
 
 

   

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 

   

Facultad de Ciencias Biológicas 

 

 

 

CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTICOCCIDIANA DE UNA 

PROTEÍNA DE LA LEVADURA Meyerozyma guilliermondii 

 

TESIS PROFESIONAL  

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE:  

B        I        Ó       L        O       G      O 

P         R         E         S        E        N       T       A: 

 

Marilú Mass Sánchez 

 

 

DIRECTOR: 

DR. EDGAR DANTÁN GONZÁLEZ 

 

CUERNAVACA, MORELOS                                                                  JUNIO 2023 

  



 
 

 

AGRADECIMIENTOS ACADÉMICOS 

 

 

A mi tutor, el Dr. Edgar Dantán, quién me permitió ser parte de su equipo de trabajo; todo fue 

posible gracias a su paciencia y enseñanzas. Gracias infinitas por la confianza que me ha brindado, 

por siempre creer en mí y darme la oportunidad de seguir aprendiendo. Más que mi tutor, se ha 

convertido en un gran amigo y mentor. 

A la Dra. Rosa Estela Quiroz y la Dra. María del Carmen Gutiérrez quienes me brindaron su apoyo 

siempre. 

Agradezco especialmente a la Dra. Rosalba Salgado y a la M.C. Magdalena Hernández por 

su paciencia infinita y todo el apoyo que me brindaron para poder culminar esta etapa en mi 

vida. 

A mis compañeros del Laboratorio de Estudios Ecogenómicos quienes hicieron amena mi 

estadía en todo este tiempo, por los momentos, las enseñanzas y el apoyo que me brindó 

cada uno de ellos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

AGRADECIMIENTOS FAMILIARES 

 

 

Doy gracias a la vida por permitirme seguir hasta concluir esta meta a lado de las personas 

más importantes para mí. 

 

Dedico este trabajo de forma especial a mi madre Blanca Estela Sánchez Cortés, que a 

pesar de los obstáculos hemos salido adelante y por la que hoy concluyo satisfactoriamente 

una meta muy importante en mi vida.  

No tengo manera de agradecerte todo lo que me has dado. Gracias por estar siempre en 

todas mis locuras y decisiones. Te amo. 

 

A mi abuela Ricarda Cortés quien con su amor y apoyo me impulsa a ser mejor persona 

cada día y a mi abuelo Alberto Sánchez quien fue una persona especial en mi vida y sé que 

estaría orgulloso de mí por haberlo logrado. 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE 
I. INTRODUCCIÓN .................................................................................................... 1 

II. MARCO TEÓRICO .............................................................................................. 2 

2.1. Producción de carne avícola ................................................................................ 2 

2.2. Coccidiosis en la industria avícola ....................................................................... 4 

2.3. Phylum Apicomplexa ........................................................................................... 5 

2.4. Género Eimeria ................................................................................................... 7 

2.5. Ciclo de vida de Eimeria spp. .............................................................................. 8 

2.6. Alternativas contra la coccidiosis aviar ............................................................... 10 

2.6.1. Vacunas: .................................................................................................................. 10 

2.6.2. Ionóforos: ................................................................................................................. 11 

2.6.3. Antioxidantes: .......................................................................................................... 12 

2.6.4. Aceites esenciales: ................................................................................................. 13 

2.7. Meyerozyma guilliermondii ................................................................................ 14 

III. ANTECEDENTES ................................................................................................. 14 

IV. JUSTIFICACIÓN ................................................................................................... 16 

V. HIPÓTESIS ........................................................................................................... 17 

VI. OBJETIVO ............................................................................................................ 17 

6.1. Objetivo general ................................................................................................ 17 

6.2. Objetivos específicos ......................................................................................... 17 

VII. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................. 18 

7.1. Mantenimiento de la cepa de M. guilliermondii .................................................. 18 

7.2. Obtención de las células de M. guilliermondii .................................................... 18 

7.3. Lisis celular y cuantificación de proteínas .......................................................... 19 

7.4. Precipitación de la fracción soluble con acetona al 40% .................................... 19 

7.5. SDS-PAGE ........................................................................................................ 20 

7.6. Bioensayos ........................................................................................................ 21 

7.7. Precipitación con sulfato de amonio .................................................................. 21 

VIII. RESULTADOS ..................................................................................................... 24 

8.1. Cuantificación de las proteínas de la fracción soluble y la pastilla precipitada al 

40% y SDS-PAGE ........................................................................................................ 24 

8.2. Precipitación con Sulfato de Amonio (NH4 )2SO4 al 40% y 80% y realización de 

SDS-PAGE .................................................................................................................. 26 



 
 

8.3. Bioensayos para corroborar la actividad anticcocidiana de las fracciones del 40 y 

80% de sulfato de amonio ............................................................................................ 28 

8.4. Precipitación con sulfato de amonio al 20%, 40%, 60%, 80% y 100%, SDS-PAGE 

y bioensayos ................................................................................................................ 29 

8.5. Gel de poliacrilamida y bioensayo de las muestras concentradas ..................... 33 

8.6. Análisis de espectrómetro de masas MS/MS ..................................................... 36 

8.7. Posibles candidatos responsables de la actividad anticoccidiana ...................... 37 

IX. DISCUSIÓN .......................................................................................................... 40 

X. CONCLUSIONES ................................................................................................. 45 

XI. PERSPECTIVAS .................................................................................................. 49 

XII. BIBLIOGRAFÍA .................................................................................................... 50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 
Figura 1. Estados Productores de Pollo. Indicadores económicos. Tomado de 

Unión Nacional de Avicultores (2018). .................................................................... 3 

Figura 2. Dibujo esquemático de un ooquiste coccidiano típico. ............................. 6 

Figura 3. Localización de las partes del intestino que parasita Eimeria en el ave. 

Tomado de Selecciones Avícolas (2014). ............................................................... 8 

Figura 4. Un ciclo de vida generalizado para parásitos del género Eimeria. Tomado 

y modificado de Blake y Tomley, 2014. ................................................................. 10 

Figura 5. Comparación de las actividades anticoccidiales del cultivo completo de 

M. guilliermondii 01 ............................................................................................... 15 

Figura 6.  Bioensayos realizados con digestión de tripsina. Tomado de Rodríguez, 

2017. ..................................................................................................................... 16 

Figura 7.  Bioensayo de pastilla precipitada con acetona al 40% y cultivo de M. 

guilliermondii como control positivo ....................................................................... 26 

Figura 8. Comparación de las fracciones precipitadas con acetona y sulfato de 

amonio en gel de poliacrilamida. ........................................................................... 27 

Figura 9. Bioensayo realizado con la pastilla precipitada en (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 al 40 y 

80% utilizando como control negativo ooquistes expuestos en PBS al 1x. ........... 28 

Figura 10. Gel de poliacrilamida al 12% de las fracciones precipitadas con sulfato 

de amonio.............................................................................................................. 30 

Figura 11. Bioensayo realizado con 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de 

(𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒  utilizando como control negativo ooquistes expuestos en PBS 1x... 32 

Figura 12. Comparación de las fracciones precipitadas en gel de poliacrilamida. 

Carril 1: MP.  Carril 2: P40%. Carril 3: PSA 40%. Carril 4: PSA1.  Carril 5: PSA2. .. 34 

Figura 13. Bioensayos de la actividad anticoccidiana de la fracción centrifugada 

con amicones de 50 kDa. ...................................................................................... 35 

Figura 14. SDS-PAGE del contenido total de proteínas de la muestra analizada por 

espectrometría de masas. ..................................................................................... 36 

 

 

 

file:///C:/Users/ThinkPad/Downloads/DOC%20MMS%20Univ/03%20ESCRITO%20TESIS%20MMS%20T.docx%23_Toc136351490
file:///C:/Users/ThinkPad/Downloads/DOC%20MMS%20Univ/03%20ESCRITO%20TESIS%20MMS%20T.docx%23_Toc136351490


 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1.  Avance mensual de la producción pecuaria (2018). Elaborado por el 

Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con información de 

las Delegaciones de la SAGARPA. Tomada y modificada de SIAP 

http://infosiap.siap.gob.mx/repoAvance_siap_gb/pecResumen.jsp ......................... 3 

Tabla 2.  Concentración de la Precipitación de la pastilla al 40% de acetona y 

fracción soluble ..................................................................................................... 25 

Tabla 3.  Cuantificación de las fracciones precipitadas con sulfato de amonio en 

distintos porcentajes .............................................................................................. 29 

Tabla 4.  Cuantificación de proteínas por el método de Bradford .......................... 33 

Tabla 5.  Posibles candidatos seleccionados por abundancia responsables de la 

actividad anticoccidiana. ....................................................................................... 38 

Tabla 6.  Posibles candidatas responsables de la actividad anticoccidiana de 

acuerdo con su función. ........................................................................................ 42 

 

  



1 
 

I. INTRODUCCIÓN 

 

En México, la industria avícola juega un papel importante ya que las personas 

incluyen en su dieta carne de pollo con frecuencia, esto se debe al fácil acceso en 

alimentos por ser un producto que se puede encontrar a bajo costo. 

No obstante, la industria avícola se ve afectada por problemas económicos 

causados por enfermedades de gran importancia, una de ellas es la coccidiosis 

aviar, afectando el desarrollo del ave y por ende la producción acelerada de carne. 

La coccidiosis aviar es una enfermedad causada por parásitos del género Eimeria, 

ocasionando en el ave daños en el epitelio intestinal, pérdida de nutrientes y peso 

corporal, pero solo en casos extremos causa mortalidad. Esta enfermedad se ha 

tratado de controlar con diferentes agentes anticoccidiales tales como, ionóforos, 

extractos naturales, vacunas, entre otros (Abbas et al., 2019), (Fatoba & Adeleke, 

2018). 

Sin embargo, todos estos métodos no aseguran efectividad completa contra la 

infección por estos parásitos, ya que corren el riesgo de causar regresión de 

patogenicidad además de que pueden estar fuera del alcance de los productores 

por los elevados costos. Es por esto, que se siguen buscando alternativas 

eficientes y económicas para reducir las pérdidas significativas para los 

productores. 

En el Centro de Investigaciones en Biotecnología (CeIB), se aisló de una vacuna 

comercial una levadura que posee actividad anticoccidiana en contra del 



2 
 

protozoario responsable de la coccidiosis, identificada como Meyerozyma 

guilliermondii (Dantán-González et al., 2015). Esta levadura secreta una proteína 

que daña la pared del ooquiste, la estructura más resistente del protozoario 

(Sabina et al. 2006) importante para continuar con el proceso de infección.  

En este estudio se pretende identificar y caracterizar la proteína de la levadura M. 

guilliermondii responsable de la actividad anticoccidiana. 

 

II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Producción de carne avícola  

Se estima que en la década actual la producción de carne de pollo a nivel nacional 

ha crecido ininterrumpidamente, pudiendo observar este aumento cada año desde 

el 2006. Esta perspectiva es favorable para seguir con el aumento en los próximos 

años. La participación de la avicultura en la producción pecuaria en el año 2015 

fue del 63 %, siendo el 34 % la cantidad neta de carne de pollo, superando la 

producción de otros productos pecuarios como la carne de res con un 20 %, y de 

cerdo con el 14 %. (Panorama agroalimentario, 2016). En la figura 1 podemos 

observar los estados con mayor producción de carne de pollo, entre ellos 

Veracruz, Aguascalientes y Querétaro. 
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Figura 1. Estados Productores de Pollo. Indicadores económicos. Tomado de 
Unión Nacional de Avicultores (2018). 

http://www.una.org.mx/index.php/component/content/article/2-uncategorised/19-
indicadores-economicos 

 

Tabla 1.  Avance mensual de la producción pecuaria (2018). Elaborado por el 
Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con información de 

las Delegaciones de la SAGARPA. Tomada y modificada de SIAP 
http://infosiap.siap.gob.mx/repoAvance_siap_gb/pecResumen.jsp 

 

 

 

 

 

 

 

PESO EN TONELADAS 

Producto/especie ENERO FEBRERO TOTAL 

BOVINO 156,736 158,493 315,229 

PORCINO 119,191 119,308 238,499 

OVINO 4,903 4,865 9,768 

CAPRINO 3,153 3,129 6,281 

AVE 259,054 262,320 521,374 

http://www.una.org.mx/index.php/component/content/article/2-uncategorised/19-indicadores-economicos
http://www.una.org.mx/index.php/component/content/article/2-uncategorised/19-indicadores-economicos
http://infosiap.siap.gob.mx/repoAvance_siap_gb/pecResumen.jsp
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Entre los meses enero-febrero del año 2018, la producción de carne de bovino y 

ave incrementó en comparación de los demás productos de carne donde su 

aumento es mínimo demostrando que la industria avícola sigue teniendo prioridad 

de consumo (Tabla 1). 

De esta manera, se observa que la producción masiva de carne de pollo aumenta 

considerablemente, pero no todo marcha de manera adecuada ya que la 

producción se ve afectada por agentes infecciosos que dañan a el ave en las 

camas aviares. 

2.2. Coccidiosis en la industria avícola 

Una de las enfermedades de gran importancia en la industria avícola es la 

coccidiosis aviar. Se considera un problema grave para los productores a nivel 

mundial, debido a los altos costos en los tratamientos para el control y prevención 

de la enfermedad.  

Una de las principales causas del bajo rendimiento que confiere esta enfermedad 

en la producción avícola, se asocia al poco espacio de crianza en el que conviven 

las aves, propiciando que la enfermedad se propague de manera acelerada. 

Debido a que todas están susceptibles a esta enfermedad, se ha tratado de 

generar un control mediante una cuidadosa crianza acompañada de 

medicamentos anticoccidiales por medio de vacunas atenuadas y vivas (Blake & 

Tomley, 2014). 
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Sin embargo, aún existen brotes de coccidiosis y la transmisión de enfermedades 

por vía fecal/oral, siendo comunes debido a la resistencia generada a los 

medicamentos y las condiciones intensivas de cría donde las aves están 

expuestas continuamente.  

Las pérdidas anuales económicas que se estiman en la industria al año a causa 

de la coccidiosis son de aproximadamente $ 2.4 millones, esto incluye pérdidas de 

producción y gastos de los tratamientos para enfermedades (Dantán-González et 

al., 2015). 

La coccidiosis aviar es originada por parásitos del género Eimeria que afectan 

diferentes sitios del intestino, así como el estado inmunitario del huésped (Das et 

al., 2021)  

Las infecciones por Eimeria se pueden propiciar debido al poco espacio de crianza 

e incluyen disminución en la absorción de nutrientes, por ende, supresión de la 

respuesta inmunitaria, disminución en la producción de huevos, diarrea 

acompañada con sangrado y en casos no tan evidentes puede causar la muerte 

(Lee et, al. 2020).  

2.3. Phylum Apicomplexa 

Es importante mencionar al filo Apicomplexa ya que los coccidios son parásitos 

eucariotas pertenecientes a éste, siendo patógenos intracelulares que infectan a 

grandes grupos de vertebrados, así como a humanos (Wallach et al., 2012)  
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Los parásitos de este filo son organismos unicelulares que se caracterizan por 

poseer un complejo apical, característica peculiar que distingue a todos sus 

miembros. Este complejo tiene rhoptries, micronemas, gránulos densos y 

estructuras asociadas al citoesqueleto: conoide, anillos polares, apicales y 

protuberancias microtubulares (figura 2), que, además, ayudan al parásito a 

adherirse a las células epiteliales del intestino del ave (Mercier et al., 2005). 

 

Figura 2. Dibujo esquemático de un ooquiste coccidiano típico. 

 Eimeria (a) CM capa del micropilo, IW pared interna del ooquiste, EW pared 

externa del ooquiste, MP micropilo, OR residuo del ooquiiste, PG granulo polar, 

SB cuerpo de Stieda, SC esporocisto, SR residuo del esporocisto, SZ esporozoito, 

RB esporozoito cuerpo refráctil. Se muestran varios tipos de organización interna 

de los ooquistes: (b) Isospora (dos esporocistos, cada uno con 4 esporozoítos), (c) 

Clycospora (dos esporocistos, cada uno con dos esporozoitos), (d) Caryospora 

(único esporoquiste que contiene ocho esporozoitos) (e) Eimeria (cuatro 

esporoquistes, cada uno con dos esporozoitos) (f) Wenyonella (cuatro 

esporocistos, cada uno con cuatro esporozoitos). Tomada de Apicomplexa, 

Votypka et, al. (2016). 
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Este filo incluye a los géneros: Eimeria, Isospora, Cryptosporidium, Toxoplasma y 

Sarcocystis, siendo cada uno parásitos específicos para las especies de 

vertebrados a las que infectan (Bacciu et al., 2014). 

2.4. Género Eimeria 

El parásito causante de la coccidiosis aviar está clasificado como Eimeria spp. Es 

un grupo de protozoarios parásitos específico de hospedero que se multiplica en el 

intestino ocasionando daños en el tejido epitelial interrumpiendo la absorción de 

los nutrientes, deshidratación, diarrea y en casos extremos mortalidad. 

Actualmente la taxonomía de Eimeria forma parte de la siguiente clasificación: 

clase Sporozoasida, subclase Coccidiosina, orden Eucoccidiorida, suborden 

Eimeriodina, familia Eimeriidae, géneros Eimeria e Isospora. 

Eimeria entra al hospedero penetrando las células epiteliales del tracto intestinal 

gracias a la adhesión por medio del complejo apical causando cambios en la 

morfología del intestino (Yuño & Gorgoza, 2008). Se han reportado nueve 

especies de Eimeria causantes de la coccidiosis aviar, de las cuales solo cinco 

especies se consideran levemente patógenas: E. acervulina, E. mitis, E. mivati E. 

praecox y E. hagani (Dantán-González et al., 2015). Las especies de Eimeria que 

se reportan como altamente patógenas son E. brunetti, E. maxima, E. necatrix y E. 

tenella (Quiroz-Castañeda & Dantán-González, 2015). 

Sin embargo, se ha reportado que siete especies son las más comunes y 

específicamente responsables de la coccidiosis: E. brunetti, E. necatrix, E. tenella, 
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E. acervulina, E. maxima, E. mitis y E. praecox (Dantán-González et al., 2015) 

Cada una ataca a diferentes sitios en el intestino del ave (figura 3). 

 

Figura 3. Localización de las partes del intestino que parasita Eimeria en el ave. 
Tomado de Selecciones Avícolas (2014). 

http://seleccionesavicolas.com/avicultura/2014/02/coccidiosis-la-enfermedad-

consecuencias-y-tratamiento 

2.5. Ciclo de vida de Eimeria spp. 

Como todos los Aplicomplexanos, los Eimerianos tienen un ciclo de vida complejo 

(figura 4) caracterizado por divisiones asexuales y sexuales. 

El ciclo de vida de Eimeria implica tres fases: la primera es la esporulación 

(esporogonía) ésta es la fase infecciosa ya que el ooquiste está esporulado y listo 

para la reproducción. Una vez que el ooquiste haya entrado al huésped se realiza 

la segunda fase que es esquizogonía, donde se lleva a cabo la reproducción 

asexual, a esta fase también se le conoce como merogonía. En Eimeria hay un 

número determinado de rondas de reproducción asexual (merogonía) que varía 

según la especie, aunque normalmente pueden ser tres o cuatro rondas en donde 

el parasito se multiplica en el intestino, dando lugar a la tercer fase que es 
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gametogonía, donde se producen los macrogametos y microgametos a partir de 

gametocitos, la fertilización de estos produce cigotos diploides llevando a cabo la 

meiosis formando el cigoto el cual se convierte en ooquiste pero no esporulado 

(Walker et al., 2013). Para que la esporulación se lleve a cabo, el ooquiste debe 

tener las condiciones adecuadas de temperatura, humedad y pH, posteriormente 

ocurre una división meiótica y mitótica que da como resultado la formación de 

cuatro esporoquistes, después, se produce la división mitótica dentro de los 

esporocistos que dan lugar a los merozoitos haploides. Después de la división 

meiótica en el ooquiste, todas las etapas en el ciclo de vida son haploides. La 

división mitótica que ocurre dentro del esquizonte da como resultado la formación 

de merozoitos haploides genéticamente idénticos (Chapman & Jeffers, 2014). 
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Figura 4. Un ciclo de vida generalizado para parásitos del género Eimeria. 
Tomado y modificado de Blake y Tomley, 2014. 

 

2.6. Alternativas contra la coccidiosis aviar  

Se han desarrollado fármacos anticoccidiales y coccidiostaticos de origen natural y 

químico como respuesta urgente para el control de la enfermedad. Los más 

comunes son los siguientes: 

2.6.1. Vacunas:  

Hay diferentes vacunas disponibles en el mercado, incluyendo vacunas virulentas, 

vacunas vivas atenuadas y vacunas de subunidades. Las vacunas virulentas no 

tienen ninguna alteración en su patogenicidad. Sin embargo, se corre el riesgo de 
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comprometer a la parvada si no son suministradas de forma correcta perpetuando 

infecciones posteriores (Peek, 2010). 

El objetivo de las vacunas vivas atenuadas es disminuir la patogenicidad del 

parásito utilizando distintos métodos de atenuación como la selección por 

precocidad donde se eliminan una o más esquizogonias, dando lugar a un menor 

daño en el tracto intestinal, así como una menor producción de ooquistes 

conservando la inmunogenicidad (Jeffers,1975). Pero cuenta con algunas 

desventajas como propagación de la enfermedad o regresión de patogenicidad 

haciéndolo un método poco favorable (Oz, 2017). 

Hoy en día también existen vacunas de subunidades recombinantes, éstas se 

basan en la identificación de antígenos o genes responsables de la inmunidad 

protectora, la desventaja radica en la dificultad que confiere identificar estas 

moléculas (Blake et al., 2017). 

 

2.6.2. Ionóforos: 

Los ionóforos son antimicrobianos polietéres que forman complejos con cationes 

reversibles y liposolubles que facilitan el transporte iónico de las membranas. 

Estos se producen por la fermentación de Streptomyces spp.  

Existen dos subclases de agentes ionóforos: 

• Neutros: Altamente tóxicos por formar complejos catiónicos capaces de 

perturbar las membranas biológicas y potenciales de acción. 
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• Carboxilicos: Que forman con complejos zwintteriónicos promoviendo la 

difusión de intercambio catiónico neutro que es tolerado mejor por los 

organismos. Esta subclase es la utilizada como alternativa contra la 

coccidiosis aviar (Martínez-larrañaga, 1990). 

La eficacia de estos fármacos depende de la exposición extracelular de los 

estadios del parásito provocando modificaciones iónicas y posteriormente la 

muerte celular. A pesar de esto, el uso de los ionóforos tiene desventajas, como la 

depresión que produce en el consumo de alimento ocasionando la pérdida de 

peso del ave (Zavala, 2017). Sin embargo, se ha demostrado que el parásito 

puede desarrollar inmunidad (Jeffers, 2013). En los últimos años se observó 

resistencia en cepas de E. acervulina, E. máxima y E. tenella, ante drogas del 

grupo de estos antibióticos (Yuño & Gorgoza, 2008), haciendo que el uso de esta 

alternativa sea poco rentable.  

 

 

2.6.3. Antioxidantes: 

Normalmente el metabolismo genera radicales libres en menor concentración para 

llevar los procesos fisiológicos, pero cuando en las células hay una acumulación 

de estos radicales libres, los procesos fisiológicos se alteran. Cuando sucede esto 

a nivel celular y tisular el sistema de defensa antioxidante se encarga de 

controlarlos (Abdel-Tawab et al., 2020). Pero a veces puede que los mecanismos 

de defensa no sean suficientes por la generación excesiva de radicales libres y es 
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en ese momento cuando aparecen síntomas clínicos de las enfermedades 

agravando la situación. Los antioxidantes en la industria avícola pueden ayudar a 

reducir el estrés oxidativo, la peroxidación lipídica y los efectos citotóxicos 

provocados por la concentración de los radicales libres (Quiroz-Castañeda & 

Dantán-González, 2015). Los tecoferoles y fenoles han presentado propiedades 

antibacterianas, coccidiostáticas, antihelmínticas, antivirales y antiinflamatorias, 

sobresaliendo entre éstas, la actividad antioxidante (Verano, 2011). Siendo útiles 

para prevenir o limitar los efectos de la infección por coccidiosis.  

2.6.4. Aceites esenciales:  

Los aceites esenciales están compuestos por hidrocarburos cíclicos y sus 

derivados que contienen componentes activos responsables de la actividad 

anticcocidiana y sus derivados. 

Algunos ejemplos de estos aceites esenciales son: Tomillo (Thymus), Clavo 

(Syzygium aromaticum), Artemisia (Artemisia vulgaris), Ajo de sociedad (Tulbaghia 

violácea), el cual ha presentado actividad anticoccidiana en la pared oquistica. 

A pesar de presentan actividad anticoccidiana contra Eimeria spp pueden ser una 

alternativa como coccidiostaticos y no como anticoccidiales debido a la toxicidad, 

eficacia deficiente de la dosis y su escaza respuesta protectora en comparación 

con los coccidiostaticos químicos. También imparte efectos citotóxicos en los 

animales utilizados para la experimentación dañando las membranas celulares y 

estructuras de la pared celular, además de ser costosos en su elaboración (Idris et 

al., 2016). 
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2.7. Meyerozyma guilliermondii 

M. guilliermondii pertenece al clado Saccharomycotina (de Marco et al., 2018). 

Está presente en la microflora de la piel en humanos sanos, en muestras clínicas y 

en el ambiente además de ser ampliamente estudiado por su importancia clínica, 

biotecnológica, y por poseer un gran potencial para control biológico(Papon et al., 

2013), (Romi et al., 2014). También, el género Meyerozyma representa un recurso 

microbiano utilizado en fermentación, biocontrol y producción de biocombustible 

(Petersson, 1995). Además, esta levadura se encuentra en diferentes ambientes 

como en bebidas y comidas fermentadas. De igual forma, se ha comprobado que 

M. guilliermondii posee un efecto inhibitorio en la germinación de las esporas del 

hongo patógeno del arroz Magnaporthe oryzae (Zhao et al., 2010).  

Recientemente se comprobó que una cepa de M guilliermondii posee actividad 

anticoccidiana sobre los ooquistes de Eimeria spp (Dantán-González et al., 2015). 

 

III. ANTECEDENTES 

En el laboratorio de estudios ecogenómicos del Centro de Investigaciones en 

Biotecnología de la UAEM, se aisló una levadura proveniente de una vacuna 

anticcocidial identificada como Meyerozyma guilliermondii, posteriormente se 

evaluó la actividad con bioensayos in vivo con ooquistes obtenidos de una 

suspensión vacunal (Autocox) que contiene algunas de las especies causantes de 

la coccidiosis aviar (E. acervulina, E. máxima, E. tenella y E. praecox), para 

determinar el daño ocasionado (Dantán-González et al., 2015). Esta levadura 
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presentó actividad anticoccidiana en el cultivo, el sobrenadante del medio de 

cultivo, así como en el extracto del sobrenadante y en la fracción soluble 

intracelular (figura 5). 

 

Figura 5. Comparación de las actividades anticoccidiales del cultivo completo de 
M. guilliermondii 01 

 

El sobrenadante del cultivo, el extracto de acetato de etilo y las proteínas 

intracelulares sobre el ooquiste de E. tenella. Después de 48 h, se observó el daño 

más grave de la pared del ooquiste en los bioensayos con el cultivo de M. 

guilliermondii 01 y el extracto de acetato de etilo que mostraban 22.16 y 18.90% 

de integridad inicial, respectivamente. Las proteínas intracelulares de M. 

guilliermondii 01 y el cultivo del sobrenadante también mostraron una actividad 

anticoccidial sustancial, con 45 y 42.40% de integridad inicial después de 48 h, 

respectivamente. Este resultado sugiere que la actividad anticoccidial está 

relacionada con un producto excretado y también con un compuesto intracelular. 

Las diferencias significativas entre los tratamientos y el control a las 24 h se 

muestran con un asterisco y las diferencias significativas entre los tratamientos y 

el control a las 48 h se muestran con doble asterisco (umbral de significación, P 

<0,05). Tomado de Dantán y colaboradores (2015). 

 

El daño causado fue en la pared del ooquiste, la parte más resistente del 

protozoario, reduciendo así la probabilidad de infección. Se ha demostrado que la 

causa de la actividad en la fracción intracelular se debe a un componente de 
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naturaleza proteica. Esto se demostró por medio de ensayos realizados con 

muestra de la fracción intracelular tratados con tripsina, mostrando pérdida de la 

actividad anticoccidiana de hasta 50% (figura 6).  

 

Figura 6.  Bioensayos realizados con digestión de tripsina. Tomado de Rodríguez, 
2017. 

 

La actividad anticcocidiana se presentó desde los 50 µg de proteína. El enfoque 

del siguiente trabajo será el estudio de la actividad causada por la molécula de 

origen proteico, así como determinar y caracterizar la molécula responsable de 

dicha actividad. 

 

IV. JUSTIFICACIÓN 

El intentar combatir la coccidiosis aviar se ha vuelto un reto ya que los avicultores 

al intentar proteger su producción han abusado de los anticoccidiales del mercado 
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generando la resistencia de algunas cepas, además, tienen un costo elevado y las 

pérdidas son significativas. Es por esto qué se buscan métodos naturales a través 

de M. guilliermondii utilizando las moléculas de origen proteico con actividad 

anticoccidiana, considerándose como una nueva alternativa de bajo costo que 

tenga la eficacia correcta para atacar al parasito desde su estructura más 

resistente. 

V. HIPÓTESIS 

La purificación de la proteína con actividad anticoccidiana de Meyerozyma 

guilliermondii permitirá realizar la identificación y caracterización de esta molécula. 

VI. OBJETIVO 

Identificar y caracterizar una proteína de Meyerozyma guilliermondii con actividad 

anticoccidiana. 

 

6.1. Objetivo general 

Caracterizar e identificar una proteína de Meyerozyma guilliermondii con actividad 

anticoccidiana. 

 

6.2. Objetivos específicos 
 

A. Identificar la proteína de la levadura Meyerozyma guilliermondii responsable 

de la actividad anticoccidiana. 
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B. Caracterizar la proteína purificada de la levadura Meyerozyma guilliermondii 

causante de la actividad anticcocidiana. 

C. Determinar la CL50 de la proteína con actividad anticoccidiana. 

 

VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Mantenimiento de la cepa de M. guilliermondii 

Para el estudio del presente trabajo, se utilizó la cepa aislada por Dantán et., al. 

2015. Esta cepa fue inoculada en medio YPD sólido (compuesto por agar 

bacteriológico, peptona, dextrosa y extracto de levadura) incubada a 37°C por 16 

horas para posteriormente conservarlas a -4 °C en el mismo medio para su uso es 

periodos cortos. 

7.2. Obtención de las células de M. guilliermondii 

Para la obtención de las células de la cepa en estudio se inocularon 4 matraces de 

1 litro con 500 ml de medio YPD (Yest extract Peptone Dextrose), el medio de 

cultivo se preparó con 10 g. de dextrosa, 10 g. De peptona y 5 g. de extracto de 

levadura. La levadura se incubó en dicho medio a 37 °C por 16 horas. 

Posteriormente, en una centrifuga refrigerada marca Beckman Coulter, Avanti J-26 

S XPI con un rotor JA-10 a 17 700 xg durante 15 minutos a 4 °C se obtuvo la 

pastilla celular y se retiró el sobrenadante. Para retirar restos del medio de cultivo 

se realizaron dos lavados con acetona y se centrifugó en las mismas condiciones. 

La pastilla precipitada previamente lavada, se resuspendió en PBS 1x a pH 7. 
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7.3. Lisis celular y cuantificación de proteínas   

Para la obtención de las proteínas intracelulares se utilizó un protocolo de 

sonicación conocido (Dunn & Wobbe, 1993). La lisis celular se llevó a cabo con un 

sonicador marca Sonics Vibracell con pulsaciones de 20 s “on” y 40 s “off” durante 

10 ciclos. Esto se realizó con hielo, tratando de no elevar la temperatura de la 

pastilla celular resuspendida. Posteriormente se centrifugó a una temperatura de 4 

°C durante 15 minutos a 75 600 xg rpm. en un rotor JA-25.50  

La concentración de proteínas se cuantificó utilizando NanoDrop 2000 Thermo 

scientific usando el método de Bradford (Bradford, 1976).  

 

7.4. Precipitación de la fracción soluble con acetona al 40% 

Para provocar la precipitación de las proteínas necesitamos un solvente que 

disminuya la constante dieléctrica. Los solventes orgánicos interaccionan con el 

interior hidrofóbico de las proteínas y desorganizan la estructura terciaria, 

provocando su desnaturalizacón y precipitación, desplazando algunas moléculas 

asociadas a las proteínas y reduciendo la presencia de otras en la misma solución. 

Rodríguez, 2017 realizó la precipitación de estas proteínas en distintos volúmenes 

(20%, 40%, 60% y 80%), obteniendo como resultado una actividad mayor en la 

precipitación de las proteínas con acetona al 40 %, incubando a –20 °C durante 

por lo menos 60 minutos.  

La fracción de las proteínas precipitadas en un volumen 3:2 de la fracción soluble 

intracelular en acetona se centrifugó nuevamente a 75 600 xg durante 15 minutos 
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a 4 °C. La pastilla celular se lavó con acetona al mismo volumen para eliminar 

sales y se centrifugo en las mismas condiciones para posteriormente dejar secar a 

temperatura ambiente. 

Se resuspendió la pastilla celular en PBS al 1x con un pH de 7 a 7.5 para 

posteriormente cuantificar proteína por el método de Bradford (Thermo Fisher) y 

realizar bioensayos para corroborar la actividad de la proteína de interés.  

 

7.5. SDS-PAGE 

Se realizó electroforesis con geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) 

al 12% para ello se agregó buffer Laemmli (1970) en una relación 1:1 en cada una 

de las muestras. Dicho buffer está compuesto por SDS al 4% para desnaturalizar 

las proteínas y subunidades dando carga negativa en general, glicerol al 20% que 

aumenta la densidad de la muestra, 2-mercaptoetanol al 10% que reduce los 

enlaces disulfuro intra e intermoleculares, azul de bromofenol al 0.004% el cual 

tiñe a las proteínas haciendolas visibles durante la carga y trix HCl 0.125 M, pH 

6.8 Esto se realizó en una cámara de electroforesis a voltaje constante de 120 V 

durante 2 horas. El marcador de peso molecular empleado fue PageRule TM 

Protein Ladder (de 10 a 250 kDa) (Thermo Fisher). 
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7.6. Bioensayos  

Se realizaron conteos de los ooquistes que no presentaban alguna alteración en 

su pared celular en una cámara de Neubauer, colocando 10 µl de la suspensión 

previamente lavada, en un periodo de incubación de 0, 24 y 48 horas, arrojando 

así, el porcentaje de actividad. 

Según Gama, 2015 para realizar los bioensayos se utiliza un aproximado de 100 

000 ooquistes íntegros obtenidos de una suspensión, con 50 µg de proteína 

(Rodríguez, 2017) aforado con PBS 1x en un volumen final de 1 ml, incubando a 

30 °C con oscilaciones de 250 rpm. 

El número de ooquistes en la suspensión es calculado de acuerdo con: 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑜𝑜𝑞𝑢𝑖𝑠𝑡𝑒𝑠 

𝑚𝑙
= (

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑜𝑜𝑞𝑢𝑖𝑠𝑡𝑒𝑠 𝑜𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑎𝑑𝑜𝑠

10
) 𝑋10,000 

Se utilizaron 100,000 ooquistes de la suspensión vacunal para realizar los 

bioensayos (Gama, 2015). 

 

7.7. Precipitación con sulfato de amonio 

Una vez obtenida la pastilla de la precipitación que se realizó con 40% de acetona, 

se utilizó sulfato de amonio a diferentes porcentajes para evaluar la actividad 

anticoccidiana. Esto se realizó en frio agregando constantemente pequeñas 

cantidades de (NH4 )2SO4 de acuerdo con el porcentaje deseado. Las muestras se 

mezclaron suavemente para posteriormente incubar cada fracción mínimo una 

hora y centrifugar en tubos Eppendorf de 1.5 ml. La pastilla obtenida se 
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resuspendió en 400 µl de PBS al 1x y se dializaron las muestras en 2 L de PBS 1x 

durante dos días con la intención de retirar el exceso de sulfato de amonio. 

  

7.8. Concentración de la muestra con actividad anticoccidiana 

Una vez obtenida la fracción con actividad anticoccidiana se utilizaron filtros para 

centrifuga Amicon Vivaspin TM de 50 kDa. Estas muestras se centrifugaron a 

3500 rpm durante 15 minutos como lo indica el protocolo de purificación de Merck 

Millipore y para desalinizar se utilizaron 2 litros de PBS al 1x con Spectra™ tubos 

de membrana de diálisis Spectra/Por™ en tubos Eppendorf de 2.0 ml (overnight). 

Para concentrar más la muestra se centrifugó en tubos Amicon de 50 kDa, 

posteriormente se realizó gel de poliacrilamida y bioensayos para corroborar la 

actividad anticoccidiana. 

7.9. Espectrometría de masas  

Las células de la muestra se lisaron en SDS al 4%, DDT 0.01M, Tris 0.1 M con 

un pH de 8.6, luego se incubaron durante 1 minuto en buffer de lisis y se 

sonicaron brevemente en hielo (20 pulsos, 1 segundo cada uno). Las muestras 

se incubaron durante 30 minutos a 40 °C para reducir completamente los 

puentes disulfuro. Los residuos de cisteína libres se modificaron con 

yodoacetamida durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. El 

contenido de proteínas se calculó en base a SDS-PAGE y tinción de plata azul 

de las muestras con ayuda del software QuantityOne. 
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Se precipitaron 100 µg de proteína con 9 volúmenes de etanol frio durante 12 

horas a -20°C. La pastilla se lavó tres veces con una solución de etanol al 90% 

y luego se secó. La muestra se solubilizó en ABC (NH4HCO3) 50 mM, SDC 

(desoxicolato de sodio) al 0.5%. Se añadió tripsina en una proporción 1:50 

(enzima, sustrato) y la muestra se incubó durante 16 horas a 37°C. El SDC se 

eliminó mediante extracción con acetato de etilo en condiciones ácidas (se 

añadió un volumen de acetato de etilo a la muestra y se acidificó con TFA al 

0.5%). Después de un vigoroso vortex y centrifugación se descartó la fase 

orgánica. Se realizó una etapa de extracción con acetato de etilo sin TFA 

(ácido trifluroacético). Finalmente, la mezcla de péptidos se desaló con 

cromatografía de fase inversa, se secó y se almacenó a -80°C hasta el análisis 

LC-MS / MS. 

Los péptidos se resuspendieron en condiciones cromatográficas iniciales y se 

separaron en un sistema Dionex Ultimate 3000, RSLCnano UPLC acoplado en 

línea a un espectrómetro de masas de alta resolución Q-Exactive Plus 

(Thermo Fischer Scientific). Las muestras se atraparon primero en una 

precolumna (C18 PepMap 100, 5 µm 10 A°, 300 µm de diámetro interno x 5 

mm) y luego se separaron siguiendo un gradiente de elución de 140 min 

utilizando una columna capilar a 300 nl/m (EASY Spray Column, PepMap 

RSCL, C18, 3 µm, 100 A, 75 um x 150 mm). Las fases móviles fueron las 

siguientes: a) ácido fórmico al 0.1% en agua y b) 90:10 (v/v) acetonitrilo: agua, 

ácido fórmico al 0.1%. 

Los 10 iones más intensos se aislaron en el cuadrupolo y se fragmentaron bajo 

disociación de colisión de alta energía de colisión normalizada del 27%. Los 
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iones percusores se midieron a una resolución de 70,000 (a 200 m/z) y los 

fragmentos se midieron a 17,500. Solo los iones con estados de carga de 2 y 

superiores se fragmentaron con una ventana de aislamiento de 2 Th. 

VIII. RESULTADOS  
 

8.1. Cuantificación de las proteínas de la fracción soluble y la pastilla 

precipitada al 40% y SDS-PAGE 

 

El cultivo de M. guilliermondii se inoculó en matraces con 500 ml de medio YPD a 

37 °C con 250 rpm durante 14 horas. Posterior a esto, se realizó centrifugación, se 

retiró el sobrenadante para resuspender el paquete celular en 3 ml de PBS 1x, pH 

7 y posterior a esto se sonicó con 20 segundos “on” y 40 segundos “off” y se 

centrifugó 15,000 rpm por 15 minutos. 

Se cuantificó la fracción soluble por el método de Bradford (Thermo Fisher 

Scientific) dando como resultado una concentración de 390.122 µg/ml lo que nos 

permite saber cuántos µl de esta fracción se debe agregar para realizar el 

bioensayo y comprobar la actividad anticoccidiana. 

La fracción soluble se precipitó con acetona al 40% como nos indican los 

antecedentes y se centrifugó al día siguiente obteniendo la pastilla que 

posteriormente se resuspendió en PBS.  

Para cuantificar la pastilla precipitada también se utilizó el mismo método, 

arrojando una concentración de proteína de 401.494 µg/ml total (Tabla 2), 
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tomando de la muestra solo 124.53 µl para obtener los 50 µg requeridos para 

realizar bioensayos (Rodríguez, 2017). 

Tabla 2.  Concentración de la proteína precipitada al 40% de acetona y fracción 

soluble 

Muestra Concentración de proteína 

Fracción soluble 390.122 µg/ml 

Pastilla precipitada  401.494 µg/ml 

 

Después se realizaron bioensayos para observar si la muestra presentaba 

actividad anticoccidiana. 

Se evaluó, el porcentaje de actividad presente en 50 µg de la fracción de 40% de 

acetona y de la fracción soluble a las 0, 24 y 48 horas utilizando como control 

negativo ooquistes expuestos en PBS al 1x. En la figura 7 se muestra el 

porcentaje de ooquistes íntegros que se obtuvo en dicho bioensayo, se observa 

que a las 0 horas los ooquistes están totalmente íntegros para ambas condiciones, 

a las 24 horas la integridad de los ooquistes disminuyó, tanto con la fracción del 

40% de acetona como en la fracción soluble, con un 83% y 77%, respectivamente, 

teniendo actividad constante a las 48 horas con una disminución del 51 % para la 

pastilla y 50% para la fracción soluble. 
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Figura 7.  Bioensayo de pastilla precipitada con acetona al 40% y cultivo de M. 
guilliermondii como control positivo   

 

8.2. Precipitación con Sulfato de Amonio (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 al 40% y 80% y 

realización de SDS-PAGE 

 

La pastilla precipitada con acetona al 40% y resuspendida con PBS al 1x se 

precipito con Sulfato de Amonio para realizar otro corte y descartar otras 

proteínas, cuantificando nuevamente por el método de Bradford (Thermo Fisher 

Scientific) arrojando una concentración de 275.862 µg/ml para el 40% y 477.846 

µg/ml para el 80%. Posteriormente se realizó un gel de poliacrilamida al 12% para 

observar los perfiles proteicos y la concentración de la muestra teniendo como 

resultado proteínas que van desde 10 hasta 85 kDa (figura 8). Esto resulto de 

cargar al gel 4.13 µg/ml de la muestra para el 40% de (NH4 )2SO4 y 7.16 µg/ml 



27 
 

para el 80% de (NH4 )2SO4 teniendo como resultado la aparición de nuevas 

bandas de acuerdo con los cortes realizados.  

 

Figura 8. Comparación de las fracciones precipitadas con acetona y sulfato de 
amonio en gel de poliacrilamida. 

Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Fracción soluble. Carril 3: 
Precipitación con acetona al 40%. Carril 4: precipitación con sulfato de amonio 

40%. Carril 5: precipitación con Sulfato de amonio 80%. 
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8.3. Bioensayos para corroborar la actividad anticcocidiana de las 

fracciones del 40 y 80% de sulfato de amonio 
 

Se realizaron bioensayos con las fracciones de sulfato de amonio para corroborar 

la actividad anticoccidiana equivalente a los 50 µg de proteína de la muestra. En 

este caso se agregaron 193.90 µl para el 40% de (NH4 )2SO4 y 104.63 µl del 80% 

del mismo. 

La actividad se evaluó con el porcentaje de ooquistes íntegros a las 0, 24 y 48 

horas utilizando como control negativo ooquistes expuestos en PBS al 1x.  

A las 24 horas en la fracción del 40% se obtuvo 79% de ooquistes íntegros y un 

86% para la fracción del 80% de sulfato de amonio y a las 48 horas la fracción del 

40% resultó con un 70% y el 80% de sulfato con un 73% de ooquistes íntegros en 

total, dando como resultado que la fracción del 40% de (NH4 )2SO4 obtuvo mayor 

actividad anticoccidiana (figura 9). 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Bioensayo realizado con la pastilla 
precipitada en (NH4 )2SO4 al 40 y 80% utilizando 

como control negativo ooquistes expuestos en PBS 
al 1x. 
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8.4. Precipitación con sulfato de amonio al 20%, 40%, 60%, 80% y 

100%, SDS-PAGE y bioensayos 

Posteriormente se dividió la pastilla de una muestra de precipitación con acetona 

al 40% y resuspendida en PBS al 1x en 20%, 40%, 60%, 80% y 100% con sulfato 

de amonio para purificar más la proteína que presenta actividad anticoccidiana. La 

pastilla fue resuspendida en 400 µl de PBS al 1x pH 7 para dializar las muestras y 

posteriormente cuantificar proteína por el método de Bradford y poder realizar un 

gel de poliacrilamida. 

Se realizó la cuantificación por el método de Bradford donde se obtuvieron las 

siguientes concentraciones: 

Tabla 3.  Cuantificación de las fracciones precipitadas con sulfato de amonio en 
distintos porcentajes 

Fracciones Cuantificación 

Fracción soluble 1487.36 µg/ml 

Pastilla precipitada 40% de acetona 1000.44 µg/ml 

Precipitación 20% (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 188.93 µg/ml 

Precipitación 40% (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 606.61 µg/ml 

Precipitación 60% (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 246.45 µg/ml 

Precipitación 80% (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 279.35 µg/ml 

Precipitación 100% (𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒 482.81 µg/ml 
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Se realizó un gel de poliacrilamida (figura 10) utilizando 15 µl de las muestras lo 

que equivale a 22.31 µg/ml de la muestra para la fracción soluble, 15 µg/ml de la 

precipitación con acetona al 40% y respecto a las precipitaciones con sulfato de 

amonio se utilizó para el 20% 2.83 µg/ml de la muestra, 9.09 µg/ml para 60%, 4.19 

µg/ml para el 80% y 7.24 µg/ml para el 100% obteniendo en las fracciones 

abundancia de bandas desde los 55 kDa aunque se pueden observar bandas 

desde los 180 kDa. 

 

Figura 10. Gel de poliacrilamida al 12% de las fracciones precipitadas con sulfato 
de amonio. 

Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción soluble. Carril 3: 
precipitación con acetona al 40%. Carril 4: precipitación con sulfato de amonio al 
20 %. Carril 5: precipitación con sulfato de amonio al 40%. Carril 6: precipitación 

con sulfato de amonio al 60%. Carril 7: precipitación con sulfato de amonio al 80 % 
y carril 8: precipitación con sulfato de amonio al 100%. Todas las precipitaciones 

son sin gradiente. 
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Una vez obtenido el resultado del gel de poliacrilamida y haber comprobado la 

concentración de las muestras se realizaron bioensayos con las fracciones 

precipitadas con sulfato de amonio en donde se contaron únicamente los 

ooquistes íntegros utilizando como control negativo ooquistes expuestos en PBS 

al 1x esto se evaluó a las 0, 24 y 48 horas.  

Obtuvimos como resultado en la fracción del 20% a las 24 horas el 84% de los 

ooquistes íntegros y a las 48 horas 78% de integridad. Así mismo en la fracción 

del 40% se obtuvo a las 24 horas el 72% de ooquistes íntegros, pero a las 48 

horas el 70%, siendo la fracción con menos ooquistes íntegros. A las 24 y 48 

horas, la fracción del 60% se mantuvo con 78% de ooquistes íntegros sin 

presencia de actividad mientras que en la fracción del 80%, se obtuvo el 82% de 

integridad a las 48 horas. En cambio, la fracción del 100% tuvo el 59% a las 24 

horas y a las 48 horas obtuvimos 55% de los ooquistes íntegros. 
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Estos bioensayos se realizaron utilizando 100 µl de cada una de las muestras. 

 

Figura 11. Bioensayo realizado con 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de 
(𝐍𝐇𝟒 )𝟐𝐒𝐎𝟒  utilizando como control negativo ooquistes expuestos en PBS 1x. 

 

De acuerdo con los bioensayos (figura 11) las fracciones que presentan actividad 

anticoccidiana son las precipitadas con 20% y 40% de sulfato de amonio lo que 

indico realizar el siguiente corte desde el 40% de sulfato de amonio para 

posteriormente pasar esta fracción por filtros de 50 kDa y corroborar que la 

actividad anticoccidiana continúe.  
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8.5. Gel de poliacrilamida y bioensayo de las muestras 

concentradas 

Realizamos la cuantificación por el método de Bradford de las muestras 

precipitada con acetona al 40% (P40%), fracción precipitada con sulfato de 

amonio al 40% (PS40%) y de la fracción concentrada en filtros de 50 kDa (PSA2) 

(tabla 4) para posteriormente realizar los bioensayos. 

 

Tabla 4.  Cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

Fracción Cuantificación 

PA40% 401.49 µg/ml 

PS40% 506.73 µg/ml 

PSA40% 275.86 µg/ml 
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Figura 12. Comparación de las fracciones precipitadas en gel de poliacrilamida. 
Carril 1: MP.  Carril 2: P40%. Carril 3: PSA 40%. Carril 4: 𝐏𝐒𝐀𝟏.  Carril 5: 𝐏𝐒𝐀𝟐. 

 

La presencia de proteínas se examinó mediante un gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) (Figura 12) agregando 15 µl de las muestras equivalente a 6 µg/ml de la 

pastilla precipitada con acetona al 40%, 7.6 µg/ml de la muestra precipitada con 

sulfato de amonio al 40% y 4.13 µg/ml de la muestra precipitada con sulfato de 

amonio al 40% pasando por filtros de 50 kDa. Las bandas nos indican que 

obtuvimos una mejor concentración de nuestra muestra siendo visibles nuevas 

bandas en el carril 5. Aunado a esto se realizaron los bioensayos posteriores 

correspondientes. 
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Figura 13. Bioensayos de la actividad anticoccidiana de la fracción centrifugada 
con amicones de 50 kDa. 

 

La muestra se centrifugó con filtros de 50 kDa para posteriormente evaluar la 

actividad anticoccidiana, Los bioensayos (Figura 12) se evaluaron de la misma 

manera que los anteriores (0, 24 y 48 horas). Las moléculas no filtradas de la 

fracción precipitada con sulfato de amonio PSA1 no obtuvieron actividad en 24 

horas, de igual manera a las 48 horas los ooquistes se mantuvieron íntegros con 

un porcentaje de 95% mientras que las moléculas precipitadas con sulfato de 

amonio que si lograron pasar el filtro de 50 kDa PSA2 disminuyeron a las 24 horas 

la integridad de los ooquistes, obteniendo un 78% de integridad y a las 48 horas 

un 72% de ooquistes íntegros. 
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8.6. Análisis de espectrómetro de masas MS/MS 

En la figura 14 podemos apreciar un gel de poliacrilamida donde en el primer carril 

podemos visualizar la concentración de las proteínas de la muestra precipitada 

con sulfato; posibles candidatas de este estudio. 

La proteómica de espectrometría de masas se identificó a través del software Max 

Quant (Tyanova et al., 2016) comparando con Uniprot Meyerozyma guilliermondii 

fasta archivo descargado 2020-06-08. Los datos del análisis del MS/ arrojaron un 

total de 430 posibles proteínas que conforman las muestras analizadas.  

 

Figura 14. SDS-PAGE del contenido total de proteínas de la muestra analizada 
por espectrometría de masas. 

En el primer carril se encuentran las proteínas de la muestra de Meyerozyma 
guilliermondii. Los siguientes carriles contienen 5, 10 y 20 µg de proteínas 

utilizadas como referencia para realizar la densitometría. 
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8.7. Posibles candidatos responsables de la actividad anticoccidiana 

En el análisis se obtuvo 430 proteínas de las cuales descartamos las menos 

abundantes, considerando así 65 posibles candidatas por encima de 1.05E09 de 

abundancia ya que así podemos asumir con certeza que pertenecen a M. 

guilliermondii. Posteriormente se realizó un análisis individual in silico para 

considerar las funciones que ejerce cada proteína candidata dentro de la célula 

como puede apreciarse en los párrafos subsecuentes. 

Se realizó una búsqueda in silico  de cada proteína perteneciente a M. 

guilliermondii y de sus posibles funciones moleculares. Esto se identificó mediante 

la búsqueda en Uniprot y la identificación de péptidos señal, se llevó a cabo en el 

servidor SignalP-5.0 el cual predice la presencia de péptidos señal y la ubicación 

de sus sitios de escisión en proteínas eucariotas. 

En la tabla 5 se muestran las proteínas más abundantes en las fracciones 

analizadas, donde en primer lugar encontramos la enzima gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa con una abundancia de 2.4E+10 reconocida por su participación 

en el metabolismo energético y la producción de ATP y piruvato a través de la 

glucólisis aerobia (Nicholls et al., 2012).  
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Tabla 5.  Posibles candidatos seleccionados por abundancia responsables de la 

actividad anticoccidiana. 

ID 

Proteína  

Nombre de la 

proteína 

Abundancia Función Categoría 

funcional 

A5DDG6 Gliseraldehido-3-

fosfatodehidrogenasa 

2.4E+10 Degradación de 

carbohidratos 

Glucólisis/proteína 

multifuncional 

A5DIS4 Proteína no 

caracterizada 

1.87E+10 Unión de iones magnesio 

Unión de pirofosfato de 

tiamina 

Actividad 

descarboxilasa 

A5DKK7 Fosfoglicerato quinasa 1.63 +10 Proceso glucolítico 

Glucólisis/gluconeogénesis 

Actividad catalítica 

A5DPN9 Fructosa bifosfato 

aldolasa 

1.22E+10 Glucólisis 

Degradación de 

carbohidratos 

Actividad catalítica 

A5DDD0 Proteína con dominio 

 

1.16E+10 Oxidoreductasa  

 

Después se obtuvo una proteína no caracterizada con una abundancia de 

1.87E+10 con una posible función de descarboxilasa en la levadura, además la 

proteína posee 3 dominios y tiene sitios de unión a cofactores asociados al 

Magnesio y difosfato de tiamina. En las levaduras, la catálisis enzimática por 

piruvato deshidrogenasa eficiente en la glucólisis requiere la presencia adicional 

de difosfato de tiamina y Magnesio como cofactores (Kim et al., 2016). 

Con 1.63E+10 se obtuvo la Fosfoglicerato quinasa que está presente como una de 

las enzimas que cataliza la transferencia reversible del grupo1-fosforilo del 1,3-

bisfosfoglicerato al ADP, para producir ATP y 3-fosfoglicerato en el primer paso de 

generación de ATP en la glucólisis. Contiene los dominios C-Terminal y N-

Terminal altamente conservados (Kumar et al., 2019), donde la primera mitad del 
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dominio de la fosfoglicerato quinasa (PGK) es responsable de la unión de 1,3-

fosfoglicerato/1,3-bisfosfoglicerato y la segunda mitad del dominio es responsable 

de la unión de nucleótidos (Biswas et al., 2020). 

También, se obtuvo la enzima glucolítica fructosa bisfosfato aldolasa con una 

intensidad de 1.22E+10 que cataliza la condensación aldólica de dihidroxiacetona 

fosfato (DHAP o glicerona-fosfato) con gliceraldehído 3-fosfato (G3P) para formar 

fructuosa 1,6 bisfosfato (FBP) (Gardberg et al., 2011), en la gluconeogénesis y la 

reacción inversa en la glucólisis donde sintetiza D-gliceraldehido 3-fosfato y 

glicerona fosfato a partir de D-glucosa formando parte de la degradación de 

carbohidratos.  

De acuerdo con la base de datos UniprotKB esta enzima tiene sitios de unión a 

cofactores uniendo 2 iones de Zn²+ por subunidad, uno es catalítico y el otro 

aporta una contribución estructural. 

Acorde a estos datos, se obtuvo una proteína con dominios que presenta una 

intensidad de 1.16E+10 cumpliendo una función molecular de oxidorreductasa en 

nuestra levadura y consta de dos dominios: el primero es un dominio catalítico con 

estructura similar a GroEs de alcohol deshidrogenasa y el segundo es 

deshidrogenasa fijadora de Zinc. También presenta un 50% de identidad con la 

isoenzima Alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1) la cual pertenece a Saccharomyces 

cerevisiae. Esta isoenzima cataliza la conversión de alcoholes primarios no 

ramificados en sus correspondientes aldehídos. Estos datos se tomaron del 

servidor Uniprot. 
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IX. DISCUSIÓN 

 

La coccidiosis aviar es una enfermedad causada por parásitos del género Eimeria, 

resistentes al daño mecánico y a la degradación proteolítica, ocasionando daño en 

el epitelio intestinal del ave y causando pérdidas económicas significativas 

incluyendo su tratamiento y prevención. Por esta razón, se busca una nueva 

alternativa de origen natural que ataque al parásito en su estructura más resistente 

como lo es la pared oquistica. El presente estudio fue planteado para evaluar la 

actividad anticoccidiana en los antecedentes antes mencionados como lo es la 

precipitación con acetona al 40% ya que Rodríguez en el 2017 evaluó la actividad 

anticoccidiana en cortes de 20% y 40% del solvente para poder descartar algunas 

moléculas asociadas con proteínas y así precipitar solo las que presentan dicha 

actividad de la levadura descrita por Dantán y colaboradores (Dantán-González et 

al., 2015), identificada como Meyerozyma guilliermondii. 

M. guilliermondii es una levadura haploide, osmotolerante y no patógena que 

utiliza varias fuentes de carbono para sobrevivir y crecer. Se han realizado 

estudios donde exhiben características fisiológicas que pueden utilizarse para la 

biorremediación de contaminación ambiental con metales (Ruas & Guerra-Sá, 

2020). 

En este estudio, se logró el enriquecimiento de las proteínas que presentan 

actividad anticoccidiana de dicha levadura precipitando con sulfato de amonio al 

40%. Este método se ha utilizado anteriormente para la precipitación de proteínas 

con plasma sanguíneo siendo una estrategia sencilla y donde se han obtenido 

resultados exitosos (Jiang et al., 2004), (Mahn & Ismail, 2011). 
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Una vez corroborada la actividad anticoccidiana la muestra se analizó por 

espectrómetro de masas. Para nuestro análisis solo tomamos en cuenta las 

proteínas más abundantes de acuerdo con su intensidad.   

Entre las más abundantes obtuvimos la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH), una enzima ampliamente estudiada ya que es muy abundante en los 

organismos siendo sensible a una variedad de condiciones celulares como lo es la 

entrada de calcio, hipoxia, progresión del ciclo celular, estados de crecimiento 

acelerados (White & Garcin, 2017), y protección de las células contra especies 

reactivas de oxígeno. Además de ser una enzima clave en la vía glucolítica, está 

involucrada en la apoptosis celular (Chuang et al., 2005). Los organismos 

multicelulares eliminan las células dañadas por medio de apoptosis mientras que 

en los organismos unicelulares como lo son las levaduras, desaceleran el 

envejecimiento celular (Khan et al., 2019). Asimismo, esta enzima ha sido 

reconocida por sus múltiples funciones dentro de la célula por lo que se clasifica 

como una proteína Moonlight o del pluriempleo (Silva et al., 2011). 

Las proteínas Moonlighting descritas por Jeffrey en 1999 son proteínas de una 

sola cadena de polipéptidos que tiene una función conservada pero que a la vez 

realiza funciones adicionales a través de interacciones con moléculas diana 

(Satala et al., 2021). 

Otra proteína considerada Moonlight es la Fructosa bisfosfato aldolasa (FBA) es 

una enzima importante en la vía glucolitica que puede facilitar la adhesión a 

células humanas o superficies abióticas además se considera una proteína 

inmunodominante (Elamin Elhasan et al., 2021). Se ha reportado que las enzimas 
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GAPDH, Enolasa y FBA interactúan directamente con proteínas solubles del 

huésped y ligandos de superficie en bacterias y levaduras (Tunio et al., 2010). 

En este análisis hay varias proteínas del pluriempleo y otras que, aunque no 

hayan presentado mayor intensidad, son fundamentales para alguna ruta 

metabólica dentro de la célula. Por lo tanto, cabe mencionar la importancia de 

estas moléculas que llevan a cabo diferentes actividades pudiendo ser las 

responsables de dicha actividad (Tabla 6).  

 

Tabla 6.  Posibles candidatas responsables de la actividad anticoccidiana de 
acuerdo con su función. 

ID Nombre Abundancia Función 

A5DCG0 Fosfotransferasa 4.14E+09 Degradación de 

carbohidratos 

Glucolisis  

A5DM90 Enolasa 3.02E+09 Actividad catalítica 

Glucolisis  

 

La fosfotransferasa contiene dos dominios estructuralmente similares: 

Hexoquinasa 1 y hexoquinasa 2. La hexoquinasa (Hxk) es una enzima esencial 

para el metabolismo energético de la célula y para regular la transcripción de 

genes en el núcleo. Hxk lleva a cabo sus funciones entrando y saliendo del núcleo 

gracias a proteínas transportadoras y de unión (Vega et al., 2016). Por su 

capacidad de interactuar de manera transitoria o estable con diferentes moléculas, 
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se considera una enzima Moonligthting siendo la detección de glucosa en los 

organismos su función más destacada (Rodríguez-Saavedra et al., 2021). 

En los parásitos protozoarios esta enzima cumple su función en la vía glucolitica. 

Estudios revelan que la inhibición del crecimiento del parasito Cryptosporidium 

puede influir en la ausencia y presencia de glucosa como fuente de carbono 

(Eltahan et al., 2019). También en las levaduras desarrolla funciones interesantes 

contra sus huéspedes aumentando los niveles de glucosa en condiciones 

adversas como Candida albicans que, durante las interacciones contra los 

macrófagos del huésped, se produce una reacción de defensa positiva en ambos 

lo que conduce a una competencia por la glucosa, por ende, al agotarse, C. 

albicans desencadena la muerte rápida de los macrófagos (Tucey et, al. 2018). Lo 

que confiere que posiblemente M. guilliermondii esté desencadenando una 

reacción de supervivencia contra Eimeria. 

Como ya hemos vistos, las proteínas involucradas en la vía metabólica de las 

células son en su mayoría consideradas del pluriempleo, cumpliendo funciones 

cruciales de proteínas conservadas y otras rutas que aún no se han esclarecido 

como es el caso de la Enolasa, una metaloenzima que cataliza la conversión de 

fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato dentro de la glucolisis siendo una reacción 

reversible dependiendo de las condiciones ambientales (Didiasova et al., 2019). 

En Saccharomyces cerviseae, su función del pluriempleo depende de su 

localización celular pues también se encarga de entregar isoaceptores 

citoplasmáticos de lisina (tRk1) a la forma precursora de la sintetasa mitocondrial 

(preMk1p) (Entelis et al. 2006) que se sintetiza en la periferia de la membrana 
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externa mitocondrial. Esta proteína también se ha encontrado en la pared de S. 

cereviseae y varios organismos patógenos. En los parásitos apicomplexanos, la 

enolasa de la superficie celular, participa en el proceso de invasión de tejidos pues 

es capaz de secretarse al entorno extracelular para intervenir en la degradación de 

los éstos (Brandina et al., 2006). 

Asimismo, parásitos protozoarios del género Trypanosoma dependen por 

completo de la glucolisis pues es el único proceso por el cual sintetizan ATP. La 

inhibición de esta ruta metabólica conduce a la muerte del parásito. Incluso, los 

amastigotes intracelulares del parásito Leishmania utilizan azucares como fuente 

de energía y carbono, mientras que la gluconeogénesis es esencial para la 

absorción de hexosa, sintetizar glicoconjugados y β-manano, necesarios para su 

virulencia (Rodriguez & Landfear, 2006). En Plasmodium spp. la enolasa de la 

superficie de la célula, participa en la invasión de tejidos, aunque también se 

puede expulsar al entorno extracelular para intervenir con la invasión inmunitaria 

como se ha observado en Aphidius ervi (Fallabella et. al. 2009), mientras que en 

Entamoeba invadens, la enolasa se expresa por señales ambientales, mostrando 

una asociación con vesículas citoplasmáticas que transportan la proteína a la 

pared del ooquiste (Segovia et. al. 2010).  
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X. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo se enriquecieron las proteínas por medio de algunas técnicas de 

precipitación como lo son acetona y precipitación con sulfato de amonio. Esto se 

llevó a cabo enriqueciendo la muestra con distintas concentraciones en cada 

fracción pues de esta manera las proteínas se precipitaron de forma adecuada en 

cada corte.  

Se demostró la actividad anticcocidiana por medio de bioensayos evaluando el 

porcentaje de ooquistes íntegros desde la precipitación con acetona, cumpliendo 

con aproximadamente 40% de dicha actividad, agregando 100 µg de proteína de 

las muestras. 

Una vez corroborada la actividad anticoccidiana, la muestra se analizó por 

espectrómetro de masas lo que condujo a 65 proteínas candidatas. Se realizó un 

análisis de cada proteína en base a su intensidad y éstas fueron respaldadas por 

la bibliografía para conocer su función dentro de la célula. 

Tomando en cuenta lo anterior, proponemos a la gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa y a la enolasa como las potenciales responsables de la actividad 

anticcocidiana ya que, por ser proteínas moonlighting no siguen la ruta de 

secreción clásica y, además, se han reportado en las paredes de levaduras y 

hongos (Cohen et al., 2020).  

Estudios nos muestran que GAPDH está involucrada en mecanismos de muerte 

celular apoptótica en varios organismos incluyendo Eimeria tenella donde el 
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parásito eleva considerablemente sus niveles de proteína GAPDH antes de la 

apoptosis (Wang et al., 2013). 

En bacterias también se ha detectado GAPDH como una proteína secretada o en 

la superficie de las células, aunque el mecanismo de su translocación sigue siendo 

un enigma abierto a discusión (Kopeckova et al., 2020). 

En levaduras, se ha demostrado que GAPDH juega un papel importante en la 

fermentación alcohólica de Saccharomyces cerevisiae pues resiste a las 

condiciones adversas en el proceso de fermentación, mientras que las levaduras 

no Saccharomyces mueren ante estos factores selectivos. Sin embargo, estudios 

demuestran que existen otros factores involucrados en el proceso de fermentación 

que inhibe el crecimiento de dichas levaduras (Renault et al., 2013), (Branco et al., 

2014). Recientemente descubrieron que estos hallazgos se deben a la interacción 

célula-célula entre Saccharomyces cerevisiae y levaduras no Saccharomyces  

como Lachancea thermotolerans en conjunto con los péptidos antimicrobianos 

derivados de gliceraldehído fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Kemsawasd et al., 

2015). Estos péptidos son denominados como “sacaromicina” (Caldeira et al., 

2019). 

Silva y col. (2011) reportaron que GAPDH en las levaduras es un sustrato 

especifico de metacaspasas y que la división de células apoptóticas de GAPDH, 

origina fragmentos iguales a los péptidos antimicrobianos (AMP).  

Los AMP son componentes conservados del sistema inmunológico y son la línea 

de defensa antimicrobiana para los organismos del reino eucariota, también están 
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involucrados en la respuesta inmune de diferentes organismos (Branco et al., 

2017). 

Las metacaspasas son proteasas de cisteína presentes en plantas, levaduras y 

parásitos protozoarios como en el caso de tripanosomas donde las metacaspasas 

son un factor efector responsables de la muerte celular programada (Debrabant et 

al., 2003). Estas activan la apoptosis y mantienen la viabilidad celular (Shrestha et 

al., 2019). La metacaspasa de levadura es necesaria para llevar a cabo la 

apoptosis celular ante una amplia variedad de estímulos (Silva et al., 2011).  

Al igual que GAPDH, la enolasa es parte fundamental en la glucolisis, la 

gluconeogénesis y probablemente esté involucrada en la patogénesis causada por 

algunos parásitos (Avilán et al. 2011). Esta proteína se ha encontrado secretada 

en E. tenella (Labbé et. al. 2006). Además, es relevante para la etapa del 

desarrollo anaerobio del parásito, pues es de gran ayuda en el metabolismo como 

enzima glucolítica (Zhang et al. 2017). 

Marie y colaboradores (2005), compararon los efectos de reducción de las 

actividades enzimáticas en el flujo glucolítico de T. brucei, validando a la enolasa 

como diana farmacológica mediante interferencia de RNA. Tras la inducción de 

RNAi, la enolasa disminuyó gradualmente durante las primeras 24 h al 16% y 

después de dos días el parasito murió. 

En Eimeria tenella, la enolasa se observó en la superficie, citoplasma y dentro del 

núcleo, lo que sugiere que está asociada a la adhesión e invasión del tejido del 
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huesped (Zhou et al, 2020). En S. cerevisiae también se ha encontrado en la 

pared celular (López et al. 2006).  

Este estudio se enfocó en la búsqueda de un anticoccidiano capaz de romper la 

parte más resistente del ooquiste, desviándonos del enfoque convencional en el 

diseño de fármacos donde los inhibidores específicos de sitios activos pueden 

diferenciar entre proteínas del huésped y del parásito para provocar la inhibición 

especifica de la enzima.  

Aunque en este estudio la enolasa y GAPDH se han considerado las proteínas 

responsables de la actividad anticcocidiana contra los parásitos protozoarios del 

género Eimeria, no se desestiman a las candidatas adicionales, pues podrían ser 

un enfoque de estudio para poder descubrir sus funciones aún desconocidas y 

abrir nuevas expectativas en la elaboración de anticoccidianos eficaces para el 

mercado. 
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XI. PERSPECTIVAS 

 

• Aislar y clonar los genes de las proteínas candidatas. 

• Expresión heteróloga de las proteínas candidatas. 

• Determinar la CL 50 de dicha proteína con diferentes concentraciones. 

• Caracterizar la proteína por medio de choques térmicos, diferente pH y 

temperaturas.  
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H8BZZUVB/d6RoNsz6qhov7Vyty6PbOlRwmCy+ZH2kQo5GUHauUBkw1JMVHRSe95E7NyLv/qL+oAMen5wWgN6sdzprxFOgjNmVRc0hwkMb59+XrNhykFOYurzfiuGy6xsMkZF
wzi9U2DxobwCjiTQrvbXtdfGrfYRZlxdjqYnxu5alvYT87HwPfnC0EFnNMuyTMmx0ojBTjdZmWfU1QSowpPZCYhCpYv7+axgpUHIGz4QSeGq5Re9wJqAZZiYUppNKgSyLg3Fd6P6
IYOUHPaeZ5GsB1a0Ipw47CXWaI17FwVTQvjp94D6G75bp149zJaNwABDLueQkvwE9h7bGhuYdw==

ROSALBA SALGADO MORALES  |  Fecha:2021-10-12 10:34:03  |  Firmante
OO4CMDHCd+rX8V673H0tckufwa6W31VkocxXdAo4MU3j5d9vN/IHcoxJzYcyMg89tg+T0S9NwRVqITWGANiIZv3dQtT7klfFvLGwgvm6DvKQnzR9WKCMFDmj2bRVq/6c9aDXv1
rz+MhPltLBt3MtIOnruHAQtN5l9rZY4WGDxpKW2XXyFrhk8slCQLYcZYmx0qTAI8vefd4yIyNjNrR79Bbvj8wZU3bJcKwBEKpNsSgRdb6w/E4CrQ8EV1f8C6adfbz5gGnAOFSIz/EwJ
M038C9npb7Z9egyow0Z/1xhn24pm4hC7NK4IStaz7HZGPyB/uPhhKlwgcJJa25VZ++FYg==

ROSA ESTELA QUIROZ CASTAÑEDA  |  Fecha:2021-10-18 10:00:13  |  Firmante
qNIE/b0Yd3TAj+4M0FF3mJPTt5Ydv86qOvzHiuz57yvMTfuLjDGXVbM973/leoAeycXY5LvpDAvRdS957fIck1+q2Hq/3UL+CR6M5u7p2ki+RrhczOI5Bu4/CJMpYifFM0wmgYaLhgp
7deFkojX7yF5nePkrgzqinWT9gNmFJJfZBLzrH3reOGMBxxTkC1mX5P5Pm0Ap2s5dJRQihug3kWNAQS2LOUxJIYqUivpfhnNGwBCa8RbKREBxkUtFYGHCtLobnu4VthtIoOlFzez
7L8KgOzNdftPbE6s2YvPeK+R7q2z1NjcPiTOWBZdecuuIaHIN2uMRayt/q7iF6JEBzQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente dirección electrónica o

escaneando el código QR ingresando la siguiente clave: 

0QJ7M26lH

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hMLVrZakrJUiwVbLt1SIJrtwQgCnsAky



Se expide el presente documento firmado electrónicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrónica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboración y es válido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRÓNICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrónico
MAGDALENA HERNANDEZ ORTIZ  |  Fecha:2022-06-15 17:48:24  |  Firmante
HeF9Wm8GlTldC+WZYpGZz9dOxAamJFWx8/xaFQer/KSqFWDOPdls/vXv0iCi0iZYGdVUwmoCuuQLSWRFMtVdtUYP2eyXqdcz1i9Y9T671jvDN6kU79DV5Fab0QDKmZXhRkep
tCz6zbMaUDtw0JxLzlAK1i0HdB+nwmNlxCXo+CiYH7Gh84qdoznVj8pHOk88B6ko7kSdE+UBQyKvUm6xNNRhJw8ao4UwYc0MiwDSLrSF+1I53RSKHnHYdrAH4nK57eKwXepC
udxisp5crR/dPOGKrm7lp9euwhzeHUPKVkUX0zZ30tRYdqBChIR3gweV5Jey9O5ZOABX0nAdVYBYyQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente dirección electrónica o

escaneando el código QR ingresando la siguiente clave: 

tMdaPlW75

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Tjlvj6IodHy7TdOSe18zkPVz6RWnMnY1

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Tjlvj6IodHy7TdOSe18zkPVz6RWnMnY1

