, la cual combina grupos idnicos fragmentando el -
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glucano provoca una disminucion del peso molecular de 130.000 a 68.000 g/mol

y un aumento de la solubilidad (Chang et al., 2006).
4.3 Propiedades biotecnologicas de los p-glucanos

Los B-glucanos han demostrado ser importantes biotecnoldégicamente tanto por
sus propiedades fisicoquimicas como por sus propiedades biologicas, las cuales
han sido documentadas a lo largo del tiempo (Tabla 2). Esto ha dado lugar a
muchas aplicaciones diferentes en industrias como la alimentaria y la
farmaceéutica. Dentro de la industria alimentaria, en particular, se aprovechan sus
propiedades gelificantes, utilizandolos como hidrocoloides, para aumentar la
viscosidad de soluciones o gelificante en procesos alimentarios (Izydorczyk &
Dexter, 2008).

Tabla 2. Propiedades funcionales de los B-glucanos segln su origen.

Origen Tipo de B-glucano Propiedades funcionales Referencia

Hongos Cadena principal B-(1-3) con Actividades anticancerigenas e  Vannucci etal., 2017
ramificaciones en el §-(1—6) (otrosenel f-  inmunoestimulantes, — material
(1—4)) gelificante, principalmente
Algunos lineales*

Cereales Lineales con la cadena unida mediante B-  Reductor de niveles de glucosay Lazaridou &
(1-3/4) colesterol en sangre, prevencion  Biliaderis, 2007

de enfermedades coronarias y

diabetes.
Bacteria Lineales con la cadena unida mediante B-  Actividad antimicrobiana,  Abd-El-Ghany et al.
(1-3) antioxidante, material  2016; Shih et al,

gelificante 'y vehiculo de 2009

farmacos.

En cuanto a lo relacionado con la medicina se conoce una amplia gama de
beneficios por parte de los B-glucanos, posee principalmente propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas. Diversos estudios han
mostrado como al evaluar los efectos de la suplementacion con B-glucano tiene
efectos positivos en la salud (Basso et al., 2020; Fuller et al., 2017; Jang et al.,
2023; Jenny et al., 2014; Majtan & Jesenak, 2018; Novak & Vetvicka, 2009;

Richter et al., 2015). En el mercado ya se encuentran disponibles productos a
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base de B-glucanos como por ejemplo el producto alimenticio Yestimun®, que
es un PB-glucano ramificado B-> 1,3/ 1,6 obtenido de la pared celular de

Saccharomyces cerevisiae (Stier et al., 2014).

En estudios como el de Junior y colaboradores (2024) se ha informado el uso
exitoso de BionutriAR1®, mostrando mejoras significativas en el estado
nutricional de los pacientes durante tratamientos. Este nutracéutico fermentado,
rico en B-glucanos con enlaces $-> 1,3/ 1,6, aminoacidos, vitaminas y minerales
se presenta como una prometedora opcion de suplemento. Por otro lado, se
destaca la importancia de profundizar en el mecanismo de accion de los B-
glucanos, asi como realizar ensayos que aborden la seguridad del consumo de

estos productos, segun lo sefialado por Markovina y colaboradores (2020).

4.3.1 Efectos de B-glucanos en la produccion de citocinas, reduccion de ROS

y citotoxicidad

Los pB-glucanos proporcionan efectos biologicos variados como se ha
mencionado antes. Esto debido a que son capaces de activar la inmunidad innata,
por medio de receptores especificos de B-glucano (Batbayar et al., 2012). Dentro
de los efectos bioldgicos mas estudiados se encuentra la produccion de citocinas,
las cuales son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos
tipos celulares y mediadores criticos de la comunicacion del sistema

inmunoldgico (O'Shea et al., 2019).

Se ha descrito que el B-glucano de S. cerevisiae es un antioxidante en células
RAW264.7, aumentando la regulacion negativa de la hemooxigensa intracelular,
la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa (Yu et al., 2021).
Se ha determinado en multiples estudios la capacidad significativa de eliminacion
de radicales libres por parte de los B-glucanos (Khan et al., 2016; Khan et al.,
2017; Reyes-Becerril et al., 2020).

A menudo se busca que moléculas como los B-glucanos sean seguros de
administrar, para lo cual en muchas ocasiones se realizan ensayos de viabilidad

celular y citotoxicidad. Por ejemplos, el B-glucano de S. cerevisiae en células
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CHO-k1 y CHO-xrs5 demostrd que no tiene un efecto genotoxico, ni antigénico;
en las pruebas de viabilidad celular se determind que el glucano preserva la
viabilidad celular (Oliveira et al., 2007).

Los B-glucanos también tienen un papel importante en la inhibicién de la
proliferacion tumoral. El B-glucano de avena (de bajo peso molecular) en dos
lineas celulares de cancer de pulmén (A549 y H69AR) causo una ligera
disminucion en la viabilidad celular (~80%), mientras que en células HaCaT
normales no demostro efecto citotoxico (Choromanska et al., 2018). Un -
glucano de avena de baja masa molecular afecto la autofagia y la apoptosis en las
primeras etapas de la carcinogénesis colorrectal inducida en ratas (Kopiasz et al.,
2024). Es asi como se ha reportado actividad anticancerigena para diferentes
tipos de cancer y ninguna toxicidad al menos para queratinocitos humanos
normales; la mayoria de los estudios se basan en ensayos MTT que se usa para
medir la actividad metabdlica celular como indicador de viabilidad, proliferacion

y citotoxicidad celular (Choromanska et al., 2015).
4.4 Produccion de p-glucanos

Desde la década de 1940 se inici6 con los estudios acerca de los f-glucanos. Las
primeras producciones comerciales se llevaron a cabo a partir del cultivo de
hongos, bacterias, levaduras y plantas. Muchos de estos productos estan
patentados en sus procesos de fabricacion (ver Tabla 3), mientras que otros
ejemplos se encuentran documentados solo en articulos de investigacion (Qu et
al., 2021; Tekin-Cakmak et al., 2024; Ungureanu-Iuga y Avramia, 2024; Wan y
Xu, 2018). Cabe destacar que actualmente el interés por este tipo de biomoléculas
estd aumentando, lo que lleva a que se busquen mejores rendimientos en su

produccidn, asi como procesos optimizados para la extraccion y su purificacion.
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Tabla 3. Patentes de B-Glucanos: origen, produccion, purificacion y procesamiento.

B-glucano Organismo Patente

Curdlan Agrobacterium spp. EH i etal., 2012.
Lentinano Lentinus edodes Wieser et al., 2016.
Schizphylano Schizophyllum commune Velebny et al., 2008.
Gl-1 Ganoderma lucidum gk (4:0i et al., 2020.
Paramylon Euglena gracilix Ruppel et al., 2000.

Existen diversas bacterias que se han considerado productoras de -glucanos, una
de las méas estudiadas es Agrobacterium spp. la cual produce curdlan, un f-
glucano con enlace en su cadena principal B-(1—3) (Li et al., 2023; Shih et al.,
2009). En términos del método de produccién mas prevalente, se emplea
fermentacion sumergida, logrando rendimientos de hasta 5.02 g/L, destacando
que la relevancia de esta produccion tiende a ocurrir en condiciones de
limitaciones de oxigeno (Aquinas et al., 2022; Shih et al., 2009). Otra especie
que también produce un B-glucano de tipo p-(1—3) es Pediococcus parvulus, el
cual tiene una estructura de hélice y su produccion se da a un pH éptimo de 6
(AbdEI-Ghany et al., 2016). La mayoria de las bacterias que producen glucanos
son con enlaces de tipo B, sin embargo, especies como Rhizobium punsense,
produce una combinacion de glucanos con enlaces B-(1—3) y a-(1—3) los cuales

son de alto peso molecular (~750 kDa) (Zhang et al., 2022).

Los B-glucanos producidos por hongos tienen una marcada predominancia, ya
gue se encuentran en abundancia en la pared celular. Ademaés de las numerosas
especies mencionadas, se destacan Candida albicans, Eisenia bicyclis,
Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Schizopohyllum commune, entre otras (Vetter, 2023). Algunos de ellos son
producidos mediante fermentador de tanque agitado y air-lift, como el caso de G.
lucidum con rendimientos de ~4 g/L a un pH 6ptimo de 4.5 (Han et al., 2008).
En otros casos, se emplea el cultivo sumergido o en estado s6lido, con ocurre en
la fermentacion de S. commune con rendimientos de 9.97 g/L (Mohammadi et
al., 2018).
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Los medios de cultivo utilizados para las fermentaciones varian sustancialmente
en el pH del medio, lo cual puede influir en los rendimientos. La suplementacion
con ciertos compuestos puede aumentar la produccion de -glucanos en algunas
especies. Por ejemplo, en la fermentacion de A. pollulas, cuando al medio se le
agrego sulfato de zinc se dio la produccién maxima (Tada et al., 2008; Wang et
al., 2020).

Por otro lado, se ha intentado producir B-glucano de forma sostenible a partir de
residuos industriales. Bzducha-Wrobel y colaboradores (2015) informaron que
el agua de jugo de papa desproteinado (DPJW) junto con glicerol promovieron
la biosintesis de B-glucano de pared celular en Candida utilis ATCC 9950,
observando un aumento de B-glucanos (aproximadamente del 44- 45%).
Asimismo, existen revisiones que investigan como se pueden aprovechar los

residuos para producir B-glucanos de manera sostenible (Murphy et al., 2023).
4.4.1 Produccion de B-glucanos en Ustilago maydis

Se tienen registros de una larga lista de hongos utilizados en la produccion de -
glucanos, que varian principalmente en el rendimiento del biopolimero (Han et
al., 2008; Kim & Park, 2006; Smiderle et al., 2006; Tada et al., 2008). U. maydis
es un hongo biotréfico y dimorfico que pertenece a los Basidiomycota, algo
destacable es su dimorfismo de transicion de levadura a filamento durante su
ciclo de vida o debido a cambios en las condiciones de laboratorio como el
contenido del medio y el pH (Olicon-Hernandez et al., 2019). Ha sido modelo de
diversas investigaciones biotecnoldgicas debido a sus caracteristicas particulares

y su capacidad para producir metabolitos de interés.

Desde hace algunos afios se reportd la cepa BMA2 de U. maydis, con una
mutacion nula del gen rim101 presentaba un fenotipo anormal en varios sentidos,
por ejemplo, en la morfologia celular, en la secrecion de proteinas,
hipersensibilidad a algunos iones y al incremento en la secrecion de polisacéridos
(Aréchiga-Carvajal & Ruiz-Herrera, 2005). Posteriormente, se descubrid que el
polisacarido que es secretado por la cepa BMA2 de U. maydis es un B-glucano
(Fonseca-Garcia et al., 2011).
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En el grupo de trabajo recientemente se buscé optimizar la produccion del
biopolimero, reportando producciones de 16 mg/mL cuando se modifico la
fuente de nitrégeno a urea y la fuente de carbono a dextrosa a un pH6 (Sanchez-
Castillo, 2023). Comparado con otras fuentes de B-glucano, se cuenta con

rendimientos competitivos (Mohammadi et al., 2018).

En este contexto, el estudio de la produccion de B-glucanos en U. maydis
adquiere relevancia, ademas se abre la puerta a aplicaciones innovadoras en
diversos campos, desde la medicina hasta la industria. Por lo tanto, la evaluacion
continua de la produccién de B-glucanos en U. maydis representa un paso crucial

hacia el aprovechamiento maximo de su potencial biotecnoldgico.
4.6 Métodos de extraccion de B-glucanos

Existen diversos métodos de extraccion de B-glucanos, entre los mas utilizados
son la extraccion con agua caliente, extraccion con hidroxido de sodio y
extraccion con acido. Exhibiendo ventajas segun el método utilizado, como
mayor rendimiento de polisacaridos, tiempos mas cortos, entre otras (Ver Tabla
4) (Tang y Huang, 2022).

Tabla 4. Comparacion de ventajas y desventajas del método de extraccion Unica (adaptado de
Wang et al., 2023).

Método Ventaja Desventaja

Extraccibnconagua Simple y conveniente, no necesita otros Féacil de verse afectado por el tiempo de
caliente (HWE) equipos auxiliares, materiales faciles de extraccion, la temperaturay la proporcion de
transportar, etc. agua a materias primas.

El tiempo de extraccion es largo y requiere
muchas veces, y la precipitacion del
polisacarido crudo requiere una gran
cantidad de etanol (4 a 10 veces).

Solo puede extraer polisacéridos
extracelulares, no puede destruir la pared
celular de la planta ni la membrana
plasmatica.

Baja tasa de extraccion: a alta temperatura, el

polisacérido se degrada facilmente, lo que
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Método de
extraccion asistida

por enzimas (EAM)

Extraccion asistida
por microondas
(MAE)

Extraccion asistida
por ultrasonidos
(EAV)

Las enzimas se caracterizan por su
especificidad y selectividad.

Alta eficiencia de extraccion, separacion y
purificacion simples, mayor actividad de
polisacérido, alta compatibilidad de reaccion y
condiciones de reaccion suaves.

Facil de operar, proteccion ambiental
ecolégica, reduce el uso de reactivos quimicos,
propicio para la utilizacion de recursos y
mejora ambiental, bajo costo de inversion y
consumo de energia.

Tiene las caracteristicas de alta permeabilidad
y selectividad, menos tiempo, pequefa
demanda de solvente y bajo consumo de
energia.
Econémico y factible, ahorra tiempo,
proteccion del medio ambiente.

Mejora la permeabilidad y el efecto capilar.

El tiempo de extraccion de los polisacaridos se
puede acortar significativamente con menos
impurezas, lo que significa los pasos
posteriores al procesamiento.

Se producird un efecto de calor en el
procesamiento en el ultrasonido, aumentando

la solubilidad de los ingredientes activos.

resulta en una eficiencia de extraccion
deficiente.

El alto precio de la enzima limita su
aplicacion a gran escala.

Varios factores, como la concentracion de
enzimas, la temperatura de extraccion y el
valor del pH, también afectan la funcion

bioldgica de los polisacaridos.

El consumo de energia es grande, la potencia
del microondas es ligeramente mayor y es
facil producir carbonizacion y destruir la

estructura de los polisacéridos.

La estructura y el peso molecular de los
polisacéridos se vieron afectados, lo que

provocd un cambio en la actividad bioldgica.

Con el auge de las investigaciones de B-glucanos se han propuesto métodos de

extraccion mas avanzados, como la extraccion asistida por ultrasonido,

extraccion enzimatica, extracciéon con membranas de ultrafiltracion, microondas,

etcétera.

Se ha buscado optimizar las metodologias de extraccion de polisacaridos con el

fin de mejorar rendimientos. Li y colaboradores (2023b) aplicaron la

metodologia de superficie de respuesta (RSM) para optimizar la extraccion

asistida por ultrasonido del polisacarido de Ginkgo biloba (GBLP), las

condiciones 6ptimas fueron una proporcion liquido-material de 30 mL/g,

potencia ultrasénica de 340 W y tiempo de extraccion de 50 min, obteniendo un
rendimiento del 5,37 % de GBLP.
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Asimismo, se puede utilizar una combinacion de métodos de extraccién con el
fin de mejorar los resultados en muchos estudios. En algunos casos, los
polisacaridos se extraen combinando la extraccion asistida por ultrasonido y la

extraccion asistida por microondas (Wang et al., 2023).

Igualmente se ha buscado la extraccion de polisacaridos en general, se ha
presentado un método novedoso para la extraccion de polisacaridos sulfatados
utilizando un sistema acuoso de dos fases (ATPS). Empleando una fase rica en
polimero para extraer los polisacaridos sulfatados de una mezcla de polisacaridos
modelo y luego se utiliz6 otro ATPS para retroextraerlos a una fase salina. Se
lograron eficiencias de extraccion y retroextraccion significativas, especialmente
con el ATPS de tartrato de sodio/PEG1000 (Du et al., 2018).

4.8 Biosintesis de p-glucanos y regulacion metabdlica

Los B-glucanos se encuentran de forma natural en la pared celular de bacterias,
hongos y algunas plantas, la biosintesis del glucano a nivel molecular se conoce
que se ve involucrada principalmente la P-glucano sintetasa (B-GS). El
conocimiento de la ruta de biosintesis de B-glucano aln se sigue estudiando,
sumandole todas las diferencias que existen en las caracteristicas estructurales.
En el reino fungi se ha reportado que el principal precursor de los B-glucanos es
la glucosa de difosfato de uridina (UDPG) (Schimoler-O’Rourke et al., 2003).
La proteina encargada de la sintesis es la -1,3-glucano sintasa FKS (FKS) que
transfiere glucosa de la UDP-glucosa donante a la cadena en crecimiento de
glucano a través de enlaces B-1,3-glucosidicos y transloca el B-1,3-glucano

polimerizado al espacio extracelular (Hu et al., 2023).

Ademas, se tiene reporte que intervienen GTPasas como reguladores, por
ejemplo, en Sacharomyces cerevisiae la GTPasa Rhol activa (PKC) es
primordial para que la FKS funcione (Wagener et al., 2020). A su vez se ven
involucrados factores externos, entre ellos el estrés, que en muchos hongos y

bacterias se conoce que esta regulado por quorum sensing (Padder et al., 2018).
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Como se ha reportado con anterioridad por Jendretzki y colaboradores (2011)
diversas vias de sefializacion que son especificas para la integridad de la pared
celular y por ende se encargan de remodelar la pared celular cuando se requiere
(por ejemplo, condiciones de estrés); esta sefializacién inicia con los receptores
de membrana de tipo Wsc y Mid que luego activan una cascada de sefializacion

mediada por las MAPK quinasas.

También se han encontrado homdélogos de Rho en muchas especies de hongos,
por ejemplo, en U. maydis, relacionandolo de igual manera con el crecimiento,
integridad de las pared celular y biosintesis de polisacéridos. Las histidinas
guinasa (HK) funcionan como parte de un mecanismo de transduccion de sefiales,
en Paracoccidioides brasiliensis se tiene registro que una HK denominada DRK1
modula la expresion de componentes de la pared celular, por ejemplo, el a-
glucano y el B-glucano que le asegura al organismo la supervivencia fungica en
el entorno del huésped (Navarro et al., 2021). Alun queda mucho por conocer

acerca de la ruta que se da para la biosintesis de 3-glucanos.
4.9 Importancia del mercado

Debido a todas las propiedades fisicas como a los efectos bioldgicos que pueden
tener los B-glucanos, es notorio que existen muchas ventajas nutricionales y
reoldgicas a la industria alimentaria y a la industria de la salud (Brennan &
Cleary, 2005). Por lo cual no existe duda que tengan importancia en el mercado,
de hecho, el interés relacionado a ellos no solo esta basado en las propiedades
nutricionales sino en la optimizacion del procesamiento de alimentos,

significando un valor agregado a los que los contienen (Brennan & Cleary, 2005).

En cuanto a la industria del area médica han surgido multiples estudios de su uso
en tratamiento a enfermedades o como suplemento. Aunque algunas de las
propiedades mas mencionadas son la capacidad anticancerigena y antioxidante,
existen muchas méas por lo que los B-glucanos se postulan como sustancias

prometedoras de las cuales se requerird mayor produccion.
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Estan surgiendo estudios de pacientes sometidos a quimioterapia que reciben
dosis de B-glucanos y tienen resultados favorables (Mantovani et al., 2008).
Existen otros aspectos a destacar que no se mencionan con frecuencia como su
posible futuro uso para estimular la respuesta de defensa de las plantas. Se
comprobo que con el uso de un B-glucano se presento fortalecimiento del suelo
residual y una reduccién en el impacto ambiental ofreciendo asi una
competitividad econdmica sobre otros tratamientos de cemento ordinarios
(Chang & Cho, 2012). Mordor intelligence (2024) reporta un volumen de 602.54
millones de délares para el 2024 y una aproximacion para el 2029 de 881.64
millones de dolares, por lo tanto, se sugiere a los B-glucanos como una linea

prometedora para desarrollar en mercado.
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5 JUSTIFICACION

Es importante la caracterizacion integral del B-glucano secretado por la mutante
BMAZ2 de U. maydis para comprender sus propiedades funcionales. Los B-
glucanos son polisacaridos con una gran variedad de estructuras y caracteristicas
de importancia en muchas industrias. Dada la necesidad de fuentes eficientes de
produccion de glucanos, se busca analizar como plataforma de produccién a la
mutante BMA2, principalmente por su extraordinaria produccion en g/L de
polisacérido. A su vez el analisis de la regulacion genémica y algunas de las
tantas propiedades funcionales del B-glucano, permitié establecer un estudio
integral para asi sentar bases de una posible plataforma de produccién comercial

a futuro.
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6 HIPOTESIS

Se postula que la mutante BMA2 de Ustilago maydis puede producir B-glucanos
con propiedades funcionales beneficiosas que afectan procesos biolégicos como
la inmunoregulacion y la reduccion del estrés oxidativo. Se esperan diferencias

al comparar los métodos de extraccion en cuanto al rendimiento del B-glucano.
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7 OBJETIVO DEL TRABAJO
7.1 Objetivo general

Producir, identificar y evaluar funcionalmente 3-glucanos de la cepa BMAZ2 de
U. maydis.
7.2 Objetivos particulares

e Determinar la tasa de produccion de B-glucanos en la mutante BMAZ2 de
U. maydis en condiciones controladas y estudiar la expresién génica
asociada durante el proceso de produccion.

e ldentificar los B-glucanos producidos por la mutante BMA2 por medio de
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR).

e Identificar y comparar los B-glucanos obtenidos de diferentes métodos de
extraccién: agua fria, agua caliente, a presion y alcalina.

e Evaluar la citotoxicidad in vitro del p-glucano a diferentes
concentraciones.

e Investigar el efecto in vitro del B-glucano en la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) para evaluar su capacidad antioxidante y para
reducir el estrés oxidativo.

e Realizar andlisis in vitro de citocinas proinflamatorias con ensayos
basados en perlas de citometria de flujo a partir del tratamiento de -

glucano.
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8 MATERIAL Y METODOS

8.1 Ubicacién

El proyecto se llevo a cabo en la Unidad de Manipulacion Genética, de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Autdnoma de Nuevo Leon.
8.2 Cepas utilizadas

En este estudio se utilizaron las siguientes cepas: Ustilago maydis cepa tipo
mutante BMA2 [a2b2 A rim101::hyg (Aréchiga-Carvajal & Ruiz-Herrera,
2005)] y la cepa silvestre FB2(Bannuet & Herskowitz, 1989). Proporcionadas
por la Unidad de Manipulacion Genética, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Autdnoma de Nuevo Leon. Las cepas fueron conservadas en
glicerol al 50% (v/v) a -70°C, cuando se utilizaron fueron activadas en medios
completos (MC) (ver mas adelante) (Holliday, 1961).

8.3 Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de la mutante de

Ustilago maydis

8.3.1 Elementos traza de U. maydis (Holliday, 1961)

Los elementos traza de U. maydis se prepararon con 60 mg de HsBO3, 140 mg
de MnCl, 4(H20), 400 mg de ZnCl,, 40 mg de Na:MoO4 2(H.0), 100 mg de
FeCls 6(H20), 400 mg de CuSO45(H20). Todo ello disuelto en 1 L de agua

destilada y esterilizado en autoclave.

8.3.2 Solucion de sales de U. maydis (Holliday, 1961)
Se prepar6 con 16 g de KH2POg4, 4 g de NaSQOg4, 8 g de KCI, 2 g de MgSO4, 1 g

de CaCl> y 8 mL de elementos traza. Disuelto en 1 L de agua destilada y

esterilizado en autoclave.

8.3.3 Medio completo (MC) (Holliday, 1961)

Se prepar6 con 2.5 g de caseina hidrolizada, 10 g de extracto de levadura, 1.5 g
de nitrato de amonio, 62.5 mL de solucion de sales de U. maydis, se llevo el pH

a 7 y a un volumen total de 500 mL con agua destilada. En 500 mL de agua
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destilada se esterilizaron 10 g de glucosa. Ambas soluciones por separado se

ingresaron a la autoclave y luego se mezclaron antes de utilizarse.

8.3.4 Medio Minimo pH7 (MM7)

Se prepar6 con 10 g de glucosa, 3 g de nitrato de potasio, 62.5 mL de solucion
de sales de U. maydis; agua destilada, hasta 1 L. EI pH se llevé a 7.2 con NaOH
2N.

8.3.5 Medio Minimo Modificado 1L (Sanchez-Castillo, 2023).

Se prepard con 1.78 g de urea, 62.5 mL de solucién de sales y 10 g de dextrosa,
para 1L de agua destilada todo ajustado a pH 6.2 y esterilizado en autoclave.

8.4 Produccion de p-glucanos

8.4.1 Cultivo del in6culo

Se cultivé la cepa BMA2 de U. maydis en Medio Completo durante 12 ha 28° C
a 180 rpm. Previd a la inoculacion, se sometieron las células a estrés nutritivo,
para lo cual se realizaron dos lavados con agua centrifugando a 5000 rmp durante
10 min, al final se resuspendieron las células en agua desionizada estéril y se
incubaron a 28°C durante 1.5 h. La concentracion del inéculo se determind
contando el numero de células en una camara de Neubauer. Se utilizd una

concentracion de 1x10° células/mL, para inocular en medio minimo modificado.

8.4.2 Produccion de p-glucano nivel matraz

En matraz Erlenmeyer de 250 mL se prepararon 50 mL de medio minimo
modificado, y fueron inoculados posteriormente utilizando una concentracion de
1x10° células/mL. Las condiciones de cultivo fueron mantenidas constantes a
28° C a 180 rmp durante 2 d. Para la cinética de crecimiento se tomaron alicuotas
cada dos horas, partiendo de la hora cero y fue determinada la absorbancia de los
cultivos por medio de un espectrofotometro (BioMate™ 3 UV-Visible, Thermo
Electron Scientific Instrument Corporation). Durante la cinética se comprobé por
medio de microscopia que los cultivos no estuvieran contaminados. A su vez se

conservaron 600 pL cada 8 h para determinar la concentracion de 3-glucano.
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8.4.3 Cuantificaciéon de p-glucano y glucosa por métodos colorimétricos

A todas las muestras se les realizd extraccion de B-glucano mediante una
centrifugacion a 5000 rpm para eliminar las células y una precipitacion con 3:1
volimenes de etanol absoluto: agua durante toda la noche. Luego se recupero el
precipitado y fue secado en la estufa a 60°C hasta obtener pesos constantes.

8.5 Extraccién de p-glucanos

Para la extraccion de B-glucanos se utilizaron los siguientes métodos posterior a
descartar las células por medio de centrifugacion del medio a 6000 rmp durante

20 min.

8.5.1 Extraccion con agua caliente (modificado de Benito-Roman et al.,
2013).

Se mantienen en bafio de agua a 100°C durante 60 min, todo se agita
rigurosamente a los 15, 30, 45 y 60 min.

8.5.2 Extraccion a presion con vapor (Sakdasri et al., 2022).

Se someten las muestras a 120°C durante 15 min a 1 atm (15 psi).

8.5.3 Extraccidn con élcali (modificado de Zechner-Krpan et al., 2010).

Al sobrenadante se le agrega una solucién de hidroxido de sodio al 1M en una
relacion 1: 3 v/v y se mantiene a 55°C durante 2.5 h. Posteriormente después de
aplicar los tratamientos se precipito con etanol absoluto con una relacién 1: 3 v/v
durante 24 h y se centrifugo durante 20 min a 6000 rmp, luego se descarto el

sobrenadante y fue secado en el horno a 35°C hasta obtener un peso constante.
8.6 Identificacion de B-glucanos

8.6.1 Estructura
8.6.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo

Las muestras se analizaron utilizando un espectrofotometro de infrarrojo modelo
Frontier (FT-IR) equipado con una celda de reflectancia total atenuada (ATR) de
la firma Perkin Elmer. Los espectros se generaron en un rango de nimeros de

onda de 4000- 600 cm ! en 64 escaneos con una resolucion de 4 cm ~'. Los datos
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generados fueron corregidos en su linea base, suavizados y normalizados. Como
estandar se utilizd B-D-glucano >95% (HPLC) (SIGMA-ALDRICH, No. de
catélogo: G6513).

8.7 Analisis de la ruta de biosintesis de p-glucanos

8.7.1 Datos

Los datos utilizados fueron proporcionados de un estudio previo del mismo grupo
de trabajo. Citando a Franco-Frias (2014), los datos fueron generados a partir del
procesamiento de una muestra de ARN extraida de la cepa silvestre FB2 y la cepa
mutante BMA2 de U. maydis. Se cultivo en medio minimo a pH 7, las células se
prepararon utilizando un método de miceliacion (para mas detalles revisar la
cita). Posteriormente de la preparacion se realizo la extraccion de ARN, se digirio
con DNAasas para eliminar contaminacion. Para las micromatrices se usé el
servicio externo de Nimblegene Technologies de Roche, los datos los analizaron
con el programa Arraystar V.5. A partir de estos datos se realizé la metodologia

que se explica a continuacion.

8.7.2 Perfiles de expresion genica

8.7.2.1 Identificacion de genes diferencialmente expresados (DEGSs)

8.7.2.2 Analisis de vias biologicas

El andlisis de las Vias Biologicas fue realizado en g:Profiler (Kolberg et al.,
2020), en el cual se realizo el enriquecimiento de los genes diferencialmente
expresados que tenian un Foldchange >2. El Foldchange es una medida que se
utiliza para comparar la expresion génica en dos grupos diferentes (0
condiciones), con lo cual se indica si la expresion de x gen es mayor, menor o
igual en el grupo 1 con respecto al grupo 2 (ejemplo FB2 vs. BMA2). Se realiz6

un enriquecimiento en términos de biologia, vias, funciones y ontologias.

8.7.3 Prediccién de la ubicacion subcelular

Se realizé enDeepLoc - 2.1 de los servicios y herramientas bioinformaticas de

Danmarks Tekniske Universitet (Thumuluri et al., 2022), prediciendo la
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ubicacion subcelular de las proteinas que estan involucradas en el metabolismo

de polisacaridos que estaban sobreexpresados.
8.8 Evaluacion funcional de B-glucanos

8.8.1 Cultivo celular

Se utilizo la linea de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC),
se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM/F12),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibidtico-
antimicotico (anti-anti, 100X) (Gibco Life Technologies, No. de catalogo
11320033) Las células se mantuvieron en una incubadora con 5% de CO2, 50%
de humedad relativa (HR) y 37 °C (incubadora de CO,, FormaTM Steri-CultlM,
Thermo Fisher Scientific).

8.8.2 Pruebas de citotoxicidad in vitro (modificado de Romero-Jiménez,
2023).

Se evaluo el efecto toxico del B-glucano a diferentes concentraciones utilizando
la linea celular HUVEC. En una placa de 96 pocillos, se sembraron 5 x 103
células/100 ul de medio por pocillo. Después de 24 h, el medio se reemplazé con
medio nuevo y se agregaron diferentes concentraciones de B-glucano (50, 75,
100, 150 y 200 pg/mL). Se incluyeron pozos controles de células.
Posteriormente se incubo durante 24 h. Después de ello se realizd la prueba de
MTT (Bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio), incubando
durante 1 h en las condiciones. La reaccion se detuvo con dimetilsulfoxido
(DMSO) y la absorbancia de la microplaca se midi6 a 540 nm usando un lector
de ELISA (lector de microplacas multimodo Varioskan™M LUX, Thermo
Fisher Scientific). Como control uno de los grupos no se le aplico -glucano. La
viabilidad celular se expres6 como el porcentaje de células tratadas con respecto
a las células de control no tratadas (100% de viabilidad celular), utilizando la

siguiente formula para calcular la viabilidad relativa:

Absorbancia del tratamiento

Viabilidad celular = Absorbancia del control x 100
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Para la determinacion de la concentracion citotoxica media (CCso) se realiz6 una

regresion lineal con un coeficiente de determinacion (R%) mayor a 0.92.

8.8.3 Produccién de ROS

En una placa de 96 pocillos, se sembraron 5 x 10% células/100 pL de medio por
pocillo. Después de 24 h, el medio se reemplaz6 con medio fresco y se agregaron
diferentes concentraciones de -glucano (50, 75, 100, 150 y 200 pg/mL), seguido
de una incubacion de 24 h (5% de CO, 50% de HR y 37 °C). Posteriormente, se
elimind el medio y se agregaron 100 puL de medio de suero reducido Opti-
MEM™ suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de antibiotico-
antimicotico (anti-anti, 100X) (Gibco Life Technologies, No. de catalogo
31985070). Se afiadieron 150 pL de diacetato de 5(6)-carboxi-2',7'-
diclorofluoresceina (DCFDA) con PBS 0,01 mM y se incubaron durante 30 min
a 37°C. La microplaca se centrifugd a 200 X g durante 4 min. Se elimino el
reactivo y se realiz6 un lavado con 200 pL de medio de suero reducido Opti-
MEMT™, Se afiadieron 100 pL del mismo y posteriormente se realizaron lecturas
alas0,0,5, 1,15y 2 h. Las lecturas se realizaron en un lector de ELISA (lector
de microplacas multimodo Varioskan™M LUX, Thermo Fisher Scientific),
leyendo excitacién a 485 nmy emision a 530. Como control positivo se utilizaron

150 pL de perdxido de hidrogeno grado laboratorio.

8.9 Andlisis de citocinas proinflamatorias con ensayos basados en perlas de

citometria de flujo

En una placa de seis pocillos, se sembraron 1.5 x 10° células/pocillo. La
producciodn de citocinas proinflamatorias se investigé en la linea celular HUVEC
no tratadas o tratadas con B-glucano (CCso = 291.76 pg/mL, 24 h) con ensayos
de perlas de citometria de flujo. Se utilizo el Kit de citocinas Th1/Th2/Th17
humanas Cytometric Bead Array (CBA) BD™ (Numero de catalogo 560484).
Fue preparado el mix de las perlas de captura de acuerdo con el numero de
ensayos utilizados. En tubos eppendorf de 1.5 mL se agregaron 50 pL de
sobrenadante de cada muestra fue agregado 50 pL del mix de perlas de captura 'y

300 pL de reactivo de deteccion; todo fue incubado durante 3 h a temperatura
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ambiente en ausencia de luz. Posteriormente se agregd 1 mL de buffer de lavado
y fue centrifugado a 200 g durante 5 min. Se descarto el sobrenadante de cada
tubo y fue agregado 300 uL de buffer de lavado para resuspender el pellet para
su posterior analisis de citometria de flujo. Los resultados fueron analizados por
el software FCAP Array v3.0.

8.10 Anadlisis de datos

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, utilizando disefio al azar y los
datos obtenidos en cada ensayo sé¢ evaluaron con un nivel de significancia de p <
0.05. Se probo6 normalidad y homogeneidad de las varianzas entre los grupos y
los resultados se sometieron a un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
seguido de la prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas
cuando P < 0,05.
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09 RESULTADOS

La caracterizacion de los B-glucanos producidos por la mutante de Ustilago
maydis BMAZ2, permite identificar y comprender sus propiedades estructurales y
funcionales, para asi realizar una integracion de datos sobre el polisacarido. En
esta seccion se presentan los resultados de la evaluacion de la produccion de -
glucanos de la cepa BMA2 de U. maydis mediante la determinacion de la DBO

(Demanda Biogquimica de Oxigeno) y la cuantificacion de su produccion.
9.1 Evaluacion de la Produccion de p-glucanos

Monitoreando el crecimiento de la mutante BMA2 de U. maydis, se encontr6 que
su fase de latencia se da en las primeras 8 h de su cultivo, posteriormente se
sugiere que se inicia la fase exponencial a la hora 9, concluyendo
aproximadamente a las 36 h. Después se alcanza una fase estacionaria, la cual se

monitoreo hasta alcanzar las 48 h (Figura 3).

Fase latencia Fase exponencial Fase estacionaria

(%]

%]

Densidad Optica

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43
Tiempo (h)

Figura 3. Perfil cinético de crecimiento de la cepa BMA2 de U. maydis en medio

minimo modificado.
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Con el proposito de determinar el punto 6ptimo para la produccion de los B-
glucanos, se recuperaron alicuotas a lo largo de todo el analisis de la cinética de
crecimiento. Se determind que la produccion de B-glucanos se ve aumentada en
la fase exponencial, obteniendo una produccién de 16.12 g/L utilizando la

dextrosa como fuente de carbono y la urea como fuente de nitrogeno (Tabla 5).

Tabla 5. Cantidad de B-glucano de la cepa BMAZ2 a diferentes horas de cultivo.

Tiempo (h) B-glucano peso seco (g/L)
0 2.99 +1.2

8 6.86 £1.75

16 10.24+0.88

24 11.15+1.02

32 16.12 +0.89

40 15.54 £1.06

48 14.1242.40

En la figura 4 se puede observar la cinética de la demanda bioquimica de oxigeno
de la cepa BMA2 cuando se encuentra utilizando medio minimo con una fuente
de carbono de glucosa y como fuente nitrogeno el nitrato de potasio (linea
naranja, verde y azul rey); utilizando medio minimo modificado (linea amarrilla,
azul y gris). Se observa que al finalizar el dia uno sufre una caida la demanda de
oxigeno (BOD), posteriormente se da un aumento exponencial de la BOD desde
el dia uno hasta el dia tres, sugiriendo que esto es debido a que el endosimbionte
de U. maydis en este punto es el responsable de tal aumento, ya que debido a las
condiciones de agitacion de los respirometros es muy baja para mantener a U.

maydis en division celular.
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Figura 4. Cinética de la Demanda Bioquimica de Oxigeno de la mutante BMA2 de U.

maydis en medio minimo modificado y medio minimo.
9.2 Analisis de la expresion génica durante la produccion de p-glucanos.

La cepa silvestre FB2 no tiene una produccion significativa de [-glucanos,
mientras que la cepa mutante BMAZ2 si. Por lo cual fueron analizados los datos
correspondientes a la expresion génica durante la produccion de B-glucanos,
utilizando los niveles de expresion de la cepa silvestre FB2 y los de la mutante
BMAZ2. Con el fin de comparar la expresion de genes y obtener un andlisis de los
genes desregulados y que posiblemente estén involucrados en tal fenotipo. Los
resultados del analisis de los datos se encuentran a continuacion, inicialmente se
presenta la identificacion de genes diferencialmente expresados (DEG); luego el
enriguecimiento en las vias bioldgicas y funcionales; y por ultimo la prediccion
de la ubicacion subcelular de las proteinas correspondientes a los genes

enriquecidos y relacionados a la sintesis de B-glucanos.
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9.2.1. Identificacion de genes diferencialmente expresados (DEGSs)

Explorando los genes diferencialmente expresados (DEG) entre la cepa mutante
BMAZ2y la cepa salvaje FB2, se identificaron un total de 572 DEG, en lo cual se
incluyen 297 genes regulados negativamente y 275 genes regulados
positivamente (Figura 5). Todos los genes fueron considerados DEG con un

foldchange igual o mayor a 2 y con un valor de P <0.05.

300

[
=1
[=]

275

100

Cantidad de genes

Down-regulated Up-regulated
Tipo de regulacién

Figura 5. Andlisis de genes diferencialmente expresados. NUmero de genes que estan
diferencialmente expresados en la cepa BMA2 a pH 7.

9.2.2 Analisis de las vias biologicas

Los genes enriquecidos en las vias bioldgicas se presentan a continuacion. Se
destacan 13 vias bioldgicas para los genes regulados positivamente y 7 vias
reguladas negativamente (Figura 6). Entre las vias reguladas positivamente se
encuentra “proceso metabolico de carbohidratos” con 20 genes; “periferia
celular” con 23 genes; “biogénesis celular y organizacion celular” con 11 genes;
“importadores de glucosa” con 5 genes; “actividad hidrolasa- actividad en
enlaces glicosil” con 13 genes; “hidrolisis de compuestos O-glicosilado” con 13
genes; “Membrana” con 88 genes; “proceso metabolico de polisacaridos” con 14
genes, “actividad de simportador de cationes monoatdémicos” con 6 genes,
“actividad de simportador de protones” con 6 genes, transportador
transmembrana con 34, actividad de transporte transmembrana con 33 genes y

actividad transportadora con 33 genes.
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Figura 6. Analisis de enriquecimiento realizado en genes de regulacién descendente y regulacién
ascendente. Realizado en g:Profiler mostrando los términos principales, todos los términos
fueron considerando un foldchange mayor a 2 y menor a -2, con un P < 0.05.

Por otro lado, de los 297 genes regulados negativamente se lograron enriquecer
7 vias bioldgicas, entre ellas la de Membrana con 77 genes; Vias metabdlicas con
27 genes; Regidn extracelular con 8 genes, Complejo de ensamble del Citocromo
7 genes; ensamble del citocromo mitocondrial C oxidasa con 6 genes; Ensamble
de la cadena respiratoria del complejo IV con 6 genes; y la actividad chaperona

con 3 genes.

La Figura 6 muestra el andlisis de enriquecimiento de vias bioldgicas para genes
regulados positiva y negativamente. Cada punto en el grafico representa una via
bioldgica enriquecida y su altura representa el nivel de significacion estadistica
definido por un valor p ajustado <0,05 (linea roja). Se observo que los genes
regulados positivamente desempefian un papel importante en varias vias
bioldgicas, especialmente en vias relacionadas con procesos metabdlicos y
estructura celular, como el metabolismo de los carbohidratos, la periferia y la

biogénesis celulares. La via de la membrana también mostr6 una gran
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importancia y mostro una regulacion positiva significativa de los genes asociados
a lamembrana en relacion con el andlisis. Por otro lado, para los genes regulados
negativamente, aungue se enriquecieron menos vias biolégicas en comparacion
con los genes regulados positivamente, atn se observo significacion estadistica
en varias vias, incluidas las membranas, las vias metabdlicas y la formacién de

complejos como los citocromos y la cadena respiratoria del complejo 1V.

Es importante destacar que la regulacion diferencial de estas vias bioldgicas
puede tener importantes consecuencias funcionales para los procesos celulares y
fisiologicos. Aunque bien el factor de transcripcion RIM101 ejercié una
regulacién predominantemente negativa al momento de enriquecer las vias se
determind que hay una mayor cantidad de vias en los genes regulados
positivamente, posiblemente una de las razones es que para muchos de los genes

aun no se determina su funcion, lo cual sera discutido mas adelante.

En general esta informacion proporciona una imagen detallada de la compleja
red de interacciones genéticas subyacentes a los fenotipos observados en nuestro
estudio por parte de la mutante BMAZ2, a causa de la mutacién del factor de

transcripcion RIM101.

9.2.3 Prediccion de la ubicacion subcelular

La ubicacion subcelular fue determinada con la finalidad de identificar la
dindmica celular de las proteinas que son codificadas por los genes enriquecidos
en el metabolismo de polisacaridos. Las proteinas fueron ubicadas en diferentes
puntos celulares, entre ellos el reticulo endoplasmatico, membrana celular,

membrana mitocondrial, aparato de Golgi y extracelular.

Las proteinas ubicadas en el reticulo endoplasmatico reguladas positivamente en
la cepa mutante BMAZ2corresponden a la subunidad de sintesis de -glucano
(UMAG_05811), la proteina de union al B-1,3-glucano (UMAG_02803) y una
hidrolasa de la familia de glicosilhidrolasas 1 (UMAG_06133). Otra de las
proteinas relacionadas a la subunidad de sintesis de f-glucano (UMAG_05809)
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y una relacionada a la proteina de unioén al B-1,3-glucano (UMAG_03122)

también esta ubicada en la membrana celular. Lo que podria apuntar a que la

produccion aumentada de B-glucano esté llevandose a cabo en diferentes puntos

celulares, y a su vez con foldchanges con valores de hasta 23, estadisticamente

significativos (p <0.05) (Ver Tabla 6). Por otro lado, también otra de las
subunidades de sintesis de p-glucano (UMAG_10364) relacionada con KRE6 se

predice su ubicacion en el aparato de Golgi.

Tabla 6. Proteinas que son codificadas por los genes enriquecidos en el metabolismo de
polisacaridos (GO:0005976). Se muestra su funcion, ubicacién celular y valores de cambio

(foldchange).

ID proteina  Funcién Prediccion de ubicacion

Foldchange p-value

UMAG_05811 Relacionado con KRE6: subunidad de sintesis Reticulo endoplasmatico
de B-glucano

UMAG_02803 Relacionado con la proteina de union al p-1,3- Reticulo endoplasmético

glucano

UMAG_05809 Relacionado con KRES6: subunidad de sintesis Membrana cellular

de B-glucano

UMAG_02758 Relacionado con el precursor de la quitinasa A Membrana mitochondrial

UMAG_03122 Relacionado con la proteina de union al -1,3- Membrana cellular

glucano

UMAG_06336 Proteina no caracterizada Membrana mitochondrial

UMAG_10364 Relacionado con KRE6: subunidad de sintesis Aparato de Golgi
de B-glucano

UMAG_06133 Glyco_hydro_1; Familia de glicosilhidrolasas 1 Reticulo endoplasmético

UMAG_00446 Putativa p-glucosidasa Extracelular

UMAG_06190 Relacionado con la Quitinasa Extracelular

UMAG_03605 Relacionado con la sucrasa-fosfato-6 hidrolasa Membrana mitochondrial

17.05524445 NeuN

11.75411224 2.06E-07

23.0140686 5.34E-13

3.156997681 2.57E-09

2.789598942 0.00000203

2.665229321 3.20E-15

2.413012981 2.82E-09

2.382251263 3.42E-08

2.360053778 3.13E-07

2.24286294 0.00667

2.10313797 5.56E-12

UMAG_04357 Relacionado con el precursor de la endo-1,6-p- Lisosoma/Vacuola, Membrana 2.055436611 0.000137

D-glucanasa

UMAG_04364 Presunto precursor de la exo-1,3-p-glucanasa  Extracelular

2.026955843 0.000137
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Ademas la UMAG_00446 una proteina B-glucosidasa putativa, la UMAG_0619
relacionada con la quitinasa y la UMAG_04364 un presunto precursor de la
exo-1,3-p-glucanasa todas relacionadas con el modelamiento de la pared celular
estan activas en la cepa BMA2. Al predecir su ubicacién se revela la region

extracelular.

Por otro lado, la proteina UMAG_02758 relacionada con el precursor de la
quitinasa A, la UMAG_03605 relacionada con la sucrasa-fosfato-6
hidrolasala y la UMAG_06336 una proteina no caracterizada, se encuentran

ubicadas en la membrana mitocondrial.

Todas las proteinas estan relacionadas con el metabolismo de poliscaridos
(G0:0005976), sin embargo se percibe sobre todo un aumento en la expresion en
la cepa BMA2 de las encargadas de la sintesis y union del B-glucano tanto en la
membrana del reticulo endoplasmatico como en la membrana. Con lo cual se
puede suguerir que la mutacion del factor de trasncipcion Rim101 afecto la
respuesta al estrés, la morfologia y la estabilidad celular; probablemente como
mecanismo de defensa este promoviendose una sobreexpresion de los genes

involucrados en la biosintesis de B-glucano.

Asimismo investigando la ubicacion de los genes en el genoma disponible en
GenBank de U. maydis (No. de acceso GCA_000328475.2), se determino que al
menos dos de ellos estan en cluster, UMAG_05809 y UMAG_05811, los cuales
tienen valores de foldchange de 23.0140686 y de 17.05524445, respectivamente
(ambos codifican a proteinas relacionados con KREG6: subunidad de sintesis de
B-glucano) (Figura 7). Pero ya en cuanto a su prediccion de ubicacion celular se

encuentran en diferentes puntos, aunque bien ambos en algun tipo de membrana.
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Figura 7. Esquema de las principales proteinas sobreexpresadas en la biosintesis de -glucano
en la cepa mutante BMA2 de U. maydis. Genes destacados en la seccion superior. La parte
inferior muestra la ubicacion de proteinas enriquecidas vinculadas a la -glucano sintasa KRE6

y proteinas de unién al B-glucano.
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9.3 Extraccion e Identificacion de p-glucanos

Existen diferentes métodos de extraccion de PB-glucanos, en el estudio se
compararon cuatro métodos de extraccidn, extraccién con agua caliente,
extraccion con agua fria, extraccion a presion y extraccion alcalina. El principal
punto de comparacion fue con los espectros de obtenidos por Espectroscopia
Infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) (Figura 8) y comparando los
rendimientos obtenidos en cada método de extraccion (Tabla 7). Asimismo, el
FT-IR permiti6 identificar el pB-glucano, previo a todos los ensayos
inmunoldgicos. La Tabla 6 muestra los rendimientos de B-glucano obtenidos a
las 36 h de fermentacion para los cuatro métodos de extraccion evaluados. El
analisis de varianza (ANOVA) utilizado para evaluar las diferencias en la
produccion de B-glucano entre los cuatro grupos mostro que los resultados no
tienen diferencias significativas en la cantidad de B-glucano extraido por
diferentes métodos. (F (3, 1) = 0.685, p = 0.495). Ademas, también se realizo la
prueba de Tukey para comparaciones de multiples grupos. Los resultados de esta
prueba también mostraron que no hubo diferencias significativas en la extraccion
de B-glucano entre los grupos, indicando que sus medias eran estadisticamente

similares (a 0.05).

Tabla 7. Rendimiento de B-glucano de la cepa BMA2 con diferentes métodos de extraccion.

Método de Extraccion Rendimiento (g/L)
Agua caliente (HWE) 14.73 £0.18
Agua a presion (SPE) 12.86 £0.07
Agua fria (CWE) 13.91+0.08
Agua alcalina (EAL) 16.24 +0.09

Las principales bandas del estandar de -glucano se identifican en las posiciones
de 3300, 2883, 1366, 1025 y 570 cm™'. La posicion mas frecuente, compartida
con las muestras, es 1025 cm™, vinculada a las vibraciones de los enlaces

glucosidicos.
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Figura 8. Comparacion de Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de B-
glucano extraido por cuatro métodos diferentes. El B-glucano fue extraido de la cepa mutante
BMA2 de U. maydis mediante cuatro métodos: método de extraccién agua fria (CWE), método
de extraccion agua caliente (HWE), método de extraccion alcalina (EAL) y método de extraccion
a presion (SPE). Estandar: B-D-glucano (SIGMA-ALDRICH).

En el método de extraccién de agua fria (CWE) y el de extraccidon con agua a
presion (SPE) (Figura 9 y 10), se mostraron sefiales en el 594 cm™ ,1026 cm™
(estiramiento C-O-C), 1417 cm™(estiramiento -C-H (CH2), 1636 cm™
(estiramiento C=0 stretching) y 3275 cm™ (estiramiento -OH). Se observa una
sefial de flexion de una amina C=0 sin estiramiento C-N y sin deformacién N-

H, lo cual es diferente en el estandar.
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Figura 9. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de B-glucano extraido
de la cepa BMAZ2 de U. maydis mediante el método de extraccion agua fria (CWE). Estandar: p-
D-glucano (SIGMA-ALDRICH).
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Figura 10. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de B-glucano extraido

de la cepa BMA2 de U. maydis mediante el método de extraccion agua a presion (SPE). Estandar:
B-D-glucano (SIGMA-ALDRICH).

Utilizando el método de extraccion con agua caliente (HWE) se identificaron
sefiales en el 1038 cm™ (estiramiento C-O-C) correspondiente al enlace
glucosidico; 1253 y 1370 cm™ (estiramiento -C-H (CHs)); 1415 cm
(estiramiento =C-H (cis)) y 1464 cm™ (estiramiento -C-H (CHy); 1541, 1576 y
1636 cm™ (estiramiento -C=C-); 2851 y 2918 cm™ (estiramiento -C-H (CHy));
por Gltimo, la sefial 3340 cm™ (estiramiento -OH) (Figura 11). El perfil espectral
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es similar al estandar, pero se observan diferencias principalmente en la presencia
de sefiales indicativas de estiramiento simétrico (-C-H (CH)) y una sefial

prominente en correspondiente a los vibraciones -OH.
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Muestra — Estandar B-glucano — [-glucano HWE

Figura 11. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de B-glucano extraido
de la cepa BMAZ2 de U. maydis mediante el método de extraccion agua fria (HWE). Estandar: p-
D-glucano (SIGMA-ALDRICH).

El perfil espectral de la extraccién alcalina (EAL) (Figura 12) presenta sefiales
en el 456 cm™ (estiramiento R-X), 559 cm, 873 cm™ (estiramiento C=C), 1021
cm? (estiramiento C-O-C), 1404 cm™ (estiramiento -C-H (CH.), 1642 cm
(estiramiento C=0), 2887 cm (estiramiento -COOH), 3262 cm™ (estiramiento
N-H) y 3696 cm™.
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Figura 12. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) de B-glucano extraido
de la cepa BMA2 de U. maydis mediante el método de extraccion alcalina (EAL). Estandar: B-
D-glucano (SIGMA-ALDRICH).

9.2 Evaluacion de la citotoxicidad del B-glucano en lineas celulares humanas.

La evaluacion de la citotoxicidad del B-glucano fue realizada utilizando la linea
de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC), para lo cual se
utilizaron concentraciones desde 50 pg a 200 pg de polisacéarido. La
Concentracion Citotoxica Media (CCso) en células HUVEC fue de 291.76 pg/mL

de B-glucano.

Se observo una disminucion en la viabilidad celular con relacion al aumento de
la concentracion utilizada. Presentando diferencia significativa (p <0.001) en
cuanto al tratamiento de 0 pg/mL comparandolo con los demas tratamientos
utilizados (50, 75, 100, 150 y 200 ug). Asimismo, los tratamientos 50, 75y 100
Kg no presentaron diferencias significativas entre ellos, presentando en promedio

porcentajes de viabilidad de 83.30%, 82.96% y 81.93%, respectivamente.

El tratamiento de 150 pg/mL tiene una viabilidad celular de 76.30%, mostrando

diferencia significativa con el tratamiento de 100 pg/mL (p <0.05); y con los
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tratamientos 50 pg/mL y 75 pg/mL (p <0.001). Mientras que el tratamiento de
200 pg/mL presento un 63.23 % de viabilidad celular, mostrando diferencias
significativas con todos los otros tratamientos (50, 75, 100, 150 pug/mL) (Figura
13).
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Figura 13. Resultados de las pruebas de citotoxicidad mediante un ensayo MTT. Los valores
representan el porcentaje de viabilidad celular (medias £ DE, n = 3).

9.5 Efecto del B-glucano en la generacion de especies reactivas de oxigeno

(ROS) en células tratadas

Para investigar el efecto del B-glucano en las células HUVEC se evaluo la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular. Los resultados
mostraron que conforme aumenta la concentracion de [B-glucano en los
tratamientos, se disminuye la produccion de ROS (expresado en porcentaje de

fluorescencia) (Figura 14).
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Figura 14. Resultados del efecto del B-glucano en la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Los valores representan el porcentaje de fluorescencia (medias + DE, n = 3) en la hora 0,
05,1,15y2

Se observo una tendencia similar para todos los tratamientos en la hora cero.
Conforme avanza el tiempo se determiné una disminucion de porcentaje de
fluorescencia, que se interpreta como una menor cantidad de ROS extracelulares.
En resumen, el efecto del B-glucano en células HUVEC mostro una relacion
dependiente entre la concentracion de la goma y la disminucidn de la produccion
de ROS (expresado en porcentaje de fluorescencia). No se presentaron
diferencias significativas en los tiempos de medicion cuando no se aplico
tratamiento de B-glucano, demostrando que los cambios en el porcentaje de
fluorescencia pueden relacionarse con los tratamientos aplicados de B-glucano.
Ademas, se observo que los tratamientos con mayor concentracion de B-glucano,
fueron los que disminuyeron en mayor medida sus porcentajes de fluorescencia.
Por lo tanto, el efecto de disminucion de la cantidad de ROS en celulas HUVEC
podria estar relacionado con propiedades antioxidantes reportadas para los [3-

glucanos.
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9.6 Analisis de citocinas proinflamatorias con ensayos basados en perlas de

citometria de flujo

Se observaron varios cambios en la produccion de citoquinas en las células
tratadas con B-glucano en comparacion con el control. Se observé un ligero
aumento en la concentracion de IL-17B e IFN-y humanos (Tabla 8), lo que

concuerda con informes anteriores (Ali et al., 2015).

Se ha informado que el [-glucano regula positivamente las citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-8), incluida la IL-8, que ha sido mediada por
el receptor Dectin-1 ademas de que implica la actividad de proteinas como SKY,
MAPK y NF-kB y factores de transcripcion AP-1 (Ali et al., 2015).

Tabla 8. Evaluacion de citocinas en células HUVEC tratadas con B-glucano.

Citocina Muestra Concentracion Diferencias
(pg/mL)

Control 83.69

IL-17B B-glucano 88.20 Aumento
Control 236.70

Human IFN-y B-glucano 240.91 Aumento
Control 327.70

Human TNF B-glucano 280.93 Disminuyo
Control 1,559.02

IL-10 B-glucano 1,339.16 Disminuyo
Control 1,885.88

IL-4 B-glucano 1,778.93 Disminuyo
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10 DISCUSION

Evaluacion de la produccion de B-glucanos

La buasqueda de plataformas de produccion de B-glucano eficientes es algo
primordial en las industrias que se encuentran desarrollando su produccion
eficiente. La principal razén es que en los Ultimos afios se ha aumentado la
demanda de B-glucano debido a las maltiples propiedades, como antioxidante,
antidiabética, inmunoestimulante, hipoglicemiante (Afiati et al., 2019; Garrido
et al., 2016; Sridhar y Kaur, 2023). La mutante BMA2 en medio minimo
modificado presento la mayor produccion durante la fase de latencia, con la
cantidad de 16.12 g/L; con lo cual coincide con lo reportado anteriormente por
Sanchez Castillo (2023) quien habia estandarizado el medio utilizado, obteniendo
una produccion de al menos 16 mg/mL al realizar la cuantificacion del B-glucano
en un medio con urea como fuente de nitrégeno y con dextrosa como fuente de
carbono. Considerando que los f-glucanos forman parte de la pared celular de
las células, una mayor cantidad de células indicaria mayor cantidad de [-
glucanos. (Aimanianda et al., 2009). Sin embargo, como U. maydis tiene una
bacteria endosimbionte (Perez-Rodriguez et al., 2021). (Ruiz-Herrera et al.,
2015); en este estudio se ha determinado que tiende a aparecer conforme U.
maydis alcanza la fase estacionaria. Lo cual fue observado por medio de
respirometria, una técnica que mide la tasa de consumo de oxigeno (OCR) y esta
directamente proporcional a la cantidad de celulas (Christofi, 2005). Por lo tanto,
se sugiere que la produccion de B-glucanos se lleve a cabo en tiempos de
fermentacion de maximo 48 h, con al menos 160 rpm para asegurar la correcta
aireacion del sistema que suele ser uno de los principales inconvenientes a la hora
de producir B-glucanos (Saeedian et al., 2022). Ademas de los bajos tiempos de
fermentacion empleados en la produccion del B-glucano, otra de las ventajas que
demostr6é es el rendimiento que se alcanza por litro (>16 g/L), lo cual al
compararse con otros organismos utilizados en plataformas de produccion es
competitivo. Por ejemplo, un estudio reciente de donde en un biorreactor de 5 L
se cultivd Schizophyllum commune para producir esquizofilano (un B-glucano)

en cinco dias de fermentacidon se alcanzaron tan solo 21.3 g/L (Gou et al., 2023).
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Otro estudio que respalda la sugerencia de mantener tiempos de fermentacién
cortos para la mutante BMAZ2, es el de Lee y Ra (2022) ya que en su investigacion
acerca de la fermentacion en estado liquido determinaron que la mayor
produccion de B-glucano fue a las 48 h, y que ocurrié una reduccién en los
rendimientos entre las 48 y 120 h, sugirieron que esto se pudo haber debido a la
reduccion del pH del medio; lo cual seria interesante analizarlo en un futuro (Lee
y Ra 2022).

A diferencia de las bacterias, donde se ha observado que la produccién de B-
glucanos se da en la fase post-estacionaria cuando los niveles de nitrégeno
comienzan a agotarse (Giordano, 2017). Se ha determinado que para
Xanthomonas campestris y Bacillus subtilis variant natto lo 6ptimo es realizar la
extraccion a las 120 h de fermentacion para alcanzar el peso maximo de B-
glucano (Utama et al., 2021). Esta comparacion resalta la diversidad de los
procesos de produccion de B-glucano y destaca la importancia de comprender las

caracteristicas especificas de cada organismo para optimizar su produccion.
Analisis de la ruta de B-glucano.

La importancia del estudio de dos genotipos distintos que tengan producciones
de B-glucano desiguales, mejoraria la comprension de los mecanismos para
seguir optimizando los procesos de produccion. Aunque este analisis es el
primero realizado en U. maydis enfocandose a la biosintesis de B-glucanos,
investigaciones en otras especies, como lo Hordeum vulgare (cebada) ha
permitido identificar genes asociados con la sintesis y acumulacion del f-glucano
durante el desarrollo (Geng et al., 2022). EIl anélisis de la expresion génica
durante la produccion de B-glucano identificd un total de 572 DEG entre la cepa
mutante BMA2 y la cepa FB2 de tipo silvestre. En estudios previos de
enriquecimiento con las cepas BMA2 y la FB2 a pH 9 se identificaron un mayor
namero de DEG (1425 genes) (Franco-Frias et al., 2014) Este hallazgo contrasta
fuertemente con los resultados del presente estudio, aunque los que reportamos
se realizaron en condiciones de pH neutro y mostraron un total de 572 DEG. Esta

diferencia sugiere que las condiciones ambientales, particularmente el pH, puede
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influir significativamente en las vias reguladoras de los genes. A su vez esto es
consistente con lo que menciona Cervantes-Montelongo y colaboradores (2016),
quien menciona que la adaptacion a un medio alcalino involucra otros
mecanismos independientes de la via Pal/Rim (Cervantes-Montelongo et al.,
2016). Por lo tanto, la diferencia entre los resultados de los estudios de pH
alcalino y pH neutro resalta la capacidad de adaptarse a diferentes ambientes.
Ademas de que este hallazgo resalta la importancia de considerar las condiciones
ambientales al interpretar datos de expresion genética y comprender los

mecanismos de produccion de -glucano.

Recapitulando a que Aréchiga-Carvajal y colaboradores (2005) fueron los
primeros en observar en mutantes de Ariml01 la secrecion aumentada de
polisacaridos, lo relacionaron con las alteraciones en la estructura de la pared
celular. En el presente estudio se destaca el enriquecimiento funcional
predominante corresponde a la membrana, con 88 genes regulados positivamente
y 73 genes regulados negativamente. Asimismo, hay 23 genes regulados
positivamente enriquecidos en la via de la periferia celular. Por lo tanto, nuestro
estudio proporciona evidencia adicional del papel de RIM101 en la regulacién de
vias biologicas que estan asociadas con la respuesta al estrés celular. En este caso
principalmente a vias de membrana y periferia celular, sugiriendo que la
sobreexpresion de tales vias y la de polisacaridos sea una estrategia celular para
compensar los cambios en la pared celular y asi mantener la integridad y funcion

celular en condiciones de estrés.

Sin embargo, estudios de Ganoderma lucidum mostraron resultados opuestos
para los mutantes PacC, demostrando una reduccion significativa en el contenido
de B-glucano y una regulacion negativa de la B-glucano sintasa (Hu et al., 2020).
Mientras que en Aureobasidium pullulans, la cepa mutante AAppacc redujo la
produccion de polulano (a-1, 4 -, a-1 ,6-glucano), pero la sobreexpresion del
mismo factor de transcripcion (AAppacc) mostré una mayor produccion de
polulano por litro (Zhang et al., 2023).
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Por lo tanto, se sugiere que los efectos de la mutacion en el factor de transcripcion
Rim101/PacC pueden variar mucho entre especies, destacando la importancia de

considerar las diferencias al interpretar los resultados.

Se ha propuesto que las vias metabolicas como el metabolismo del piruvato,
propanoato, gluconeogénesis/glicolisis y biosintesis de N-glucanos influyen en
la produccién de polisacaridos; ademéas de influir en el crecimiento celular
acelerado y la biosintesis de polisacarido requiriendo un metabolismo activo
(Tong et al., 2022).

Este trabajo revela distintas distribuciones subcelulares de proteinas involucradas
en el metabolismo de los polisacaridos, particularmente los [-glucanos,
encontrando diferentes P-glucano sintasas en diferentes compartimentos
celulares. Encontrando la presencia hipotética de proteinas relacionadas con la
sintesis y union de B-glucano en el reticulo endoplasmaético y la membrana
celular, sugiriendo una regulacion compleja de la biosintesis de f-glucano. La
funcion de algunos de estos genes esta relacionada con KRES6, donde el producto
del gen KREG6 es necesario para la sintesis de los f-glucanos, siendo una proteina

sintasa de membrana (Kurita et al., 2011; Roemer y Bussey, 1991).

Ademas de funciones del producto de los genes relacionados con la proteina de
union al B-1,3-glucano. La observacion de que algunas de estas proteinas
muestran valores de sobreexpresion significativos (de hasta 23, p <0.05) resalta
la importancia de estas proteinas en el contexto de la sobreproduccion de B-

glucano en la cepa BMAZ2.

El estudio de Kurita et al., (2011) enriquece la interpretacion de nuestros
resultados, sugiriendo que el B-1,6-glucano puede sintetizarse intracelularmente
a partir de UDP-glucosa y luego transportarse al exterior para su conjugacion
mediante transglicosilacion. Esta informacion respalda la idea de que la
produccion de B-glucano puede ocurrir en diferentes compartimentos celulares y

que la regulacion de esta sintesis puede ser compleja y multifacética.
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Ademas, se investigd la ubicacion de los genes relacionados con la sintesis de 3-
glucano, y al menos para UMAG_05809 y UMAG_05811 (codifican a proteinas
relacionadas con KRE6: subunidad de sintesis de B-glucano) se observd que estan
agrupados y mostraban una expresion coordinada a pesar de que los productos
de los genes estan ubicados en diferentes compartimentos celulares (reticulo
endoplasmatico y membrana celular), lo que sugiere una posible coordinacién en
la regulacion de estos genes, mecanismo que hasta el momento no ha sido

reportado y seria interesante analizar.

En conjunto, nuestros resultados sugieren una regulacion compleja de la
biosintesis de p-glucano en la cepa BMAZ2, que involucra multiples
compartimentos celulares y una posible coordinacion en la expresion genética;
ademas de considerar una sintesis de cadenas cortas de 3-glucano. Con lo cual
estos resultados contribuyen a una mejor comprension de la respuesta adaptativa
de la cepa Arim101 e implicaciones importantes para la biologia celular y la

ingenieria genética en la produccion de B-glucano.
Comparacion de diferentes métodos de extraccion e identificacion de 3-glucanos

Existen multiples métodos de extraccion de B-glucanos, pero determinar cuél es
el mas adecuado para la fuente con la que se trabaja es crucial para tener calidad.
En este estudio se evaluaron cuatro métodos de extraccion: agua caliente, agua
fria, agua a presion y alcali (Gen et al., 2024; He et al., 2018; Pengkumsri et al.,
2016).

La falta de diferencias significativas entre los grupos en el rendimiento de -
glucano puede atribuirse a varios factores, como la naturaleza de la muestra,
pocas diferencias entre el procedimiento de cada méetodo de extraccion y a la
sensibilidad para cuantificar el B-glucano. Estos resultados sugieren que, al
menos bajo este conjunto de condiciones experimentales, los diferentes métodos
de extraccion evaluados pueden ser igualmente efectivos para extraer B-glucano

de la cepa BMA2 de U. maydis.
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Sin embargo, es importante sefialar que estos resultados se basan en un conjunto
de datos especifico y pueden no generalizarse a otras condiciones
experimentales. Se recomienda en primera instancia utilizar un método mas
sensible para la cuantificacion de B-glucano, como lo podria ser utilizar métodos

enzimaticos (Quezada-Correa et al., 2017).

Para la identificacion se empled FT-IR, ya que mdltiples estudios demuestran
que la identificacion de B-glucanos se puede determinar con la ayuda de FT-IR,
porque los grupos funcionales y la disposiciobn anomérica se identifican
simplemente (Ahmad et al., 2016; Ibrahim y Mahdi, 2020).

El andlisis de los espectros obtenidos identifico varias bandas caracteristicas de
B-glucano (Zechner-Krpan et al., 2010). En particular la banda 1025 cm™
relacionada con las vibraciones de los enlaces glicosidicos, correspondientes al
enlace C-O-C, sugiriendo la presencia de B-glucano en la muestra. Para los
cuales se han reportado sefiales en esa area sugiriendo presencia de -glucanos
(Bleha et al., 2022).

Se considero la extraccion alcalina como el método més adecuado, ya que las
bandas de vibraciones correspondientes a los enlaces de proteinas estaban
ausentes, por lo que la extraccion alcalina ayudé a purificar el B-glucano.
Ademas, el FT-IR revelo que en el 1642 cm™ se atribuyd al estiramiento de C=0,
asi mismo las sefiales de 1404 cm™ y 2887 cm™ sugieren que se debe al
estiramiento de -C-H (CHz), que podria estar ocurriendo en la flexion de los

anillos de glucosa (Bleha et al., 2022).

Asimismo, la sefial 3262 cm™ corresponde a la presencia de grupos hidroxilo
(-OH) en la estructura (Eyigor et al., 2018). Todo en conjunto sugiere que la
muestra contiene enlaces tipicos de f-glucano, como lo son los grupos carbonilo

y metileno, confirmando la presencia del polisacéarido.

66



Evaluacion bioldgica

La evaluacion de la citotoxicidad del B-glucano en la linea celular HUVEC,
utilizando concentraciones de 50 pug a 200 ug de B-glucano, determinando que la
Concentracién Citotoxica Mediana (CCsg) en células HUVEC fue de 291.76
ug/mL de B-glucano (Fig. 13). Presentando una disminucion de la viabilidad
celular en relacion con el aumento de la concentracion utilizada. El tratamiento
sin B-glucano respecto a los demas tratamientos utilizados (50, 75, 100, 150 y
200 pg) presenta diferencias significativas (p<0,001). Los tratamientos de 50, 75
y 100 pg no presentaron diferencias significativas entre si, presentando en
promedio porcentajes de viabilidad de 83,30%, 82,96% vy 81,93%,
respectivamente. El tratamiento de 150 pg/mL tiene una viabilidad celular del
76.30%, mostrando una diferencia significativa con el tratamiento de 100 pug/mL
(p <0.05); los tratamientos de 50 pg/mL y 75 pg/mL (p <0.001), mientras que el
tratamiento de 200 pg/mL presentd 63.23% de viabilidad celular, mostrando
diferencias significativas con todos los demas tratamientos (50, 75, 100, 150
pg/mL). Los resultados nos indican que, a concentraciones mas bajas, el B-
glucano no tiene efectos drasticos en la viabilidad celular de las células HUVEC.
En cambio, a concentraciones medianas (150 pg/mL) se comienzan a percibir los
efectos, esto con una reduccién del porcentaje de viabilidad celular. Siendo 200
pug/mL la concentracion mas citotoxica para las células. Por lo cual se sugiere
que se prueben en diferentes lineas celulares para observar el impacto y que al
menos en la linea celular HUVEC el B-glucano de la cepa BMA2 presenta una
viabilidad mayor al 80% cuando se aplican 50, 75 y 100 pg/mL de tratamiento.

La citotoxicidad se ha centrado principalmente en estudios sobre lineas celulares
cancerosas, para detectar qué B-glucanos podrian usarse en el tratamiento para la
regresion del cancer (Ma et al., 2010; Xu et al., 2016). Se ha demostrado que es
posible influir en la calidad de la inmunidad celular a través del B-glucano,
obteniendo efectos positivos sobre las actividades inmunorreguladoras,
particularmente sobre la inmunidad adaptativa (Richter et al., 2016).
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Incluso existen reportes clinicos donde se han utilizado diferentes tipos de -
glucanos como parte del tratamiento del cancer, entre ellos para el cancer

colorrectal (Karaca et al., 2014) y cancer gastrico (Ina et al., 2011).

El efecto del B-glucano sobre las células HUVEC mostr6 una relacién
dependiente entre la concentracion de la gomay la disminucion en la cantidad de
ROS (expresada como porcentaje de fluorescencia) (Figura 14). Sin embargo, se
demuestra estadisticamente una interaccion entre el tratamiento y el tiempo de
medicion (p < 0,05). Por lo tanto, se podria sugerir que existe un efecto diferente
dependiendo del tiempo en el que se realiza la evaluacion. Se ha informado que
los B-glucanos promueven la expresion de proteinas implicadas en la
angiogénesis y la proteccion contra el estrés oxidativo (Casieri et al., 2017). Sin
embargo, en otros estudios donde se evalud en células HeLa y A549, ha sido
prospectivo porque se ha observado una generacion significativa de ROS con
concentraciones crecientes aplicadas de B-glucano y la capacidad del f-glucano
para desencadenar la apoptosis (Joha et al., 2023). Lo cual seria interesante

analizar mas adelante.

Nuestro B-glucano tiene efecto reductor de ROS, que en términos celulares
previenen dafio oxidativo, protegiendo contra el estrés oxidativo y todos los
efectos negativos que este genera. Por lo cual el B-glucano analizado es un

posible antioxidante, que puede ser de utilidad para potenciales tratamientos.

Se observaron varios cambios en la produccidn de citocinas en las células tratadas
con B-glucano en comparacion con el control. Se observé un ligero aumento en
la concentracion de IL-17B e IFN-y humanos (Tabla 8). Se ha informado que el
B-glucano regula positivamente las citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-
8), incluida la 1L-8, que ha sido mediada por el receptor Dectin-1 ademas de
involucrando la actividad de proteinas como SKY, MAPK y NF-«xB y factores
de transcripcion AP-1 (Ali et al., 2015).

Se ha demostrado que el B-glucano puede inducir la produccion de citoquinas
proinflamatorias, aungue en ensayos in vitro también se observé una disminucion

en la concentracion de TNF e IL-10. Lo que podria estar relacionado con los
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diferentes efectos de las estructuras del B-glucano respecto a la produccion de
citoquinas, como se ha sugerido (Ohno et al., 1995). Estos resultados sugieren
un efecto modulador de nuestro B-glucano sobre la produccién de citocinas, lo
que podria estar relacionado con la regulacion de la respuesta inmune y por tanto
con la basqueda de aplicaciones médicas de la misma. Actualmente, se han
realizado esfuerzos para utilizar B-glucano e interferon y para activar células
mieloides en modelos murinos de cancer de ovario metastasico, obteniendo
resultados positivos donde se redujo la metastasis general (Miyamoto et al.,
2023).

Para determinar un panorama mayor al que reportamos del -glucano de la cepa
BMAZ2 es necesario disefiar ensayos, que permitan identificar los mecanismos
moduladores que pueden estar relacionados con toda la maquinaria celular que

activa al aplicar tratamientos de este tipo de moléculas.
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11 CONCLUSIONES

La mutante BMA2 de Ustilago maydis mostré que en la produccion del B-
glucano su rendimiento aumentd significativamente durante la fase de
crecimiento exponencial y alcanz6 16,12 g/L utilizando dextrosa como fuente de
carbono y urea como fuente de nitrégeno. El analisis de la expresion genética
revel6 572 genes expresados diferencialmente, en su mayoria regulados
positivamente, implicados en vias estructurales metabdlicas y celulares. Las
proyecciones subcelulares sugieren que el B-glucano se sintetiza en maltiples
sitios, destacando la membrana endoplasmica y las membranas intracelulares.
Los meétodos de extraccion de B-glucano no mostraron diferencias significativas
en la cantidad de extraccion, pero si en sus huellas dactilares. La evaluacion en
linea celular determind un porcentaje de viabilidad celular de 83.30% al
administrar un tratamiento de 50 pg/mL glucano durante 24 h y una CCsp de
291,76 pg/mL, mientras que el B-glucano mostré una generacion reducida de
ROS intracelular dependiente de la concentracion y el tiempo, asimismo una
mayor produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-17B e IFN-y; y
disminucion en el TNF, IL-10 e IL-4; lo que sugiere un efecto inmunomodulador
del B-glucano sobre la produccién de citoquinas, sin embargo el mecanismo
particular no estd determinado en las células HUVEC pero seria interesante

analizarlo mas adelante.
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12 PERSPECTIVAS

Escalar la produccion a nivel reactor.

Investigaciones mas a fondo en otras lineas celulares, principalmente

cancerigenas para determinar su efecto en las mismas.

Estudios detallados de modificaciones quimicas con el fin de

potencializar sus propiedades.
Probar en estudios in vivo para validar los hallazgos in vitro.

Investigaciones con citocinas antiinflamatorias, para comprender mejor

el mecanismo de regulacion.
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