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l. INTRODUCCION

En México, la industria avicola juega un papel importante ya que las personas
incluyen en su dieta carne de pollo con frecuencia, esto se debe al facil acceso en

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

No obstante, la industria avicola se ve afectada por problemas econdmicos
causados por enfermedades de gran importancia, una de ellas es la coccidiosis

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

La coccidiosis aviar es una enfermedad causada por parasitos del género Eimeria,
ocasionando en el ave dafios 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, ionoforos,
extractos naturales, vacunas, entre otros (Abbas et al., 2019), (Fatoba & Adeleke,

2018).

Sin embargo, todos estos métodos no aseguran efectividad completa contra la
infeccion por estos parasitos, ya que corren el riesgo de causar regresion de
patogenicidad ademas de que pueden estar fuera del alcance de los productores
por los elevados costos. Es por esto, que se siguen buscando alternativas
eficientes y econdmicas para reducir las pérdidas significativas para los

productores.

En el Centro de Investigaciones en Biotecnologia (CelB), se aislé de una vacuna

comercial una levadura que posee actividad anticoccidiana en contra del



protozoario responsable de la coccidiosis, identificada como Meyerozyma
guilliermondii (Dantdn-Gonzalez et al., 2015). Esta levadura secreta una proteina
que dafa la pared del ooquiste, la estructura mas resistente del protozoario

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

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

guilliermondii responsable de la actividad anticoccidiana.

Il. MARCO TEORICO

2.1. Produccion de carne avicola

Se estima que en la década actual la produccién de carne de pollo a nivel nacional
ha crecido ininterrumpidamente, pudiendo observar este aumento cada afio desde
el 2006. Esta perspectiva es favorable para seguir con el aumento en los proximos
afnos. La participacion de la avicultura en la produccién pecuaria en el afio 2015
fue del 63 %, siendo el 34 % la cantidad neta de carne de pollo, superando la
produccion 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 produccion de carne de pollo, entre ellos

Veracruz, Aguascalientes y Querétaro.
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Figura 1. Estados Productores de Pollo. Indicadores econdmicos. Tomado de
Union 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 produccién pecuaria (2018). Elaborado por el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con informacion 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

Entre los meses enero-febrero del afio 2018, la produccién de carne de bovino y
ave incrementd en comparaciéon de los demas productos de carne donde su
aumento es minimo demostrando que la industria avicola sigue teniendo prioridad

de consumo (Tabla 1).

De esta manera, se observa que la produccion masiva de carne de pollo aumenta
considerablemente, pero no todo marcha de manera adecuada ya que la
produccion se ve afectada por agentes infecciosos que dafian a el ave en las

camas aviares.

2.2. Coccidiosis en laindustria avicola

Una de las enfermedades de gran importancia en la industria avicola 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 prevencion

de la enfermedad.

Una de las principales causas del bajo rendimiento que confiere esta enfermedad
en la produccion avicola, 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 estan susceptibles a esta enfermedad, se ha tratado de
generar un control mediante una cuidadosa crianza acompafada de
medicamentos anticoccidiales por medio de vacunas atenuadas y vivas (Blake &

Tomley, 2014).



Sin embargo, aun existen brotes de coccidiosis y la transmision de enfermedades
por via fecal/oral, siendo comunes debido a la resistencia generada a los
medicamentos y las condiciones intensivas de cria donde las aves estan

expuestas continuamente.

Las pérdidas anuales econdmicas que se estiman en la industria al afio a causa
de la coccidiosis son de aproximadamente $ 2.4 millones, esto incluye pérdidas de
produccion y gastos de los tratamientos para enfermedades (Dantan-Gonzélez et

al., 2015).

La coccidiosis aviar es originada por parasitos del género Eimeria que afectan
diferentes sitios del intestino, asi 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 disminucion en la absorcién de nutrientes, por ende, supresion de la
respuesta inmunitaria, disminucion en la produccion de huevos, diarrea
acompafada 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 parasitos
eucariotas pertenecientes a éste, siendo patdgenos intracelulares que infectan a

grandes grupos de vertebrados, asi como a humanos (Wallach et al., 2012)



Los parasitos de este filo son organismos unicelulares que se caracterizan por
poseer un complejo apical, caracteristica peculiar que distingue a todos sus
miembros. Este complejo tiene rhoptries, micronemas, granulos densos y
estructuras asociadas al citoesqueleto: conoide, anillos polares, apicales y
protuberancias microtubulares (figura 2), que, ademds, ayudan al parasito a

adherirse a las células epiteliales del intestino del ave (Mercier et al., 2005).
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Figura 2. Dibujo esquemaético de un ooquiste coccidiano tipico.

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 refractil. Se muestran varios tipos de organizacion interna
de los ooquistes: (b) Isospora (dos esporocistos, cada uno con 4 esporozoitos), (c)
Clycospora (dos esporocistos, cada uno con dos esporozoitos), (d) Caryospora
(Unico 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).



Este filo incluye a los géneros: Eimeria, Isospora, Cryptosporidium, Toxoplasma y
Sarcocystis, siendo cada uno parasitos especificos para las especies de

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

2.4. Género Eimeria

El parésito causante de la coccidiosis aviar esta clasificado como Eimeria spp. Es
un grupo de protozoarios parasitos especifico de hospedero que se multiplica en el
intestino ocasionando dafios en el tejido epitelial interrumpiendo la absorcion de
los nutrientes, deshidratacion, diarrea y en casos extremos mortalidad.
Actualmente la taxonomia de Eimeria forma parte de la siguiente clasificacion:
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 adhesion por medio del complejo apical causando cambios en la
morfologia del intestino (Yufio & Gorgoza, 2008). Se han reportado nueve
especies de Eimeria causantes de la coccidiosis aviar, de las cuales solo cinco
especies se consideran levemente patdgenas: E. acervulina, E. mitis, E. mivati E.
praecox y E. hagani (Dantan-Gonzalez et al., 2015). Las especies de Eimeria que
se reportan como altamente patdégenas son E. brunetti, E. maxima, E. necatrix y E.

tenella (Quiroz-Castafieda & Dantan-Gonzalez, 2015).

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

especificamente responsables de la coccidiosis: E. brunetti, E. necatrix, E. tenella,



E. acervulina, E. maxima, E. mitis y E. praecox (Dantan-Gonzalez et al., 2015)

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

CARACTERES E. acervuiina E. mivati E.maxima E.hagani

PARASITADA

i =

MICRAS

ASPECTO
DE LOS
OOQUISTES

no disponibie

Figura 3. Localizacion de las partes del intestino que parasita Eimeria en el ave.
Tomado de Selecciones Avicolas (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 esporulacion
(esporogonia) ésta es la fase infecciosa ya que el ooquiste esta esporulado y listo
para la reproduccién. Una vez que el ooquiste haya entrado al huésped se realiza
la segunda fase que es esquizogonia, donde se lleva a cabo la reproduccion
asexual, a esta fase también se le conoce como merogonia. En Eimeria hay un
numero determinado de rondas de reproduccion asexual (merogonia) que varia
segun 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

8



gametogonia, donde se producen los macrogametos y microgametos a partir de
gametocitos, la fertilizacion 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 esporulacion se lleve a cabo, el ooquiste debe
tener las condiciones adecuadas de temperatura, humedad y pH, posteriormente
ocurre una division meidtica y mitotica que da como resultado la formacién de
cuatro esporoquistes, después, se produce la divisibn mitética dentro de los
esporocistos que dan lugar a los merozoitos haploides. Después de la divisién
meiotica en el ooquiste, todas las etapas en el ciclo de vida son haploides. La
division mitética que ocurre dentro del esquizonte da como resultado la formacion

de merozoitos haploides genéticamente idénticos (Chapman & Jeffers, 2014).
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Figura 4. Un ciclo de vida generalizado para parasitos del género Eimeria.

Tomado y modificado de Blake y Tomley, 2014.

Alternativas contra la coccidiosis aviar

Se han desarrollado farmacos anticoccidiales y coccidiostaticos de origen natural y

quimico como respuesta urgente para el control de la enfermedad. Los mas

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 alteracion en su patogenicidad. Sin embargo, se corre el riesgo de

10



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
parasito utilizando distintos métodos de atenuacidon como la seleccion por
precocidad donde se eliminan una 0 mas esquizogonias, dando lugar a un menor
dafio en el tracto intestinal, asi como una menor produccion de ooquistes
conservando la inmunogenicidad (Jeffers,1975). Pero cuenta con algunas
desventajas como propagacion de la enfermedad o regresion de patogenicidad

haciéndolo un método poco favorable (Oz, 2017).

Hoy en dia también existen vacunas de subunidades recombinantes, éstas se
basan en la identificacion de antigenos 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. loné6foros:

Los ionéforos son antimicrobianos polietéres que forman complejos con cationes
reversibles y liposolubles que facilitan el transporte idnico de las membranas.

Estos se producen por la fermentacion de Streptomyces spp.
Existen dos subclases de agentes ionoforos:
e Neutros: Altamente téxicos por formar complejos catidnicos capaces de

perturbar las membranas biolégicas y potenciales de accion.

11



e Carboxilicos: Que forman con complejos zwintterionicos promoviendo la
difusién de intercambio cationico neutro que es tolerado mejor por los
organismos. Esta subclase es la utilizada como alternativa contra la

coccidiosis aviar (Martinez-larrafiaga, 1990).

La eficacia de estos farmacos depende de la exposicion extracelular de los
estadios del parasito provocando modificaciones ionicas y posteriormente la
muerte celular. A pesar de esto, el uso de los ion6foros tiene desventajas, como la
depresion que produce en el consumo de alimento ocasionando la pérdida de
peso del ave (Zavala, 2017). Sin embargo, se ha demostrado que el parasito
puede desarrollar inmunidad (Jeffers, 2013). En los Ultimos afios se observo
resistencia en cepas de E. acervulina, E. méxima y E. tenella, ante drogas del
grupo de estos antibiéticos (Yufio & Gorgoza, 2008), haciendo que el uso de esta

alternativa sea poco rentable.

2.6.3. Antioxidantes:

Normalmente el metabolismo genera radicales libres en menor concentracion para
llevar los procesos fisioldgicos, pero cuando en las células hay una acumulacion
de estos radicales libres, los procesos fisioldgicos 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 generacion excesiva de radicales libres y es

12



en ese momento cuando aparecen sintomas clinicos de las enfermedades
agravando la situacion. Los antioxidantes en la industria avicola pueden ayudar a
reducir el estrés oxidativo, la peroxidacion lipidica y los efectos citotoxicos
provocados por la concentracion de los radicales libres (Quiroz-Castafieda &
Dantan-Gonzalez, 2015). Los tecoferoles y fenoles han presentado propiedades
antibacterianas, coccidiostaticas, antihelminticas, antivirales y antiinflamatorias,
sobresaliendo entre éstas, la actividad antioxidante (Verano, 2011). Siendo utiles

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

2.6.4. Aceites esenciales:

Los aceites esenciales estan compuestos por hidrocarburos ciclicos 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

violacea), 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 ho como anticoccidiales debido a la toxicidad,
eficacia deficiente de la dosis y su escaza respuesta protectora en comparacion
con los coccidiostaticos quimicos. También imparte efectos citotoxicos en los
animales utilizados para la experimentacion dafiando las membranas celulares y
estructuras de la pared celular, ademas de ser costosos en su elaboracion (ldris et

al., 2016).
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2.7. Meyerozyma guilliermondii

M. guilliermondii pertenece al clado Saccharomycotina (de Marco et al., 2018).
Esta presente en la microflora de la piel en humanos sanos, en muestras clinicas y
en el ambiente ademés de ser ampliamente estudiado por su importancia clinica,
biotecnolégica, y por poseer un gran potencial para control biolégico(Papon et al.,
2013), (Romi et al., 2014). También, el género Meyerozyma representa un recurso
microbiano utilizado en fermentacién, biocontrol y produccion de biocombustible
(Petersson, 1995). Ademas, 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 germinacion de las esporas del
hongo patégeno del arroz Magnaporthe oryzae (Zhao et al., 2010).
Recientemente se comprobd que una cepa de M guilliermondii posee actividad

anticoccidiana sobre los ooquistes de Eimeria spp (Dantan-Gonzélez et al., 2015).

Il. ANTECEDENTES

En el laboratorio de estudios ecogendmicos del Centro de Investigaciones en
Biotecnologia de la UAEM, se aisl6 una levadura proveniente de una vacuna
anticcocidial identificada como Meyerozyma guilliermondii, posteriormente se
evaluo la actividad con bioensayos in vivo con ooquistes obtenidos de una
suspension vacunal (Autocox) que contiene algunas de las especies causantes de
la coccidiosis aviar (E. acervulina, E. maxima, E. tenella y E. praecox), para

determinar el dafio ocasionado (Dantan-Gonzalez et al.,, 2015). Esta levadura
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presentd actividad anticoccidiana en el cultivo, el sobrenadante del medio de
cultivo, asi como en el extracto del sobrenadante y en la fraccion soluble

intracelular (figura 5).
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Figura 5. Comparacion de las actividades anticoccidiales del cultivo completo de
M. guilliermondii 01

El sobrenadante del cultivo, el extracto de acetato de etilo y las proteinas
intracelulares sobre el ooquiste de E. tenella. Después de 48 h, se observo el dafio
mas 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 proteinas intracelulares de M.
guilliermondii 01 y el cultivo del sobrenadante también mostraron una actividad
anticoccidial sustancial, con 45y 42.40% de integridad inicial después de 48 h,
respectivamente. Este resultado sugiere que la actividad anticoccidial esta
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 significacion, P
<0,05). Tomado de Dantan y colaboradores (2015).

El dafio causado fue en la pared del ooquiste, la parte mas resistente del
protozoario, reduciendo asi la probabilidad de infeccién. Se ha demostrado que la

causa de la actividad en la fraccion intracelular se debe a un componente de
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naturaleza proteica. Esto se demostr6 por medio de ensayos realizados con
muestra de la fraccion intracelular tratados con tripsina, mostrando pérdida de la

actividad anticoccidiana de hasta 50% (figura 6).
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Figura 6. Bioensayos realizados con digestion de tripsina. Tomado de Rodriguez,
2017.

La actividad anticcocidiana se presenté desde los 50 ug de proteina. El enfoque
del siguiente trabajo sera el estudio de la actividad causada por la molécula de
origen proteico, asi como determinar y caracterizar la molécula responsable de

dicha actividad.

IV.  JUSTIFICACION

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

al intentar proteger su produccion han abusado de los anticoccidiales del mercado
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generando la resistencia de algunas cepas, ademas, 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, considerdndose como una nueva alternativa de bajo costo que
tenga la eficacia correcta para atacar al parasito desde su estructura mas

resistente.

V. HIPOTESIS

La purificacion de la proteina con actividad anticoccidiana de Meyerozyma

guilliermondii permitira realizar la identificacion y caracterizacion de esta molécula.

VI. OBJETIVO

Identificar y caracterizar una proteina de Meyerozyma guilliermondii con actividad

anticoccidiana.

6.1. Objetivo general

Caracterizar e identificar una proteina de Meyerozyma guilliermondii con actividad

anticoccidiana.

6.2. Objetivos especificos

A. Identificar la proteina de la levadura Meyerozyma guilliermondii responsable

de la actividad anticoccidiana.
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B. Caracterizar la proteina purificada de la levadura Meyerozyma guilliermondii
causante de la actividad anticcocidiana.

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

VIl.  MATERIALES Y METODOS

7.1. Mantenimiento de la cepa de M. guilliermondii

Para el estudio del presente trabajo, se utiliz6 la cepa aislada por Dantan et., al.
2015. Esta cepa fue inoculada en medio YPD soélido (compuesto por agar
bacteriol6gico, 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. Obtencion de las células de M. guilliermondii

Para la obtencion 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 prepar6 con 10 g. de dextrosa, 10 g. De peptona y 5 g. de extracto de
levadura. La levadura se incub6é 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 retir6 el sobrenadante. Para retirar restos del medio de cultivo
se realizaron dos lavados con acetona y se centrifugd en las mismas condiciones.

La pastilla precipitada previamente lavada, se resuspendié en PBS 1x a pH 7.

18



7.3. Lisis celular y cuantificacion de proteinas

Para la obtencién de las proteinas intracelulares se utilizO un protocolo de
sonicacion conocido (Dunn & Wobbe, 1993). La lisis celular se llevé a cabo con un
sonicador marca Sonics Vibracell con pulsaciones de 20 s “on” y 40 s “off” durante
10 ciclos. Esto se realizd6 con hielo, tratando de no elevar la temperatura de la
pastilla celular resuspendida. Posteriormente se centrifug6 a una temperatura de 4

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

La concentracion de proteinas se cuantifico utilizando NanoDrop 2000 Thermo

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

7.4. Precipitacion de la fraccién soluble con acetona al 40%

Para provocar la precipitacion de las proteinas necesitamos un solvente que
disminuya la constante dieléctrica. Los solventes organicos interaccionan con el
interior hidrofébico de las proteinas y desorganizan la estructura terciaria,
provocando su desnaturalizacén y precipitacion, desplazando algunas moléculas
asociadas a las proteinas y reduciendo la presencia de otras en la misma solucién.
Rodriguez, 2017 realizé la precipitacion de estas proteinas en distintos volimenes
(20%, 40%, 60% y 80%), obteniendo como resultado una actividad mayor en la
precipitacion de las proteinas con acetona al 40 %, incubando a —20 °C durante

por lo menos 60 minutos.

La fraccién de las proteinas precipitadas en un volumen 3:2 de la fraccién soluble
intracelular en acetona se centrifugd nuevamente a 75 600 xg durante 15 minutos
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a 4 °C. La pastilla celular se lavé con acetona al mismo volumen para eliminar
sales y se centrifugo en las mismas condiciones para posteriormente dejar secar a

temperatura ambiente.

Se resuspendié la pastilla celular en PBS al 1x con un pH de 7 a 7.5 para
posteriormente cuantificar proteina por el método de Bradford (Thermo Fisher) y

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

7.5. SDS-PAGE

Se realizo electroforesis con geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)
al 12% para ello se agreg6 buffer Laemmli (1970) en una relacién 1:1 en cada una
de las muestras. Dicho buffer esta compuesto por SDS al 4% para desnaturalizar
las proteinas 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
tife a las proteinas haciendolas visibles durante la carga y trix HCI 0.125 M, pH
6.8 Esto se realiz6 en una camara de electroforesis a voltaje constante de 120 V
durante 2 horas. EI 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 alteracién en
su pared celular en una camara de Neubauer, colocando 10 ul de la suspensién
previamente lavada, en un periodo de incubacién de 0, 24 y 48 horas, arrojando

asi, el porcentaje de actividad.

Segun Gama, 2015 para realizar los bioensayos se utiliza un aproximado de 100
000 ooquistes integros obtenidos de una suspension, con 50 pg de proteina
(Rodriguez, 2017) aforado con PBS 1x en un volumen final de 1 ml, incubando a

30 °C con oscilaciones de 250 rpm.

El nimero de ooquistes en la suspension es calculado de acuerdo con:

Numero de ooquistes (Nljmero de ooquistes observados

= X10,000
0 )

ml

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

bioensayos (Gama, 2015).

7.7. Precipitacion con sulfato de amonio

Una vez obtenida la pastilla de la precipitacion que se realizé con 40% de acetona,
se utilizé6 sulfato de amonio a diferentes porcentajes para evaluar la actividad
anticoccidiana. Esto se realiz6 en frio agregando constantemente pequefas
cantidades de (NH,),S0O, de acuerdo con el porcentaje deseado. Las muestras se
mezclaron suavemente para posteriormente incubar cada fraccion minimo una

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

durante dos dias con la intenciéon de retirar el exceso de sulfato de amonio.

7.8. Concentracién de la muestra con actividad anticoccidiana

Una vez obtenida la fraccion 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 purificaciéon de Merck
Millipore y para desalinizar se utilizaron 2 litros de PBS al 1x con Spectra™ tubos
de membrana de dialisis Spectra/Por™ en tubos Eppendorf de 2.0 ml (overnight).
Para concentrar mas la muestra se centrifugd en tubos Amicon de 50 kDa,
posteriormente se realiz6 gel de poliacrilamida y bioensayos para corroborar la

actividad anticoccidiana.

7.9. Espectrometria 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 cisteina libres se modificaron con
yodoacetamida durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. El
contenido de proteinas se calculé en base a SDS-PAGE vy tincién de plata azul

de las muestras con ayuda del software QuantityOne.
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Se precipitaron 100 ug de proteina con 9 volumenes de etanol frio durante 12
horas a -20°C. La pastilla se lavo tres veces con una solucién de etanol al 90%
y luego se seco. La muestra se solubiliz6 en ABC (NH,HCO3;) 50 mM, SDC
(desoxicolato de sodio) al 0.5%. Se afadi6 tripsina en una proporcion 1:50
(enzima, sustrato) y la muestra se incub6 durante 16 horas a 37°C. ElI SDC se
elimind mediante extraccidon con acetato de etilo en condiciones acidas (se
afiadio un volumen de acetato de etilo a la muestra y se acidifico con TFA al
0.5%). Después de un vigoroso vortex y centrifugacion se descarto la fase
organica. Se realizé una etapa de extraccidbn con acetato de etilo sin TFA
(acido trifluroacético). Finalmente, la mezcla de péptidos se desald con
cromatografia de fase inversa, se secé y se almacend a -80°C hasta el analisis
LC-MS / MS.

Los péptidos se resuspendieron en condiciones cromatograficas iniciales y se
separaron en un sistema Dionex Ultimate 3000, RSLCnano UPLC acoplado en
linea a un espectrometro de masas de alta resolucion Q-Exactive Plus
(Thermo Fischer Scientific). Las muestras se atraparon primero en una
precolumna (C18 PepMap 100, 5 um 10 A°, 300 um de diametro interno x 5
mm) y luego se separaron siguiendo un gradiente de elucién de 140 min
utilizando una columna capilar a 300 nl/m (EASY Spray Column, PepMap
RSCL, C18, 3 um, 100 A, 75 um x 150 mm). Las fases moviles fueron las
siguientes: a) acido formico al 0.1% en agua y b) 90:10 (v/v) acetonitrilo: agua,
acido férmico al 0.1%.

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

disociacion de colision de alta energia de colision normalizada del 27%. Los
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iones percusores se midieron a una resolucion 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.

VIIl. RESULTADOS

8.1. Cuantificacién de las proteinas de la fraccion soluble y la pastilla
precipitada al 40% y SDS-PAGE

El cultivo de M. guilliermondii se inocul6 en matraces con 500 ml de medio YPD a
37 °C con 250 rpm durante 14 horas. Posterior a esto, se realizd centrifugacion, se
retird el sobrenadante para resuspender el paquete celular en 3 ml de PBS 1x, pH
7 y posterior a esto se sonicd con 20 segundos “on” y 40 segundos “off” y se

centrifugd 15,000 rpm por 15 minutos.

Se cuantifico la fraccion soluble por el método de Bradford (Thermo Fisher
Scientific) dando como resultado una concentracion de 390.122 pg/ml lo que nos
permite saber cuantos pl de esta fraccibn se debe agregar para realizar el

bioensayo y comprobar la actividad anticoccidiana.

La fraccion soluble se precipitdé con acetona al 40% como nos indican los
antecedentes y se centrifugd al dia siguiente obteniendo la pastilla que

posteriormente se resuspendié en PBS.

Para cuantificar la pastilla precipitada también se utiliz6 el mismo método,

arrojando una concentracion de proteina de 401.494 ug/ml total (Tabla 2),
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tomando de la muestra solo 124.53 pl para obtener los 50 pg requeridos para

realizar bioensayos (Rodriguez, 2017).

Tabla 2. Concentracion de la proteina precipitada al 40% de acetona y fraccion

soluble
Fraccién soluble 390.122 pg/ml
Pastilla precipitada 401.494 pg/ml

Después se realizaron bioensayos para observar si la muestra presentaba

actividad anticoccidiana.

Se evalug, el porcentaje de actividad presente en 50 pg de la fraccion de 40% de
acetona y de la fraccion 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 integros que se obtuvo en dicho bioensayo, se observa
que a las 0 horas los ooquistes estan totalmente integros para ambas condiciones,
a las 24 horas la integridad de los ooquistes disminuyd, tanto con la fraccién del
40% de acetona como en la fraccion soluble, con un 83% y 77%, respectivamente,
teniendo actividad constante a las 48 horas con una disminucion del 51 % para la

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

8.2. Precipitaciéon con Sulfato de Amonio (NH,4),S0,4 al 40% y 80% y
realizacion 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
proteinas, cuantificando nuevamente por el método de Bradford (Thermo Fisher
Scientific) arrojando una concentracion de 275.862 pg/ml para el 40% y 477.846
pg/ml para el 80%. Posteriormente se realizo un gel de poliacrilamida al 12% para
observar los perfiles proteicos y la concentracion de la muestra teniendo como
resultado proteinas que van desde 10 hasta 85 kDa (figura 8). Esto resulto de

cargar al gel 4.13 pg/ml de la muestra para el 40% de (NH,),SO, y 7.16 pg/ml
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para el 80% de (NH,),SO, teniendo como resultado la aparicibn de nuevas

bandas de acuerdo con los cortes realizados.

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

Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Fraccién soluble. Carril 3:
Precipitacion con acetona al 40%. Carril 4: precipitacién con sulfato de amonio
40%. Carril 5: precipitacion 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 pg de proteina de la muestra. En
este caso se agregaron 193.90 pl para el 40% de (NH,),SO, y 104.63 pul del 80%

del mismo.

La actividad se evalu6 con el porcentaje de ooquistes integros a las 0, 24 y 48

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

A las 24 horas en la fraccion del 40% se obtuvo 79% de ooquistes integros y un
86% para la fraccién del 80% de sulfato de amonio y a las 48 horas la fraccion del
40% resulté con un 70% y el 80% de sulfato con un 73% de ooquistes integros en
total, dando como resultado que la fraccion del 40% de (NH,),S0O, obtuvo mayor
actividad anticoccidiana (figura 9).

Bioensayo 40% y 80% (NH4)2504
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Figura 9. Bioensayo realizado con la pastilla
precipitada en (NH, ),S0, al 40 y 80% utilizando
como control negativo ooquistes expuestos en PBS )8
al 1x.



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

Posteriormente se dividio la pastilla de una muestra de precipitacion con acetona
al 40% y resuspendida en PBS al 1x en 20%, 40%, 60%, 80% y 100% con sulfato
de amonio para purificar mas la proteina que presenta actividad anticoccidiana. La
pastilla fue resuspendida en 400 pl de PBS al 1x pH 7 para dializar las muestras y
posteriormente cuantificar proteina por el método de Bradford y poder realizar un

gel de poliacrilamida.

Se realizé la cuantificacion por el método de Bradford donde se obtuvieron las

siguientes concentraciones:

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

Fracciones Cuantificacién
Fraccion soluble 1487.36 pg/ml
Pastilla precipitada 40% de acetona 1000.44 pg/ml
Precipitacion 20% (NH,4 ),S0,4 188.93 pug/ml
Precipitacion 40% (NH,4 ),S0, 606.61 pg/ml
Precipitacion 60% (NH,4),S0, 246.45 pg/ml
Precipitacion 80% (NH,4 ),S0, 279.35 pg/ml
Precipitacion 100% (NH, ),S0, 482.81 pg/mi
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Se realiz6 un gel de poliacrilamida (figura 10) utilizando 15 pl de las muestras lo
que equivale a 22.31 pg/ml de la muestra para la fraccion soluble, 15 pg/ml de la
precipitacion con acetona al 40% Yy respecto a las precipitaciones con sulfato de
amonio se utilizé para el 20% 2.83 pg/ml de la muestra, 9.09 pg/ml para 60%, 4.19
pg/ml para el 80% y 7.24 pg/ml para el 100% obteniendo en las fracciones
abundancia de bandas desde los 55 kDa aunque se pueden observar bandas

desde los 180 kDa.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida al 12% de las fracciones precipitadas con sulfato
de amonio.

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

con sulfato de amonio al 60%. Carril 7: precipitacion con sulfato de amonio al 80 %
y carril 8: precipitacion 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
concentracion de las muestras se realizaron bioensayos con las fracciones
precipitadas con sulfato de amonio en donde se contaron Unicamente los
ooquistes integros utilizando como control negativo ooquistes expuestos en PBS

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

Obtuvimos como resultado en la fraccion del 20% a las 24 horas el 84% de los
ooquistes integros y a las 48 horas 78% de integridad. Asi mismo en la fraccion
del 40% se obtuvo a las 24 horas el 72% de ooquistes integros, pero a las 48
horas el 70%, siendo la fraccibn con menos ooquistes integros. A las 24 y 48
horas, la fraccibn del 60% se mantuvo con 78% de ooquistes integros sin
presencia de actividad mientras que en la fraccion del 80%, se obtuvo el 82% de
integridad a las 48 horas. En cambio, la fraccion del 100% tuvo el 59% a las 24

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

Bioensayo precipitaciones de (NHy); SO
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Figura 11. Bioensayo realizado con 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de
(NH4),S0, 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 fraccion por filtros de 50 kDa y corroborar que la

actividad anticoccidiana continte.
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8.5. Gel de poliacrilamida y bioensayo de las muestras
concentradas

Realizamos la cuantificacion por el método de Bradford de las muestras
precipitada con acetona al 40% (P40%), fraccion precipitada con sulfato de
amonio al 40% (PS40%) y de la fraccion concentrada en filtros de 50 kDa (PSA,)

(tabla 4) para posteriormente realizar los bioensayos.

Tabla 4. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Fraccién Cuantificacion

PA40% 401.49 pg/mi
PS40% 506.73 pg/ml
PSA40% 275.86 pg/ml
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Figura 12. Comparacion de las fracciones precipitadas en gel de poliacrilamida.
Carril 1: MP. Carril 2: P40%. Carril 3: PSA 40%. Carril 4: PSA;. Carril 5: PSA,.

La presencia de proteinas se examind mediante un gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (Figura 12) agregando 15 pl de las muestras equivalente a 6 pg/ml de la
pastilla precipitada con acetona al 40%, 7.6 pg/ml de la muestra precipitada con
sulfato de amonio al 40% y 4.13 pg/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 concentracion 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 fraccion centrifugada
con amicones de 50 kDa.

La muestra se centrifugd 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
fraccion precipitada con sulfato de amonio PSA; no obtuvieron actividad en 24
horas, de igual manera a las 48 horas los ooquistes se mantuvieron integros con
un porcentaje de 95% mientras que las moléculas precipitadas con sulfato de
amonio que si lograron pasar el filtro de 50 kDa PSA, disminuyeron a las 24 horas
la integridad de los ooquistes, obteniendo un 78% de integridad y a las 48 horas

un 72% de ooquistes integros.
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8.6. Analisis de espectrometro de masas MS/MS

En la figura 14 podemos apreciar un gel de poliacrilamida donde en el primer carril
podemos visualizar la concentracién de las proteinas de la muestra precipitada

con sulfato; posibles candidatas de este estudio.

La protedmica de espectrometria de masas se identificd a través del software Max
Quant (Tyanova et al., 2016) comparando con Uniprot Meyerozyma guilliermondii
fasta archivo descargado 2020-06-08. Los datos del analisis del MS/ arrojaron un

total de 430 posibles proteinas que conforman las muestras analizadas.

Figura 14. SDS-PAGE del contenido total de proteinas de la muestra analizada
por espectrometria de masas.

En el primer carril se encuentran las proteinas de la muestra de Meyerozyma
guilliermondii. Los siguientes carriles contienen 5, 10 y 20 ug de proteinas
utilizadas como referencia para realizar la densitometria.
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8.7. Posibles candidatos responsables de la actividad anticoccidiana

En el analisis se obtuvo 430 proteinas de las cuales descartamos las menos
abundantes, considerando asi 65 posibles candidatas por encima de 1.05E09 de
abundancia ya que asi podemos asumir con certeza que pertenecen a M.
guilliermondii. Posteriormente se realiz6 un analisis individual in silico para
considerar las funciones que ejerce cada proteina candidata dentro de la célula

como puede apreciarse en los parrafos subsecuentes.

Se realiz6 una busqueda in silico de cada proteina perteneciente a M.
guilliermondii y de sus posibles funciones moleculares. Esto se identificO mediante
la busqueda en Uniprot y la identificacién de péptidos sefal, se llevd a cabo en el
servidor SignalP-5.0 el cual predice la presencia de péptidos sefial y la ubicacién

de sus sitios de escisidn en proteinas eucariotas.

En la tabla 5 se muestran las proteinas mas abundantes en las fracciones
analizadas, donde en primer lugar encontramos la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa con una abundancia de 2.4E+10 reconocida por su participacion
en el metabolismo energético y la produccion de ATP y piruvato a través de la

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

ID Nombre de la Abundancia Categoria
Proteina proteina funcional

;o lc[-W Gliseraldehido-3- 2.4E+10 Degradacién de Glucolisis/proteina
fosfatodehidrogenasa carbohidratos multifuncional
Proteina no 1.87E+10 Unidn de iones magnesio  Actividad
caracterizada .. ) descarboxilasa
Unidn de pirofosfato de
tiamina
A CYA Fosfoglicerato quinasa 1.63 +10 Proceso glucolitico Actividad catalitica

Glucdlisis/gluconeogénesis

Fructosa bifosfato 1.22E+10 Glucdlisis Actividad catalitica

aldolasa »
Degradacioén de

carbohidratos

A5DPN9
DN Proteina con dominio 1.16E+10 Oxidoreductasa

Después se obtuvo una proteina no caracterizada con una abundancia de

1.87E+10 con una posible funcion de descarboxilasa en la levadura, ademas la
proteina posee 3 dominios y tiene sitios de union a cofactores asociados al
Magnesio y difosfato de tiamina. En las levaduras, la catdlisis enzimatica por
piruvato deshidrogenasa eficiente en la glucdlisis 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 esta presente como una de
las enzimas que cataliza la transferencia reversible del grupol-fosforilo del 1,3-
bisfosfoglicerato al ADP, para producir ATP y 3-fosfoglicerato en el primer paso de
generacion de ATP en la glucdlisis. 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 unién de 1,3-
fosfoglicerato/1,3-bisfosfoglicerato y la segunda mitad del dominio es responsable

de la unién de nucledtidos (Biswas et al., 2020).

También, se obtuvo la enzima glucolitica fructosa bisfosfato aldolasa con una
intensidad de 1.22E+10 que cataliza la condensacion aldolica de dihidroxiacetona
fosfato (DHAP o glicerona-fosfato) con gliceraldehido 3-fosfato (G3P) para formar
fructuosa 1,6 bisfosfato (FBP) (Gardberg et al., 2011), en la gluconeogénesis y la
reaccion inversa en la glucodlisis donde sintetiza D-gliceraldehido 3-fosfato y
glicerona fosfato a partir de D-glucosa formando parte de la degradacion de

carbohidratos.

De acuerdo con la base de datos UniprotKB esta enzima tiene sitios de union a
cofactores uniendo 2 iones de Zn?+ por subunidad, uno es catalitico y el otro

aporta una contribucion estructural.

Acorde a estos datos, se obtuvo una proteina con dominios que presenta una
intensidad de 1.16E+10 cumpliendo una funcion molecular de oxidorreductasa en
nuestra levadura y consta de dos dominios: el primero es un dominio catalitico 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 conversion de alcoholes primarios no
ramificados en sus correspondientes aldehidos. Estos datos se tomaron del

servidor Uniprot.

39



IX. DISCUSION

La coccidiosis aviar es una enfermedad causada por parésitos del género Eimeria,
resistentes al dafio mecanico y a la degradacion proteolitica, ocasionando dafio en
el epitelio intestinal del ave y causando pérdidas econOmicas significativas
incluyendo su tratamiento y prevencion. Por esta razon, se busca una nueva
alternativa de origen natural que ataque al parasito en su estructura mas 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
precipitacion con acetona al 40% ya que Rodriguez en el 2017 evalud la actividad
anticoccidiana en cortes de 20% y 40% del solvente para poder descartar algunas
moléculas asociadas con proteinas y asi precipitar solo las que presentan dicha
actividad de la levadura descrita por Dantan y colaboradores (Dantan-Gonzélez et

al., 2015), identificada como Meyerozyma guilliermondii.

M. guilliermondii es una levadura haploide, osmotolerante y no patégena que
utiliza varias fuentes de carbono para sobrevivir y crecer. Se han realizado
estudios donde exhiben caracteristicas fisiolégicas que pueden utilizarse para la
biorremediacion de contaminacion ambiental con metales (Ruas & Guerra-Sa,

2020).

En este estudio, se logré el enriquecimiento de las proteinas que presentan
actividad anticoccidiana de dicha levadura precipitando con sulfato de amonio al
40%. Este método se ha utilizado anteriormente para la precipitacion de proteinas
con plasma sanguineo 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 analizdé por
espectrometro de masas. Para nuestro analisis solo tomamos en cuenta las

proteinas mas abundantes de acuerdo con su intensidad.

Entre las mas 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, progresion del ciclo celular, estados de crecimiento
acelerados (White & Garcin, 2017), y proteccion de las células contra especies
reactivas de oxigeno. Ademas de ser una enzima clave en la via glucolitica, esta
involucrada en la apoptosis celular (Chuang et al., 2005). Los organismos
multicelulares eliminan las células dafiadas 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 multiples funciones dentro de la célula por lo que se clasifica

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

Las proteinas Moonlighting descritas por Jeffrey en 1999 son proteinas de una
sola cadena de polipéptidos que tiene una funcién conservada pero que a la vez
realiza funciones adicionales a través de interacciones con moléculas diana

(Satala et al., 2021).

Otra proteina considerada Moonlight es la Fructosa bisfosfato aldolasa (FBA) es
una enzima importante en la via glucolitica que puede facilitar la adhesion a
células humanas o superficies abidticas ademas se considera una proteina
inmunodominante (Elamin Elhasan et al., 2021). Se ha reportado que las enzimas
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GAPDH, Enolasa y FBA interactian directamente con proteinas solubles del

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

En este analisis hay varias proteinas del pluriempleo y otras que, aunque no
hayan presentado mayor intensidad, son fundamentales para alguna ruta
metabdlica 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 funcién.

ID Nombre Abundancia Funcién

A5DCGO Fosfotransferasa 4.14E+09 Degradacioén de
carbohidratos
Glucolisis

A5DM90 Enolasa 3.02E+09 Actividad catalitica
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 transcripcién de
genes en el nucleo. Hxk lleva a cabo sus funciones entrando y saliendo del nucleo
gracias a proteinas transportadoras y de union (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 deteccion de glucosa en los

organismos su funcién mas destacada (Rodriguez-Saavedra et al., 2021).

En los parasitos protozoarios esta enzima cumple su funcién en la via glucolitica.
Estudios revelan que la inhibicion 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
macrofagos del huésped, se produce una reaccion de defensa positiva en ambos
lo que conduce a una competencia por la glucosa, por ende, al agotarse, C.
albicans desencadena la muerte rapida de los macrofagos (Tucey et, al. 2018). Lo
que confiere que posiblemente M. guilliermondii esté desencadenando una

reaccion de supervivencia contra Eimeria.

Como ya hemos vistos, las proteinas involucradas en la via metabdlica de las
células son en su mayoria consideradas del pluriempleo, cumpliendo funciones
cruciales de proteinas conservadas y otras rutas que aun no se han esclarecido
como es el caso de la Enolasa, una metaloenzima que cataliza la conversion de
fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato dentro de la glucolisis siendo una reaccion
reversible dependiendo de las condiciones ambientales (Didiasova et al., 2019).
En Saccharomyces cerviseae, su funcion del pluriempleo depende de su
localizacion celular pues también se encarga de entregar isoaceptores
citoplasmaticos 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 proteina también se ha encontrado en la pared de S.
cereviseae y varios organismos patdgenos. En los parasitos apicomplexanos, la
enolasa de la superficie celular, participa en el proceso de invasion de tejidos pues
es capaz de secretarse al entorno extracelular para intervenir en la degradacion de

los éstos (Brandina et al., 2006).

Asimismo, parasitos protozoarios del género Trypanosoma dependen por
completo de la glucolisis pues es el Unico proceso por el cual sintetizan ATP. La
inhibicion de esta ruta metabdlica conduce a la muerte del parasito. Incluso, los
amastigotes intracelulares del parasito Leishmania utilizan azucares como fuente
de energia y carbono, mientras que la gluconeogénesis es esencial para la
absorcion de hexosa, sintetizar glicoconjugados y p-manano, necesarios para su
virulencia (Rodriguez & Landfear, 2006). En Plasmodium spp. la enolasa de la
superficie de la célula, participa en la invasion de tejidos, aunque también se
puede expulsar al entorno extracelular para intervenir con la invasion inmunitaria
como se ha observado en Aphidius ervi (Fallabella et. al. 2009), mientras que en
Entamoeba invadens, la enolasa se expresa por sefiales ambientales, mostrando
una asociacion con vesiculas citoplasmaticas que transportan la proteina a la

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

En este trabajo se enriquecieron las proteinas por medio de algunas técnicas de
precipitacion como lo son acetona y precipitacion con sulfato de amonio. Esto se
llevd a cabo enriqueciendo la muestra con distintas concentraciones en cada
fraccidn pues de esta manera las proteinas se precipitaron de forma adecuada en

cada corte.

Se demostré la actividad anticcocidiana por medio de bioensayos evaluando el
porcentaje de ooquistes integros desde la precipitacion con acetona, cumpliendo
con aproximadamente 40% de dicha actividad, agregando 100 pg de proteina de

las muestras.

Una vez corroborada la actividad anticoccidiana, la muestra se analizd6 por
espectrometro de masas lo que condujo a 65 proteinas candidatas. Se realizd un
andlisis de cada proteina en base a su intensidad y éstas fueron respaldadas por

la bibliografia para conocer su funcion 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 proteinas moonlighting no siguen la ruta de
secrecion clasica y, ademas, se han reportado en las paredes de levaduras y

hongos (Cohen et al., 2020).

Estudios nos muestran que GAPDH esta involucrada en mecanismos de muerte

celular apoptética en varios organismos incluyendo Eimeria tenella donde el
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parasito eleva considerablemente sus niveles de proteina GAPDH antes de la

apoptosis (Wang et al., 2013).

En bacterias también se ha detectado GAPDH como una proteina secretada o en
la superficie de las células, aunque el mecanismo de su translocacion sigue siendo

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

En levaduras, se ha demostrado que GAPDH juega un papel importante en la
fermentacién alcohdlica de Saccharomyces cerevisiae pues resiste a las
condiciones adversas en el proceso de fermentacion, mientras que las levaduras
no Saccharomyces mueren ante estos factores selectivos. Sin embargo, estudios
demuestran que existen otros factores involucrados en el proceso de fermentacion
que inhibe el crecimiento de dichas levaduras (Renault et al., 2013), (Branco et al.,
2014). Recientemente descubrieron que estos hallazgos se deben a la interaccién
célula-célula entre Saccharomyces cerevisiae y levaduras no Saccharomyces
como Lachancea thermotolerans en conjunto con los péptidos antimicrobianos
derivados de gliceraldehido 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 division de células apoptéticas de GAPDH,

origina fragmentos iguales a los péptidos antimicrobianos (AMP).

Los AMP son componentes conservados del sistema inmunoldgico y son la linea

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

2017).

Las metacaspasas son proteasas de cisteina presentes en plantas, levaduras y
parasitos 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 estimulos (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 parasitos (Avilan et al. 2011). Esta proteina se ha encontrado secretada
en E. tenella (Labbé et. al. 2006). Ademas, es relevante para la etapa del
desarrollo anaerobio del parésito, pues es de gran ayuda en el metabolismo como

enzima glucolitica (Zhang et al. 2017).

Marie y colaboradores (2005), compararon los efectos de reduccion de las
actividades enzimaticas en el flujo glucolitico de T. brucei, validando a la enolasa
como diana farmacoldgica mediante interferencia de RNA. Tras la induccion de
RNAI, la enolasa disminuy6é gradualmente durante las primeras 24 h al 16% y

después de dos dias el parasito murio.

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

nacleo, lo que sugiere que esta asociada a la adhesion e invasion del tejido del
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huesped (Zhou et al, 2020). En S. cerevisiae también se ha encontrado en la

pared celular (L6pez et al. 2006).

Este estudio se enfocd en la basqueda de un anticoccidiano capaz de romper la
parte mas resistente del ooquiste, desviandonos del enfoque convencional en el
disefio de farmacos donde los inhibidores especificos de sitios activos pueden
diferenciar entre proteinas del huésped y del parasito para provocar la inhibicion

especifica de la enzima.

Aunque en este estudio la enolasa y GAPDH se han considerado las proteinas
responsables de la actividad anticcocidiana contra los parasitos protozoarios del
género Eimeria, no se desestiman a las candidatas adicionales, pues podrian ser
un enfoque de estudio para poder descubrir sus funciones aun desconocidas y
abrir nuevas expectativas en la elaboracion de anticoccidianos eficaces para el

mercado.
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XI. PERSPECTIVAS

Aislar y clonar los genes de las proteinas candidatas.

Expresion heterdloga de las proteinas candidatas.

Determinar la CL 50 de dicha proteina con diferentes concentraciones.
Caracterizar la proteina por medio de choques térmicos, diferente pH y

temperaturas.
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Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA 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 electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MAGDALENA HERNANDEZ ORTIZ | Fecha:2022-06-15 17:48:24 | Firmante

HeFOWmMB8GITIdC+WZYpGZz9dOxAamIFWx8/xaFQer/KSqgFWDOPdIs/vXv0iCi0iZY GdVUwmoCuuQLSWRFMtVdtUYP2eyXqdcz1i9Y9T671jvDN6kU79DV5Fab0QDKmMZXhRkep
tCz6zbMaUDtw0JIxLzIAK1iOHdB+nwmNIXCXo+CiYH7Gh84qdoznVj8pHOk88B6ko7kSAE+UBQyKvUmM6EXNNRhJw8ao4UwYcOMiwDSLrSF+1153RSKHnHYdrAH4nK57eKwXepC
udxisp5crR/dPOGKrm7Ip9euwhzeHUPKVkUX0zZ30tRYdgBChIR3gweV5Jey905ZOABX0nAdVYBYyQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

tMdaPIW75

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Tjlvj6lodHy7TdOSe18zkPVz6RWnMnY1
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