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A. RESUMEN

El control bioldgico en la ganaderia moderna es un tema de interés mundial, ya que el uso
indiscriminado de antiparasitarios, a provocado resistencia tanto en animales como en la
salud publica. Mucor circinelloides, es un hongo nematofago capaz de infectar su
hospedero provocando gran virulencia. Sin embargo, existe evidencias que la
administracion intraperitoneal de la cepa mutante, causa gran virulencia e incluso alta
mortalidad en ratones diabéticos e inmunocomprometidos. El objetivo de este trabajo fue
identificar el efecto de la administracién de Mucor circinelloides por via oral a ratones sanos.
A fin de determinar el efecto de la inoculacién oral de esporas de M. circinelloides (cepa
silvestre o mutante Aarf3) sobre el peso de ratones sanos de la linea BALB/c se realizaron
dos tipos de tratamientos. En el primer tratamiento se inocularon 1, 5y 10 millones y en el
segundo tratamiento se inocularon 20 y 40 millones de esporas, via oral. Treinta dias
posteriores a la administracion de M. circinelloides, tras la evaluacion de tejido de estomago
y colon post mortem, se identifico histol6gicamente infiltrado inflamatorio caracterizado en
un rango leve-moderado, también se evaluaron e identificaron los siguientes marcadores
moleculares mediante gRT-PCR: TNF-a, IL-6, IL1-8, MIP2 y BIP y el gen normalizador
empleado fue B-actina, los cuales estan asociados a inflamacién o dafio celular, no
mostraron diferencia en los niveles acumulados de transcrito en muestras de estomago ni
de colon en los ratones inoculados. Los resultados indican para ambos tratamientos,
independientemente de la carga de esporas y cepa inoculada, no existe mortalidad ni
disminucion en el peso de los ratones sanos. En conclusion, la administracion de M.
circinelloides como una nueva técnica de control biolégico en la ganaderia, sugiere ser una

alternativa prometedora.

Palabras Clave: control biolégico Mucor circinelloides, hongo nematofago, marcadores

inflamatorios, infiltrado inflamatorio
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B. ABSTRACT

Biological control in modern livestock is a matter of global interest, since the indiscriminate
use of antiparasitics has caused resistance in both animals and public health. Mucor
circinelloides, is a nematophagous fungus capable of infecting its host causing great
virulence. However, there is evidence that intraperitoneal administration of the mutant strain
causes great virulence and even high mortality in diabetic and immunocompromised mice.
The objective of this work was to identify the effect of the oral administration of Mucor
circinelloides to healthy mice. In order to determine the effect of oral inoculation of M.
circinelloides spores (wild strain or Aarf3 mutant) on the weight of healthy mice of the BALB/c
line, two types of treatments were carried out. In the first treatment, 1, 5 and 10 million were
inoculated and in the second treatment, 20 and 40 million spores were inoculated, orally.
Thirty days after the administration of M. circinelloides, after the evaluation of the stomach
and colon tissue post mortem, an inflammatory infiltrate was histologically identified
characterized in a mild-moderate range, the following molecular markers were also
evaluated and identified by gRT-PCR: TNF-a, IL-6, IL1-B, MIP2 and BIP and the normalizing
gene used was [-actin, which are associated with inflammation or cellular damage, did not
show a difference in the accumulated levels of transcript in stomach or colon in the
inoculated mice. The results indicate for both treatments, regardless of the spore load and
inoculated strain, there is no mortality or decrease in the weight of healthy mice. In
conclusion, the administration of M.circinelloides as a new biological control technique in

livestock, suggests being a promising alternative.

Key Words: biological control, Mucor circinelloides, nematophagous fungus, inflammatory

infiltrate, molecular markers
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INTRODUCCION

En México la produccion pecuaria representa un 45% de la produccion
agropecuaria, lo que indica que es una de las fuentes de mayor ingreso econémico
y generadora de mas de un millén de empleos. México ocupa el octavo lugar en
produccion y consumo de carne de bovino a nivel mundial con un 3.1 por ciento del
total y el décimo lugar en exportacion, con una participacion del 2.7 por ciento del
total mundial (FIRA, 2016; SAGARPA, 2008).

Sin embargo, dentro de la produccion pecuaria existen problemas que retardan y
dificultan el desarrollo éptimo de la ganaderia, como el clima, condicion ambiental,
alimentacion, desnutricion, agentes fisicos, quimicos y bioldgicos.

Dentro de los agentes bioldgicos, los parasitos tienen un alto impacto en las granjas
a nivel mundial. La produccién ganadera se ve amenazada por parasitosis
gastrointestinales, producidas principalmente por helmintos (nematodos y cestodos)

y protozoarios (Rodriguez et al., 2001).

Los nematodos y cestodos ocasionan problemas de gastroenteritis verminosa
caracterizadas clinicamente por diarrea, debilidad, hemorragias y deshidratacion
(Mawatari et al., 2014); afectan la absorcidén de nutrientes atentando contra la salud
y bienestar de los animales, al ocasionar una disminucién del potencial productivo,
lo que indica una importante pérdida economica en términos de enfermedad,
parametros productivos, decomiso de canal y la muerte de animales (Fernandez et
al., 2015).

UMSNH-FMVZ Pagina
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Los nematodos tienen un ciclo de vida directo, con una fase dentro del sistema
gastrointestinal del animal y una externa en los pastos, donde ocurre el desarrollo

de huevos hasta el tercer estado larval infectante (Cordero et al., 1999).

En la fase interna los parasitos son blanco de los antihelminticos, seleccion
genética y nutricion; en la fase contaminante depende principalmente de
desparasitaciones estratégicas, rotacibn de praderas, pastoreo alternativo,
reduccion de capacidad de carga y hongos nemat6fagos que tienen efecto sobre
control biologico de praderas; y la fase infectante depende de los mismos factores

gue en la fase contaminante (Roeber et al., 2013).

En la actualidad las enfermedades parasitarias se controlan utilizando farmacos; en
Su mayoria seguros, eficaces y de amplio espectro en cuanto a su actividad, sin
embargo, el uso inadecuado y excesivo de estos, puede inducir resistencia y
adicionalmente interferir con la capacidad del hospedador para generar una
respuesta inmunoldgica efectiva (Miller et al., 2012).

El Dr. Carlos Entrocasso, PhD., experto parasitélogo argentino indico “el que esta
enfermo es el campo”, y con esto manifestd la importancia de preservar el medio
ambiente (Almada, 2015).

En México, existen una gran prevalencia de parasitos gastrointestinales en animales
domésticos (Rodriguez, 2014), entre los que se encuentran parasitos que causan
enfermedades zoonoticas. Las zoonosis parasitarias representan un impacto
importante en la salud publica, y pueden ser adquiridas por el contacto fecal- oral,
consumo de agua o carne contaminada (Hernandez et al., 2011), por lo cual es
importante tener un control biolégico parasitario eficaz y 6ptimo, tanto en el campo

como en animales domésticos.

Otro punto a considerar en la resistencia de los animales a los antihelminticos y el

uso indiscriminado de estos sin respetar el tiempo de retiro, ya que el consumo de

UMSNH-FMVZ Pagina
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carne de ganado con tales caracteristicas repercute en la salud de la sociedad al

transmitir dicha resistencia.

En un estudio realizado por Cortifias et al., 2015, sobre terneros en pastoreo y
lechones, se detect6é una gran carga de endoparasitos, por lo cual se les administro
esporas de M. circinelloides en el concentrado del alimento; en los resultados se
observé una reduccién significativa en la viabilidad de los huevos de ascaris en
lechones y fasciola en terneros, lo cual demuestra la capacidad de M. circinelloides
para sobrevivir en el tracto digestivo y generar antagonismo con parasitos en

animales de granja.

Estas son algunas de las razones por las cual cada dia se busca una forma mas
natural o alternativa para la erradicacion o control de patégenos. Este trabajo se
enfoca en un hongo con caracteristicas ovicidas, cuyas hifas colonizan la superficie
de huevos de parasitos, se introducen en ellos y destruyen los embriones (Arias et
al., 2016).

La presente investigacion, se realizo en la Facultad de Quimico Farmacobiologia de
la Universidad de San Nicolas de Hidalgo, en una etapa nombrada “Efecto de la
administracion por via oral de Mucor circinelloides a ratones sanos”, en el que se
identifico el grado de inflamacion y fatalidad que causa la cepa Aarf3 al ser

administrada por via oral en grupos de ratones sanos.
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Il. La Ganaderia

La ganaderia es una actividad econdmica, que consiste en la crianza de animales
domésticos para el consumo humano y obtencién de insumos como carne, leche,
lana y pieles. Las principales especies que son explotadas en los sistemas de

produccion animal son:

Ganado bovino o vacuno, porcinos (cerdos), ovinos (ovejas), caprinos (cabras),
equinos (caballo, asno), camélidos (camellos, dromedarios, llamas), y actualmente
se ha introducido la cunicultura (conejo), apicultura (abejas), avicultura (gallinas,
patos), entre otros (Riojas et al., 2018).

Un sistema de produccion es definido, como un conjunto de recursos humanos,
naturales, financieros y tecnoldgicos, organizados desde el punto de vista normativo
y metodoldgico para desarrollar las funciones necesarias con el fin de lograr el

objetivo propuesto (Bertalanffy, 1950).

Un sistema ganadero se define como una unidad de investigacion que expresa un
conjunto de elementos de orden natural, econdmico y sociologico, en un area
delimitada (Fremond, 1967). Es decir, en un sistema de produccion animal
interactian tres elementos principales, los naturales, los socioeconomicos y los
técnicos. Entre los elementos naturales destacan el conocer la geologia, suelo,

vegetacion, clima y fauna que interactian entre ellos.

En México, la produccion de ganado bovino para carne se desarrolla en diferentes
contextos agroclimaticos, tecnolégicos, de sistema de manejo (Contreras et al.,
2018), tamafio y finalidad de la explotacion, principalmente comprende la

produccion de novillos para abasto, cria de becerros para explotacién y la
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produccion de pie de cria. Para la produccion de carne se emplean ganado cebuino
(Bos indicus), ganado europeo (Bos Taurus) y sus diversas cruzas, de acuerdo al
propésito que se desee (Rubio et al. 2013).

Asimismo, la tecnologia aplicada varia, desde explotaciones tradicionales hasta las

que utilizan tecnologia de ultima generacion (Carrera et al., 2014).

2.1 Sistemas de produccién ganadera.

Los sistemas de produccion animal, existentes en Latinoamérica son principalmente
los sistemas extensivos y los sistemas intensivos (Marin, 2011). En México los
sistemas de produccion de carne que destacan son intensivo (en corrales de
engorda) con una producciéon del 21.5 % y extensivo (engorda en praderas y

agostaderos) con una produccion de 78.5% (Contreras et al., 2018).

2.1.1 Sistemas extensivos

Los sistemas de produccion extensivos, son los sistemas tradicionales o
convencionales, ademas son los mas comunes que se encuentran entre los
ganaderos pequefios y medianos del sector rural de nuestro pais. Son la
aproximacion mas cerca de un ecosistema natural, ya que si son manejados
adecuadamente tienden a conseguir el equilibrio entre produccion y conservacion
(Martin et al., 2001), que, aunque son construcciones humanas, se basan en una
amplia relacion con el medio ambiente, especialmente en aquellos sistemas donde
interactan pastos y animales. Los sistemas extensivos consisten en que los
animales salen a buscar su alimento en unas areas naturales (como prados,
pastizales, montafias), por lo cual es necesario adecuar los niveles de carga

ganadera a la disponibilidad de recursos (Riojas et al., 2018(Marin, 2011).

Dentro de los sistemas extensivos se realizan diferentes tipos de pastoreo, entre los

mas comunes:

UMSNH-FMVZ Pagina
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e Pastoreo continuo o extensivo.
e Pastoreo intermitente o rotativo.

e Pastoreo racional intensivo (PRI) (Osvaldo, 2003).

2.1.2 Sistemas intensivos

En los sistemas de produccion intensivos, los animales se encuentran estabulados,
estos sistemas son creados por el hombre (OIE, 2012), las instalaciones deben ser
funcionales y se les adecuan las condiciones de temperatura, alimentacion y
cuidados sanitarios necesarios para que la produccién animal sea sana y que
lleguen a finalizacion en el menor tiempo posible (Riojas et al., 2018), el alimento
se les brinda en comederos, por lo cual, es muy poco ejercicio el que realizan y por
tanto mayor la produccibn de energia. Estos sistemas son eficientes
productivamente, pero los mas costosos y su rentabilidad es baja debido a que
requieren de muchos recursos externos e inversiones econdmicas para brindar las
condiciones Optimas para su desarrollo (tecnologia, alimentacién, mano de obra

especializada y equipos sofisticados) (Arronis, 2010).

El sistema intensivo ofrece una eficiencia productiva, una alta cantidad de alimentos
que responde a una demanda del mercado, por la homogeneidad en cuanto a su
calidad, tamafio, forma y sabor, pero incrementa el stress en los animales, muchas
veces se viola los principios de bienestar animal y eleva significativamente costos

de produccion (Marin, 2011).

2.2 Zonas productoras de carne bovina en México

Los sistemas productivos aplicados en la bovicultura mexicana de carne se

encuentran determinados por los factores climaticos predominantes de las

diferentes regiones del pais (Carrera et al., 2014).
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2.2.1 Zonas aridas y semiaridas

Se encuentran ubicadas al norte del pais, donde se tienen condiciones mas
propicias para la engorda en corral, donde se tienen condiciones de desarrollo
cultural y comercial similar a EUA. El clima seco favorece el manejo del ganado en
confinamiento y existe disponibilidad de insumos para la alimentacion (Villegas et
al., 2001). Los productores se enfocan en su mayoria a la produccion vaca- becerro,
cuyo mercado ha sido la exportaciéon a Estados Unidos, los mas integrados buscan
la agregacion de valor mediante la exportacion de cortes de alto valor (Carrera et
al., 2014).

Las razas que predominan en la zona son productoras de carne como Hereford,
Angus, Charolais y cruzas con razas cebuinas. Los estados que conforman dicha
zona son: Baja California Sur, Baja California Norte, Sonora, Chihuahua, Durango,
Coahuila, Zacatecas, Nuevo Leodn, San Luis Potosi, Tamaulipas como se muestra
en la Figura 1 (Rubio et al., 2013).

2.2.2 Zonatemplada

Se ubican en el centro del pais, donde actualmente se ha convertido en una de las
zonas productoras de carne en corral mas importantes del pais. En esta zona
predominan cruzas con razas europeas, principalmente animales criollos cruzados
con cebuinos y razas europeas, Pardo Suizo, Angus y Beefmaster. La mayoria de
las producciones son extensivas, sustentadas en el pastoreo durante tiempo de
lluvia, y se complementan el resto del afilo con dietas con base de esquilmos
agricolas. La actividad que se desarrolla es el sistema vaca-becerro para consumo

local o finalizacion en corrales de engorda (Carrera et al., 2014).
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Los estados que la conforman son: Jalisco, Colima, Guanajuato, Michoacan,
Aguascalientes, Querétaro, Estado de México, Ciudad de México, Hidalgo, Tlaxcala

y Puebla como se muestra en la Figura 1 (Rubio et al., 2013).

2.2.3 Zonatropical (Himeday subhumeda)

Se encuentra ubicada al sur del pais, en ella el pastoreo es el sistema predominante
debido a la abundante produccion de forraje, sin embargo, actualmente la

finalizacion en corral esta tomando gran terreno.

En esta zona predomina el ganado doble propdsito (Palma, 2014), debido a las
necesidades del terreno predominan las razas cebuinas (Indobrasil, Brahman,
Guzerat, Gyr y cruzas de razas europeas, principalmente ganado suizo) (Villegas
et al., 2001).

Esta region se ha consolidado como la zona ganadera mas dinamica y de
expansion, con el mayor inventario nacional, ha sido caracterizada por ser

abastecedora de ganado joven que es finalizado en otras partes del pais. El sistema
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de engorda en esta regién se realiza en potreros de abundante forraje, pero con

ciertas limitaciones nutricionales (Carrera et al., 2014).

Figura 1. Sistemas de produccién ganadera en México por condicion

climatica. Tomada de Rubio et al., 2013.

B Zonas aridas
[[JZonas templadas
[[1Zonas tropicales

Estado de México e\ S
Distrito Feﬁerall R o o ! .

Los estados que conforman esta zona son: Sinaloa, Nayarit, Guerrero, Oaxaca,
Yucatan, Veracruz, Tabasco, Chiapas, Campeche, Quintana Roo como lo muestra
la Figura 1 (Rubio et al., 2013).

lll. Importancia de la ganaderia en México

En México la ganaderia comienza con la introduccion por parte de los espafioles del

ganado bovino alrededor del afio 1524.

Para el afio 1963, la ganaderia contribuy6 a la actividad general de la Republica,
con mas del 20% del producto Nacional Bruto, con un valor de 30,000 millones de
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pesos manteniendo un ritmo de producciébn mayor a la tasa de crecimiento

demografico (Barrera, 1996).

Consumo Per Capita Carne de Bovino 2017 Consumo Per Cipita Carne de Pollo 2017
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Figura 2. Consumo per capita nacional de carne de bovino, cerdo, pollo y pavo
del 2017, en 10 paises (Consejo mexicano de la carne, 2017).

Dentro de los 10 paises de mayor consumo per capita de carne de bovino, México
ocupo el 6to lugar (Figura 2) en el 2017, esto indica que es un pais con auge en
produccion y consumo de carne de bovino, lo cual sugiere la importancia econémica

de la ganaderia.

En el pais existen mas de 3.4 millones de unidades de producciéon ganadera. Las
unidades de Produccion pecuaria ocupan mas de 110 millones de hectareas del
territorio nacional, muchas de las cuales no tienen otra opcién productiva
(SAGARPA, 2008).
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IV. Implicaciones de las parasitosis en el ganado

Las infecciones parasitarias son una de las principales causas de enfermedad que
afectan negativamente la productividad en las explotaciones ganaderas de todo el
mundo (Castro et al., 2015; Arias et al., 2016), una evaluacién preliminar revela
que el impacto econdmico de las enfermedades parasitarias en las producciones
ganaderas son inciertas (Rodriguez et al., 2001; Rodriguez et al., 2005;
Rodriguez et al., 2011, Bautista et al., 2012) y reconoce el reto que involucra la
pérdida econdémica en relacion a la productividad de las produccion, ligada a
variables multifactoriales influenciados por areas geograficas, condiciones

climaticas, manejo, tamafio y densidad de hato (Rodriguez et al., 2017).

Las parasitosis gastrointestinales estan asociadas al pastoreo, debido a que
desarrollan parte de su ciclo de vida en la pastura para alcanzar el estadio infectivo
(Figura 3) (Steffanet al., 2018).
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Fase parasito

P !’5 . adulto

Figura 3. Ciclo biolégico de un nematodo gastrointestinal, en bovino (Huerta
et al., 2016).

El ganado bovino es hospedador natural de un gran numero de parasitos, entre los
que figuran, protozoarios como Cryptosporidium, Giardiay Eimeria, infecciones que
producen diarrea, deshidratacion muerte en animales jovenes (Diaz de Ramirezet
al., 2001), nematodos como Strongylos, Ancylostoma y cestodos como Taenia Sp.
gue provocan gastroenteritis verminosa caracterizada clinicamente por diarrea,
debilidad, hemorragias y deshidratacion (Mawatari et al., 2014) y treméatodos como,
Fasciola hepatica, su evolucion es lenta en los bovinos y se caracteriza por pérdida
de peso, emaciacion, edema, debilidad, diarrea y ascitis (Cordero del campillo, et
al., 1999; Rojas et al., 2016; Tsegaye et al., 2012).

Las parasitosis gastrointestinales son un problema zoosanitario que repercute en la
salud publica ya que algunas enfermedades son zoonoticas en humanos, y su
control en los animales es un requisito indispensable para reducir las infecciones

humanas (Castro et al., 2015).
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V. Pruebas diagnoésticas para la identificacion de parasitos

Tradicionalmente, las pruebas diagndsticas para identificacion de parasitos
gastrointestinales se realizan mediante un examen microscopico de las heces del
paciente. Sin embargo, existen pruebas mas complejas y especificas para

diagnosticar parasitosis (Corripio et al., 2010).

5.1 Toma de Muestra para analisis

5.1.1 Heces

Se debe tomar directamente del recto del animal, para evitar contaminacion por
nematodos de vida libre. La muestra de excremento se deposita en un frasco limpio
con un algodén humedo, o en una bolsa herméticamente cerrada y un ambiente de

humedad.

5.1.2 Sangre

Entera y con anticoagulante, en refrigeracion a 4°C hasta su remision, o en frotis
sanguineos fijados previamente con mentol u otro medio. Para serologias se toma
sangre entera y se espera a que forme un coagulo, extrayéndose el suero

sanguineo y se procede a su coagulacion.

5.1.3 Visceras y tejido muscular

Debe seccionarse el érgano, refrigerarse y trasladarse lo mas rapido posible, o bien
depositarse en un frasco con glicerina, cerrado herméticamente creando un
ambiente anaerobio que evite la putrefaccion. El tejido muscular debe mantenerse

en refrigeracion hasta su traslado.
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5.2 Examen coprologico

5.2.1 Directo de heces frescas

Esta técnica permite reconocer cualquier elemento de diseminacion de los
parasitos, pero en caso de no observar ninguna forma parasitaria por este método,
no debe descartarse la posibilidad de una parasitosis, ya que el tamafio de la
muestra es tan pequefio que el resultado negativo no es excluyente. Sin embargo,
no es sustituible por ser el méas sencillo, rdpido y fundamentalmente porque algunos
parasitos no son evidenciables por otra técnica (protozoos maviles).

5.2.2 Método de enriguecimiento (cualitativo)
a) Flotacion
Se basa en lograr la concentracién de los elementos de diseminacién (huevo, larva
y quistes) por flotacién en un liquido de mayor densidad que ellos. Dicha densidad
oscila generalmente entre 1.05y 1.10. la densidad de las soluciones empleadas, no
debe ser mas alta para no deformar los elementos parasitarios y para que no floten

otras particulas sélidas.

b) Flotacién en solucién saturada de NaCl
Tiene una densidad de 1.18 y se prepara hirviendo una solucion en exceso de sal

comun durante un minuto. Se deja enfriar y se filtra y se ajusta a la densidad
indicada. Con ella se observan la mayoria de los huevos y larvas de nematodos, los

ooquistes de coccidias y algunos huevos de cestodos.

c) Sedimentacioén
Se trata de concentrar los posibles elementos de diseminacion existentes en las

heces por simple gravedad. Para el diagnostico de amebas y ciliados, huevos de
trematodos y cestodos seudofilideos, huevos de helmintos, larvas de nematodos y

quistes de protozoos en condiciones de viabilidad y sin distorsion.
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d) Coprocultivos o incubacién de heces
Se debe mantener la muestra en condiciones de humedad temperatura y

oxigenacion para que los elementos parasitarios evolucionen y alcancen estadios
en que la identificacion resulte mas facil y exacta, simulando las condiciones

medioambientales.

e) Esporulacion de ooquistes de coccidios
Para esta prueba son necesarios ooquistes esporulados (Girard, 2003; Serrano et

al., 2010, Fiel et al., 2011).

VI. Biocontrol de paréasitos

Los dltimos treinta afios se han caracterizado por el desarrollo y aplicacion en
distintas areas del mundo de numerosas estrategias quimicas (antiparasitario o
antihelmintico) para el control de parasitos gastrointestinales y pulmonares en el
ganado. Sin embargo, dichas estrategias han provocado una gran presién de
seleccion en las poblaciones parasitarias, produciendo resistencia (Sagués, et al.,
2011).

Actualmente el manejo de la sanidad animal en lo que a parasitosis se refiere se ha
dirigido hacia el llamado "Combate Integrado de Parasitos" o CIP, cuyo objetivo es
combinar adecuadamente varias herramientas de control, a efecto de desestabilizar
la formacién de aquellas poblaciones parasitarias con mayor proporcion de
individuos genéticamente resistentes, manteniendo un nivel adecuado de

produccion (Orozco, et al., 2009).

El CIP contempla el uso de hongos nematéfagos depredadores para el control
biolégico de nematodos gastrointestinales y pulmonares en pasturas o suelo. Los
hongos nemat6fagos son microorganismos que atrapan, destruyen y se alimentan

de nematodos vivos en el suelo (Nari, et al., 2003).
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El Control Bioldgico (CB) o Biocontrol, es un método ecoldgico disefiado por el
hombre para disminuir las poblaciones parasitarias a un nivel subclinico aceptable,
conservando estas poblaciones en un nivel no perjudicial, gracias a antagonistas

vivos naturales (Grgnvold et al., 1996).

Resulta fundamental entender el CB como una medida reguladora cuyo objetivo no
es acabar con el organismo blanco, sino controlar su poblacién para reducir sus
efectos nocivos, diferenciandose de los antihelminticos, que fueron elaborados con

el proposito de eliminar la totalidad de los parasitos sobre el animal (Larsen, 2000).

Entre los distintos organismos estudiados como posibles agentes de CB se
encuentran artropodos copréfagos, bacterias y hongos. En estos ultimos, existen
hifomicetos (conocidos como hongos nematéfagos) capaces de atrapar y digerir las
formas libres de los nematodos en el suelo (Larsen, 1999). Muchos de estos hongos
producen esporas de resistencia o tienen fases saprofiticas en ausencia de sus
hospedadores. Ademas, no son patégenos para los organismos que no son Ssu
blanco (Deschines, 1939).

Existen mas de 200 especies de hongos nematdfagos descritas; la mayoria
pertenecen a los denominados hongos imperfectos o Deuteromycetes. Dichos
hongos constituyen un grupo heterogéneo y ubicuo, viviendo normalmente en forma
saprofitica y ocupando diferentes nichos en el suelo, donde también pueden
alimentarse de una amplia gama de nematodos de vida libre, ya sea como recurso

principal o secundario (Nordbring et al., 2006).

El ciclo de vida de C. elegans consta de una fase embrionaria, seguido de cuatro
estadios larvales (llamados L1, L2, L3 y L4) y los adultos (Figura 4). Cada etapa
larval se caracteriza por patrones especificos de division y diferenciacion celular,
estando marcadas por una muda de cuticula (Casada et al., 1975). Es un ciclo de
vida corto, pues en condiciones de laboratorio normales a 20 °C, ocurre en 4 dias.
El desarrollo embrionario se produce durante unas 14 h y el postembrionario durante
43 h.
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Este nematodo puede crecer en un amplio rango de temperaturas, de tal manera
gue con el aumento de la misma se eleva también su tasa de crecimiento, variando
asi la longitud 7 de su ciclo desde los 6 dias a 15 °C hasta los 3 dias a 25 °C. A lo
largo de su vida, genera entre 200 y 300 huevos. Estos se deponen

aproximadamente en la fase de 30 células (Yochem, 2006).
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Figura 4. Ciclo de vida de C. elegans a 20 2C. Se indica en azul el tiempo entre
cada muda larval y la longitud corporal (um) para cada etapa de desarrollo.
Tomado de Clavijo, 2006.

En funcién, del modo en que utilizan a los nematodos como recurso nutritivo, los
hongos nematofagos se dividen en tres grupos: endoparasiticidas, ovicidas y

depredadores.

6.1 Endoparasiticidas

Sus hifas crecen Unicamente dentro del nematodo, excepto las hifas fértiles que
crecen en el exterior (Figura 5). Segun la especie, las esporas pueden ser ingeridas
para penetrar en el interior del nematodo y posteriormente germinar; las esporas se
pueden adherir y perforar la cuticula del nematodo, o pueden presentar zoosporas
moviles, que parecen tener un tropismo positivo hacia los nematodos. Ensayos in
vitro realizados con las especies Harposporium anguillulae y Drechmeria coniospora
demostraron una alta eficacia en la disminucién de larvas en cultivos. Sin embargo,
el caracter de parasito obligado de este grupo de hongos limita su empleo como
agentes de control biolégico ya que su dispersion Unicamente se realiza por
contacto directo entre individuos parasitados, precisan de un medio con alta
concentracion de agua para difundirse y aquellos que deben ser ingeridos solo
serian activos contra los estadios parasitarios de larva 1 (L1) y larva 2 (L2), que son
los que se alimentan, y no sobre la larva 3 (L3) infectante que, al presentar cuticula

doble, no se alimenta, por lo tanto no seria atacada.
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Figura 5. Nematodo parasitando y desintegrado por hongo, se observa
crecimiento micelial interno con absorcién del contenido del nematodo
(Peraza et al., 2014).

6.2 Ovicidas

Los hongos ovicidas pueden ser usados para el control biolégico de nematodos
parasitos y especialmente nematodos fitopatdégenos (patégenos de las plantas). En
su mayoria son sapréfitos, por lo que no dependen de la presencia de huevos en el
medio. La mayoria de los estudios se han enfocado en la colonizacion de quistes
conteniendo huevos de nematodos fitopatdgenos. Existe un pequefio grupo de
hongos especializados en el parasitismo de huevos de nematodos parasitos, entre
los que se encuentra Verticillium chlamydosporium, capaz de infectar huevos de

Ascaris lumbricoides in vitro.

Se proponen dos mecanismos de accion de penetracion del hongo en el huevo: a
través de una simple penetracion de la hifa vegetativa a través de la cascara del
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huevo, o a través de la formacion de un 6rgano especifico de penetracion en el sitio

de contacto de la hifa con la cascara del huevo (Figura 6).

Figura 6. Hongo parasitando huevo de
nematodo, el cual consumio el contenido del huevo y ceso el proceso de

embriogenesis (Peraza et al., 2014).

6.3 Depredadores

Son hongos sapréfitos que forman un sistema miceliar extensivo en el medio y
emplean como recurso nutritivo las fases de vida libre de los nematodos. Algunos
de los géneros mas importantes dentro de este grupo son Arthrobotrys, Dactylaria,
Dactylella y Monacrosporium. A través de diferentes mecanismos, que van desde la
produccion de un material adhesivo sobre las hifas hasta la formacién de complejos
anillos constrictores (Figura 7), los hongos depredadores son capaces de atrapar y
consumir los estadios larvarios de los nematodos presentes en el suelo y en las

heces.

Un grupo abundante de hongos depredadores utiliza como estrategia de captura la
formacion de redes tridimensionales adhesivas. Toda la red esta cubierta por una

capa mucilaginosa a la que quedan adheridos los nematodos y cuya produccion
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parece estar estimulada por el forcejeo de los nematodos atrapados. La forma de
capturar de los hongos nematéfagos es una combinaciéon de una fuerza mecéanica
(6rganos de captura) y la liberacién de enzimas hidroliticas extracelulares tales
como proteasas séricas, quitinasas y colagenasas que digieren la cuticula del
nematodo (compuesta principalmente por proteinas). Una hora después de la
penetracién, el hongo forma un bulbo infectivo en el interior del nematodo y en pocas
horas ocupa completamente el cuerpo de este. El proceso de digestion puede llegar
a durar hasta una semana, tras lo cual la hifa trofica se lisa y el hongo se desarrolla
de nuevo saprofiticamente, hasta que la presencia de nematodos en el medio

estimula nuevamente su actividad predadora.

Los géneros de nematodos parasitos de los animales domésticos, cuyas larvas son
méas moviles (Cooperia, Ostertagia, Haemonchus y Cyathostomas), estimulan una
mayor produccion de redes tridimensionales que aquellas larvas de movimientos
mas lentos, como son Oesophagostomum y Nematospiroides. Las L1 y las L2 son
mas lentas en sus movimientos, pero mas susceptibles de morir rapidamente que
las L3, las que al mantener la vaina de la L2 obtienen mas proteccion y son mas

resistentes a la mortalidad.
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Figura 7. Nematodo atrapado en redes pegajosas de hongo (Peraza et al.,
2014).

En la busqueda de hongos nematdfagos para el control de los nematodos
gastrointestinales, la mayoria de los trabajos se han centrado en las especies
depredadoras, ya que su caracter saprofitico permite su aislamiento vy
mantenimiento en cultivos puros, facilitando asi su produccion en el laboratorio.
Estos hongos han sido aislados en gran variedad de hdbitats, especialmente en
medios ricos en materia organica, como el estiércol, el abono o los pastos. Entre las
especies conocidas de hongos nematéfagos, Duddingtonia flagrans cumple con
todas las caracteristicas antes descritas y, ademas, tiene la capacidad de atravesar
el tracto gastrointestinal de los bovinos y otras especies domésticas, como equinos,
cerdos y ovinos, pudiendo germinar y luego reducir el nUmero de larvas infectantes
en materia fecal. La supervivencia en el tracto gastrointestinal se debe a que sus
clamidosporas (esporos de resistencia) presentan una gruesa pared que les permite

tolerar las condiciones extremas.

La temperatura 6ptima para el crecimiento y funcion predadora del hongo se sitla
entre 10 y 30°C, alcanzando su maxima actividad para la formacién de redes entre
25 y 28°C. Otros factores tales como luz, humedad, pH y la presencia de oxigeno,

pueden también influir en la formacion de elementos de captura.

Cualquier agente de CB debe resultar inocuo para el medio ambiente, por este
motivo se ha de valorar si la presencia masiva de clamidosporas en las heces puede

alterar el equilibrio natural del ecosistema.

6.4  Estructuras de atrapamiento de hongo

Los hongos nematéfagos, capturan nematodos mediante trampas producidas a

partir del micelio vegetativo, los tipos de trampas reportadas incluyen: redes
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adhesivas, dedos adhesivos, anillos constrictores, anillos no constrictores y ramas
adhesivas (Figura 8) (Zhang et al., 2001; Tzean et al., 1993; Luo et al., 2007).

Morfologia de
trampas de

atrapamiento
de los hongos nematéfagos.1-4: hifas adhesivas; 5-6, 9-10: anillos
constrictores; 7,11-12: botones adhesivos; 8: dedos adhesivos y anillos no
constrictores; 13-15 redes adhesivas (Li et al., 2014).

Figura 8.
las

6.5 Formas de administracién de los hongos
nematéfagos

Entre las formas de administracion evaluadas hasta el momento se encuentran:

a) Granos de cereales con los hongos
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Los granos de cereales proveen un sustrato ideal para el crecimiento y produccion
de gran cantidad de esporas de hongos nematéfagos. Administraron diariamente 5
g de cebada con 3x10° clamidosporas durante 5 dias, resultando suficiente para
disminuir el nimero de larvas en materia fecal, cuando la misma fue cultivada en
agar agua. Este método puede llegar a utilizarse en sistemas intensivos o cuando
el encierre diario de los animales forma parte de la rutina de manejo. Otra opcion de
aplicacion seria para suplementar periodos nutricionalmente criticos para los
animales, tales como el destete y el parto, periodos en que la excrecién de huevos

de parasitos por materia fecal es mayor.

b) Bloques minerales

D. flagrans fue incorporado con éxito en bloques minerales, usaron ovinos a los que
acostumbraron a consumir el bloque antes del inicio del tratamiento. Los bloques
eran pesados durante el transcurso del ensayo para determinar el consumo
diario. D. flagrans sobrevivia en el bloque mineral un minimo de 18 semanas,
cuando era almacenado a 4°C. Un importante punto a considerar es el tiempo de
vida de los esporos en los bloques debido a su posible germinacion si existiera

humedad en el ambiente.

Las ventajas que presenta la administracion de bloques minerales conteniendo
clamidosporas de D. flagrans son el bajo coste y el doble propésito de su
fabricacion, que es la de ser un suplemento nutricional y un vehiculo para los hongos
nematofagos al mismo tiempo. Las desventajas de esta forma de administracion
son la variacion que existe en su consumo por los animales, y que debe
almacenarse en un lugar fresco (4°C) para evitar la absorcién de humedad y la
germinacion de las clamidosporas, con la consecuente pérdida de la eficacia del

bloque. Los blogues minerales con clamidosporas podrian ser una forma de
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administracion en sistemas productivos donde los animales son criados a pasto, y
podrian administrarse en los periodos de maxima contaminacién de las pasturas

para evitar asi los picos de infectividad larvaria.

c) Bloques energéticos

Fueron incorporados clamidosporas de D. flagrans en bloques energéticos. Los
autores evaluaron a través de un test de eficacia en ovinos la administracion del
mismo. Dos superficies con pasturas fueron contaminadas a partir de animales
parasitados. Una superficie alimenté animales que recibieron bloques con hongos y
la otra animales que recibieron bloques sin hongos. Posteriormente, los animales
fueron retirados y se colocaron dos grupos de animales libres de parasitos que
permanecieron un mes pastoreando. Finalizado este periodo, se sacrificaron los
animales para determinar el nUmero y las especies de nematodos presentes en el
tracto gastrointestinal. El porcentaje de eficacia del hongo sobre el total de la
poblacién parasitaria susceptible fue del 92%. Los bloques minerales como forma
de administracion de agentes de CB podrian utilizarse en producciones extensivas
donde los animales son criados a pasto y su administracion podria realizarse en los

momentos en que la contaminacion de la pastura es un riesgo para la salud animal.

d) Pellets de alginato

Otra forma de administracion estudiada con éxito en varias especies de animales
domésticos es la incorporacion de hongos nematéfagos en pellets de alginato de
sodio. Estudios realizados, demostraron que la incorporacion de estos hongos en
los pellets no afectd su capacidad predadora. Las especies de hongos nematéfagos
incorporadas con éxito en los pellets fueron Monacrosporium

thaumasium y Arthrobotrys robusta. Después de administrar pellets conteniendo A.
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robusta por via oral a bovinos, lograron aislarlo en materia fecal, demostrando asi
que el pasaje a través del tracto gastrointestinal no afecto la capacidad predadora

de ese hongo.

D. flagrans y M. thaumasium, fueron incorporados respectivamente, en pellets de
alginato. Estos pellets fueron administrados a equinos para probar de esta manera
el control de larvas de Cyathostomas. Las yeguas utilizadas recibieron una dosis
oral de 1 g de pellets por 10 kilogramos de peso vivo una vez a la semana durante
6 meses, demostrando reducciones significativas en el nimero de huevos de
nematodos en materia fecal y de larvas en los coprocultivos. La reduccion
significativa del nimero de larvas de Cyathostomas usando pellets de alginato
conteniendo D. flagrans y M. thaumasium hace que este tipo de tratamiento efectivo
pueda ser usado como una herramienta para el CB de nematodos parasitos en

equinos.

e) Bolos de liberacion controlada

Otra forma de administracion de hongos nematéfagos puede ser a través de bolos
de liberacion controlada (BLC), en forma de dispositivos intrarruminales.

Estudios han demostraron que las clamidosporas de D. flagrans fueron capaces de
sobrevivir las presiones de fabricacion al ser incorporadas dentro de matrices en la
elaboracion de prototipos intrarruminales de BLC. Los estudios in vitro demostraron
que las clamidosporas permanecieron viables durante 9 meses dentro de los BLC
almacenados a 4°C. En estudios in vivo se observé que los bolos liberaron

clamidosporas viables de forma constante hasta 23 dias, tras su colocacién en el
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rumen; después de ese periodo el dispositivo se humedecio en el centro y dejé de

liberar clamidosporas correctamente.

En el futuro se podrian usar los BLC si la contaminacion de las pasturas resultara
riesgosa por la posible aparicion de altas cantidades de larvas infectivas en el pasto.
La liberacion de las clamidosporas por materia fecal seria entonces efectiva para
disminuir el nimero de larvas migrando desde la materia fecal hacia las pasturas
(Silvina, 1999; Sagues et al., 2011).

VIl. Mucor circinelloides

7.1 Generalidades

Mucor circinelloides es un hongo filamentoso integrante de la clase Zygomycetes y

orden Mucorales, (Figura 9). Posee una amplia distribucion en diferentes ambientes
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y circunstancias. El género Mucor, presenta esporangioforos ramificados en forma

de racimos o cimas y esporangios globosos (Lopez, 2015).

REINO Fungi
ALUM momycm
- Zygomyeota Hongos
mitospoticos
CLASE
Zygomycetes
_— /\
}rales\ Entom ophthorales
FAMILIA c ingham ellaceae Mucoraczas
R Absidia
A corymbifera
ESPECIE Apophysongcs
A, elsgans
Mucor
M civcinslloider
M. hismaliz
M. racemosus
M. ramwosissimmes
M. rowxigrus
Rhizomueor
R pusilius
R mishsi
Fhizopus
R arvhizus
R aveesporus
R microsporus
R schipperas

Figura 9. Arbol filogenético de especies fungicas. Tomado de Ribes et al.,
2000.

Mucor es un género que engloba especies que causan el moho que se encuentra
en vegetales en estado de descomposicion y algunas plantas. Es responsable de
invadir una amplia variedad de alimentos y vegetales, debido a su capacidad de

producir enzimas en grandes cantidades (Jordan, 2013).

7.2 Ciclo de vida de Mucor circinelloides
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M. circinelloides presenta dos ciclos de vida diferentes, uno sexual que permite la
recombinacién genética y se presenta en dos tipos (+) y (-) los cuales son
morfoldégicamente iguales, y un ciclo asexual en el cual la reproduccion del

microorganismo es rapida.

7.2.1 Ciclo sexual

En la cual se presenta de dos tipos (+) y (-), los cuales al aproximarse presentan
ciertos cambios morfo-fisioldgicos que dan lugar a zigoforos. Los estar cerca los
apices de los zigoforos se fusionan y mediante diversos cambios, se unen y forman
la zigospora, en donde se fusionan ambos nucleos dan lugar a los
germoesporangioforos que producen los germoesporangios que contienen nuevas
germoesporas que por medio de mitosis con llevan a un nuevo ciclo (Figura 10).
Este proceso permite la recombinacion del material genético de las estirpes que
participan en él, generando variabilidad genética en la especie (LOpez, 2015;
Jordan, 2013).

7.2.2 Ciclo asexual

Se caracteriza por la formacién de esporangiosporas multinucleadas. Estas esporas
maduran en el esporangio, al germinar producen uno o varios tubos germinativos,
donde dan lugar a hifas que crecen por el apice, ramificando para formar el micelio,
en este punto algunas hifas comienzan a ser aéreas originando esporangioforos y
estos a su vez dan lugar a los esporangios los cuales contienen las nuevas esporas
(Figura 10) (L6pez, 2015; Jordéan, 2013).
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Figura 10. Ciclo de vida de M. circinelloides. En el ciclo asexual a partir de la
esporangiospora, una célula haploide, si se crece en presencia de oxigeno esta
desarrollara la morfologia de micelio, mientras que si crece en ausencia de oxigeno
y en presencia de una fuente de carbono fermentable desarrollara la morfologia de
levadura. Mientras en el ciclo sexual, a partir del micelio de los dos tipos sexuales
(+) y (-), estos se fusionaran mediante hifas especializadas, a partir de cada tipo
sexual, las cuales se generan una vez desencadenado el proceso de reproduccion
sexual, mediado por la hormona acido trisporico (derivada del 3-caroteno) para dar
lugar a la zigospora, una célula producto de la meiosis (Tomada y modificada de
Silva, 2013; Patifo, 2017).
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7.3 Dimorfismo

M. circinelloides es un importante modelo de estudio por su capacidad dimérfica
(Lubbehisen et al., 2003; Li et al., 2011), dicha caracteristica le permite un
crecimiento alternativo entre hifa o levadura (Figura 11), de acuerdo a las
condiciones ambientales a las que se encuentre sometido. Condicion que poseen
muchos patégenos, siendo una de las dos morfologias la causante de su
patogenicidad., la virulencia de Mucor se da en su morfologia de hifa. Ademas, se
conoce que el tamafio del esporangioforo es el que determina la virulencia (Jordan,
2013).

ESPORA

—°3
o~

LEVADURA MICELIO
V=

ARTOSPORAS

Figura 11. Dimorfismo de M. circinelloides. A partir de la espora y una vez que
se han detectado condiciones favorables para el desarrollo vegetativo, la espora
aumenta su tamafio y toma forma esférica. Dependiendo de las condiciones
nutricionales y ambientales, M. circineliodes crece como micelio en presencia de
oxigeno y crece como levadura en ausencia de oxigeno y una fuente de carbono
fermentable. Si las condiciones cambian, este mucoral es capaz de hacer transicion
de una morfologia a otra (Tomada y modificada de Liubbehtsen et al., 2003;
Patifio, 2017).
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Los esporangiosporas asexuales estan involucrados en la diseminacion, mientras
que los zigosporas sexuales se consideran inactivas. En la subespecie M.
circinelloides f. lusitanicus (Mcl) los esporangiosporas presentan un tamafio y forma
diferente entre (-) y (+). Las cepas (+) tienen un tamafo pequefio de 4.7 £ 0.9umy
una forma homogénea mientras la cepa (-) producen esporas irregulares y mas
grandes de 12.3+ 2.7um, siendo estos mas virulentas. La diferencia radica en que
las esporas mas grandes germinan dentro de los macréfagos mientras las mas

pequefas quedan inactivas dentro de los macrofagos (Li et al., 2011).

M. circinelloides tiene un dimorfismo basado estrictamente en las condiciones de
crecimiento, el cual puede ser manipulado facilmente. El crecimiento levaduriforme
se efectla basicamente en una atmosfera anaerobia de N2, CO2, una mezcla de
ellos o en grandes cantidades de glucosa. Mientras el crecimiento micelar se lleva
a cabo en condiciones aerobias de Oz, véase en la figura 11 (Chiericatti, 2013).

7.4 Aspectos biomédico asociados a Mucor circinelloides

M. circinelloides es considerado como un patdégeno oportunista en pacientes
inmunocomprometidos (Bastidas et al., 2012) con condiciones como diabetes, VIH,
personas con trasplantes de o6rganos y células madres (Lanternier et al., 2012),
traumas, herida quirargicas, desnutricion severa o que presenten ruptura primaria
en la integridad de la barrera cutanea (Ribes et al., 2000). Las vias de infeccién
mas comunes son, sinusal 39%, pulmonar 24% y cutaneo 19%. También se
observan enfermedades rinocerebrel, gastrointestinal y alérgica, se les asocia a una
enfermedad angioinvasiva que conduce a trombosis e infarto en tejidos afectados,
destruccién tisular medida por proteasas fangicas, lipasas y micotoxinas. Se
reportaron y trataron 241 casos de mucormicosis cutdnea de los cuales hubo una
tasa de supervivencia del 3%, lo cual indica que el orden mucoral es causante de
altas tasas de mortalidad en las diferentes presentaciones de la infeccion (Roden
et al., 2005; Li et al., 2011). Las infecciones mucorales se presentan raramente en

pacientes sanos (Ribes et al., 2000).

UMSNH-FMVZ Pagina
40




“Efecto de la administracion por via oral de Mucor circinelloides a ratones sanos”™

Se le atribuye actividad inhibitoria para microorganismos Gram positivos (Chaparro,
2010). Se le asocian propiedades ovicidas (Cortifias, 2015), que se han utilizado
para control biolégico de nematodos gastrointestinales (Cazapal et al., 2013) como
Ascarissuum (Hernandez et al., 2015), trematodos como la fasciolahepatica (Arias

Vazquez et al., 2016), y Calicophorondaubneyi (Arroyo et al., 2015).

7.5 Aspectos biotecnologicos asociados al uso de Mucor
circinelloides
Ha sido empleado para la produccién de enzimas industriales, por ejemplo, de

proteasas extracelulares (Sousa et al., 2002) en la utilizacion en la produccion de
quesos, debido a su capacidad coagulante y se ha llegado a sustituir las quimosinas
de ternero. También se emplea en la elaboracion de detergentes y productos
farmacéuticos, se estima que tiene una venta del 60% a nivel mundial gracias a su
variedad de usos (Alves 2005; Sousa et al., 2002 y Solera et al., 2010).

Se ha utilizado como materia prima para la produccion de biodiesel (Martin, 2008,
Vicente et al.; 2009) por medio de la transformacion directa de los lipidos del micelo
del cual se estima que tiene un rendimiento del 18% con respecto al peso seco del

micelo y una pureza del 99% (Dufour, 2010).

7.6 Mucory otros mucorales como flora de los animales

El tracto gastrointestinal de los animales es un lugar donde se pueden encontrar
diferentes y grandes cantidades de hongos. En una investigacion realizada en pollos
en la regidén de Yogyakart, Indonesia, se aislaron 6 tipos diferentes de hongos en el

tracto gastrointestinal entre los que destacaba a M. circinelloides.
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Las regiones del tracto digestivo con mayor carga fungica fueron el ileon y ciego,
mientras el duodeno fue la porcion del tracto gastrointestinal con menor carga de
esporas (Yudiarti et al.; 2012). Esto se debe a las condiciones del ambiente en el
gue se encuentran, tal como pH, los hongos tienen mayor crecimiento en pH neutro
a alcalino (Yamanaka, 2003), esto coincide con la mayor carga de hongos en el
ileon y ciego mientras el pH acido inhibe el crecimiento de los hongos, es por ello,

que en el duodeno con pH acido existe una menor carga fungica.

En un estudio sobre terneros en pastoreo y lechones, se detectd una gran carga de
endoparasitos, y al administrar esporas de M. circinelloides en el concentrado del
alimento, se observo una reduccion significativa en la viabilidad de los huevos de
ascaris en lechones y fasciola en terneros, lo cual demuestra la capacidad de M.
circinelloides para sobrevivir en el tracto digestivo y generar antagonismo con

parasitos en animales de granja (Cortifias et al.; 2015).

En un estudio realizado en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica se aislaron
mucorales del intestino de larvas de coledpteros (Acufia, 2009) y se ha encontrado
rRNA mucoral en el intestino delgado y colon de ratones libres de patdégenos

especificos (Scupham, 2006).

Ademas, en un estudio realizado en 15 hatos de vacas alimentadas con un alto
contenido de fibra, se aislaron cepas de Mucor spp. en las diferentes porciones del
intestino, en el duodeno 19 cepas, ileon 30 cepas, ciego 5y 13 en el colon, de los

cuales 4, 6, 2 y 2 fueron positivas (Maki et al.; 1964).

Algunos mucorales se han visto como parte de la microbiota en el pelo de los perros,
con grandes fluctuaciones en tiempo de lluvias, otofio y en algunos meses durante

la primavera (Ribes et al.; 2000).
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7.7 Importancia de las proteinas Arf en M. circinelloides

En hongos, las proteinas Arf son reguladoras clave de procesos de tréfico vesicular
gue a su vez esta asociado estrechamente con crecimiento y virulencia (Lee et al.,
2008).

El trafico vesicular es un proceso altamente regulado y es indispensable para la
sefalizacion de proteinas. Dentro de las células, las vesiculas transportan
moléculas entre organelos, dicha actividad incluye a los procesos endociticos y
exociticos. De tal manera que la importancia a nivel celular del trafico vesicular
podria incluir biosintesis o la regulacion funcional de organelos (Agrawal et al.,
2013; Ackema et al., 2014).

Recientemente Patifio-Medina et al., 2018 reportaron la identificacion y
caracterizacion funcional de 4 genes (arf1-4) que codifican para proteinas Arf en M.

circienelloides. Mediante un enfoque genético-molecular encontraron que:

- arfl regula positivamente el crecimiento micelial y esporulacién, al interrumpir

dicho gen disminuye la cantidad de esporas generadas y la longitud de la hifa.
- arf2 es relevante para la regulacion del crecimiento levaduriforme.

- arf3 es importante para la regulacion de la virulencia, ya que al ser interrumpido
genera una cepa significativamente mas virulenta en contra del modelo murino

diabético y el nematodo Caenorhabditis elegans.

- arf4 genero afectaciones menores en el fenotipo. Incluyendo crecimiento radial

disminuido.
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VIIl. Hipotesis

La administracion por via oral de Mucor circinelloides en ratones sanos no causa la

muerte de los ratones.

IX. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los efectos de la administracion por via oral de Mucor circinelloides a

ratones sanos.

9.1 Objetivos especificos

¢ Evaluar la sobrevivencia de los ratones posterior a la administracion de
esporas de M. circinelloides por via oral.

¢ Evaluar el grado de inflamacién sobre el sistema gastrointestinal de la
administracion de M. circinelloides por via oral a ratones sanos.

¢ Determinar la carga de esporas de M. circinelloides que se establecen en la

flora intestinal del raton como efecto de la administracion por via oral.
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X.  MATERIAL Y METODOS

10.1 METODOLOGIA

Con lafinalidad de establecer una estructura en la elaboracidn y seguimiento de los procedimientos,

se utilizé la siguiente metodologia:

Utilizacion de las cepas
MU402 (silvestre) y Aarf3
(mutante) de Mucor
circinelloides

>

Cultivo de ambas cepas

de M. circinelloides en

medio sélido y cosecha
de esporas.

Inoculacién por via oral de
esporas de ambas cepas
(1, 5,10, 20 6 40 millones )
a ratones sanos (Mus
musculus).

Pesaje de ratonesy
recoleccién de muestras
de excremento durante un
mes.

O

Extraccion de RNA total de
érganos de raton

e

Sacrificio y recoleccion de
6rganos (estomago, colon
e intestino delgado).

Cuantificaciéon mediante
qPCR de la presencia de
M. circinelloides en las
muestras de heces.

Extraccion de DNA total de
muestras de heces de
raton.

Determinacién mediante

RT-qPCR de los niveles de

expresion de marcadores
celulares de estrés ()

Preparacién de érganos
para ensayos histoldgicos

Captura de
microfotografias de cortes
histoldgicos tefiidos con H

y E.

Figura 12. Estructura de la metodologia.

10.2 Cepas utilizadas

Fueron utilizadas las cepas de M. circinelloides MU402 obtenida mediante
mutagénesis quimica, la cual es auxoétrofa a leucina (leuA") y uracilo (pyrG-) (Nicolas
y col., 2007) y la cepa mutante Aarf3 derivada de MU402 la cual muestra virulencia
en los modelos Caenorhabditis elegans (nematodo) y Mus musculus (ratén) (Patifio
Medina et al., 2018).
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10.2.1 Medio de cultivo

M. circinelloides se cultivd en placas de YPG solida a 28°C, en presencia de luz y

se incub6 durante 6 dias.

YPG (Glucosa, Peptona de gelatina, Extracto de levadura)

Cada litro contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g de peptona de
gelatina (BD Bioxon), 20 g de glucosa (BD Bioxon) y 20 g de agar bacteriolégico
(BD Bioxon) en caso de medio solido, se ajusto el pH a 4.5 (Bartnicki-Garcia,
1968).

10.2.2 Obtencidn y conteo de esporas de M. circinelloides

En placas de Petri con medio YPG sdlido, se inocularon 100 esporas de M.
circinelloides y se incubaron a 28°C en presencia de luz durante 5 dias. Las esporas
se colectaron agregando 9 mL de agua destilada estéril sobre las placas y raspando
cuidadosamente con un asa de pléstico, posteriormente las esporas se aspiraron y

se depositaron en un tubo de 50 mL estéril.

Las esporas se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se lavaron con agua destilada estéril y centrifugadas de la misma
manera tres veces. Finalmente, las esporas se resuspendieron en 35 mL de agua
destilada estéril. El conteo se realizé en un hematocitometro (PGC Scientific)
usando el objetivo 40X de un microscopio 6ptico ATC 2000 (Leika). Se depositd 20
ML en la parte superior y 20 yL en la inferior, respectivamente. Se contaron las
cuadriculas de los extremos y la del centro para ambas celdas de la camara. Las
esporas cuantificadas se multiplicaron por el factor de dilucién 2.5 x 10%. El resultado
expresa las esporas por mililitro de muestra. Las esporas contadas y lavadas se
conservaron a 4°C y se emplearon en un maximo de 15 dias después de su

obtencion.
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10.3 Ensayo de infeccion en ratones (Via oral).

El estudio se llevo a cabo en dos fases. En ambas fases se tomaron ratones sanos,
machos de aproximadamente tres semanas de edad. Se colocaron en cajas de
metal, en el Bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia, de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. En la primera fase se formaron seis grupos
con tres especimenes cada uno y con la ayuda de una pipeta micrométrica se les

administraron las siguientes concentraciones de esporas:

Volumen
G Concentracion de esporas Cepa administrado
rupo
(ML)
1 1°000°000 Mu402 200
2 5000°000 Mu402 200
3 10°000°000 Mu402 200
4 1°000°000 Aarf3 200
5 5°000°000 Aarf3 200
6 10°000°000 Aarf3 200

Tabla 1. Primera fase de infeccion. A cada grupo de ratones se le administro
1,56 10 millones de esporas de la sepa silvestre Mu402 6 Aarf3 en un volumen

de administracion de 200 yL de agua destilada, cada 48 horas por tres dosis.

En la segunda fase de infeccion, se formaron cuatro grupos con cuatro especimenes
cada uno, se siguid el mismo procedimiento para su inoculacion y se les

administraron las siguientes concentraciones de esporas:
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Volumen
G Concentracion de Cepa administrado
rupo
esporas (uL)
1 20'000°000 Mu402 200
2 40'000°000 Mu402 200
3 20’'000°000 Aarf3 200
4 40'000°000 Aarf3 200

Tabla 2. Segunda fase de infeccion. A cada grupo de ratones se les administré
20 6 40 millones de esporas de la sepa silvestre Mu402 6 Aarf3 en un volumen

de administracion de 200 yuL de agua destilada, cada 48 horas por tres dosis.

Una vez inoculadas las cepas, se observé el comportamiento de los especimenes,
se pesaron y se recolecté una muestra representativa de heces por grupo, cada

tercer dia durante un mes para su posterior analisis.

10.4 Aislamiento de acido desoxirribonucleico total de heces de
ratones

Las muestras de heces de raton fueron colectadas cada tercer dia, durante 30 dias,

de las cuales fueron seleccionadas la primera y la Ultima muestra por individuo.

La extraccion de ADN se realizé empleando el kit High PurePreparation Kit (Roche)

como a continuacion se explica:

1.- Se tomo un pellet de muestra (aproximadamente 30 mg) y se colocé en un tubo
de perlas de ceramica (MagNaLyser Green Beads-Roche) junto con 250 pL de agua
libre de nucleasas.

2.- Se sometid el tubo a 6500 rpm a un rompimiento mecanico en el lisador de
células (MagNa-Lyser-Roche) durante 1 minuto.

3.- Se centrifugd el tubo a 8000 x g durante 1 minuto, y se tomaron 200 p
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L de sobrenadante y se colocaron en un nuevo tubo de 2 mL.

4.- Se agregaron a dicho tubo 200 pL de solucion de lisis, que contiene tiocianato
de guanidina, ademas se agregaron 40 pL de proteinasa K.

5.- Se incubaron las muestras durante 10 minutos a 70°C a 600 rpm en un
termomezclador con agitacion.

6.- Se agregaron 100 pL de isopropanol a la muestra.

7.- Se tomo el contenido del tubo y se vertieron a una columna de extraccion.

8.- Se centrifugd durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descarto el sobrenadante.
9.- Se agregaron 500 pL de removedor de inhibidores.

10.- Se centrifugé durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descartdé el
sobrenadante.

11.- Se agregaron 500 pL de solucion de lavado.

12.- Se centrifugé durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descartdo el
sobrenadante.

13.- Se agregaron 500 pL de solucién de lavado.

14.- Se centrifugé durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descartd el
sobrenadante.

15.- Se centrifugé durante 13000 x g durante 15 segundos. Y se descarté el
sobrenadante.

16.- Se agregaron 100 pL de agua libre de nucleases a 70°C.

17.- Se centrifug6 durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se recupero el
sobrenadante.

18.- Las muestras fueron cuantificadas espectrofotométricamente (NanoPhotometer

P360 Implen) registrando la concentracion en ng / pL, al igual que la relacién;@ .
280

. A .
Las relaciones % en todos los casos estuvieron entre 1.8 y 2.0. Por lo tanto, se
280

aseguro una calidad 6ptima de extraccion (Yamaguchi y col., 1992).

SO . .z A -
Las muestras de acidos nucleicos cuyo valor de relacion % resulté menor a 1.8
280

fueron descartadas para los analisis posteriores.
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10.5 Ensayo de qPCR para determinar la presencia y calidad de M.
circinelloides en heces de ratones

A fin de determinar la presencia de DNA fungico proveniente de M. circinelloides en
heces de ratones se realizaron ensayos moleculares de qPCR. Las pruebas
consistieron en realizar una extraccion de DNA total de las heces de ratén, la cual
fue usada como templado para la reaccion de qPCR. El gen de M. circinelloides que
fue detectado fue tfc-1, el cual codifica para una de las seis subunidades que
componen al factor de iniciacion de la transcripcion de la RNA polimerasa Ill. Dicho
gen ha sido validado para la deteccion de esporas, micelio o levaduras de M.

circinelloides mediante qPCR (Valle-Maldonado et al., 2015).

Las pruebas moleculares de qPCR y RT-gPCR se realizaron en el sistema
LightCycler 480 Il (Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA), empleando el kit
SuperScript 11l PlatinumOne-step RT-gPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cada 25 uL
de volumen de reaccion contenia 5 yl de DNA templado, 0.5 pl de mezcla de
enzimas, 12.5 pl de mezcla de reaccién 2X, 0.5 pl de oligonucledtido directo 10 uM,
0.5 pl de oligonucledtido reverso 10 yM, 0.5 pl de sonda 5 pM, y 5.5 pl de agua libre

nucleasa, esta mezcla fue preparada en un gabinete para PCR (UVP).

La gPCR se inicié por una desnaturalizacién inicial (95°C, 10 min), seguida por 45
ciclos de amplificaciéon a 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por
30 segundos. Las sefiales de fluorescencia fueron colectadas a cada ciclo de
amplificacion a 60°C. Las curvas de amplificacion fueron analizadas a longitudes
de onda de absorcion de 530 nm (ya que el componente fluoréforo de la sonda es
FAM). En cada experimento fueron controles positivos (DNA genomico de M.

circinelloides), y agua como control negativo.

_ Oligonucleétido directo (5°-3") S Tamafio
Secuencia Tm (°C)/ GC (%) | Eficienciade del
Oligonucléotido reverso (5°-3") amplificacion lics
(NGmero de ID) (%) ampficon
Sonda (5'-3") FAM-BHQ1 (bp)
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ATGGCGGTGACGAGGGTTT 67.21/57.9
metfc-1 GGGCATCTGTGGCAATCTTTC 66.32 / 52.4 91 90
(106349) : :
TGGATGCAGAGGAAGACATCAACGC 68.48 / 52.6
TGACAGGATGCAGAAGGAGAT 65.48 | 47.62
mm@-actina
(NML 007365.5) GCGCTCAGGAGGAGCAAT 66.96 / 61.11 92 76
ACTGCTCTGGCTCCTAGCACCAT 70.37 1 56.62
GCGCTGTCAATGCCTGAAG 66.8/57.89
mmMIP2
CGTCACACTCAAGCTCTGGAT 65.4/52.38 98 67
(NM_009140.2)
CCCTGCCAAGGGTTGACTTCAAGA 69.9/54.17
TGGCAGCTACCTGTGTCTTTC 66.1/523
mmiL-18
GGATGGGCTCTTCTTCAAAGATG 64.2/47.83 95 88
(NM_008361.4)
CCGTGGACCTTCCAGGATGAGGA 70.9/60.87
—_ CACGGCCTTCCCTACTTCAC 68.8/60
ACAGGTCTGTTGGGAGTGGTA 66.3/50.3 o7 6
(NM_031168.2)
CCCTGCCAAGGGTTGACTTCAAGA 60.0/54.2
GGCCTCCCTCTCATCAGTTCT 662757
mmTNF-a
GTGGGCTACAGGCTTGTCA 64.4 57.8 91 84
(BC137720.1)
TGGCCCAGACCCTCACACTCAG 70.2/63.64

Tabla 3. Oligonucledtidos y sondas empleadas la gPCR y la RT-qPCR. En

donde (mc): mucor circinelloides, (mm): mus musculus. Los nimeros de ID

de las secuencias de M. circinelloides (mc) fueron obtenidas del proyecto de

secuenciacion de este (http://genome.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.info.html),

mientras que las secuencias de Mus musculus (mm) muestra su numero de

acceso del banco de genes (GeneBank) del NCBI. FAM (carboxiflouresceina

hace referencia al componente fluoréforo presente en laregion 5 de la sonda

de hidroélisis.
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10.6 Determinacion de abundancia de DNA de Mucor
circinelloides por qPCR

A fin de preparar la curva estandar, 50 esporas de la cepa MU402 de Mucor
circinelloides fueron inoculadas sobre medio YPG sdélido, y después de cinco dias,
las esporangiosporas fueron colectadas, contadas y preservadas como previamente
se ha descrito. Se utilizaron concentraciones de esporas entre 1 x 102y 1 x 10’ mL"
! haciendo uno de diluciones seriales de factor 1:10. Consecuentemente, se realizé
una extraccion de DNA, y se utilizé dicho material genético como templado para la
deteccion del gen nuclear validado tfc-1. Dicho gen codifica para una subunidad del
factor de transcripcion TFIIIC el cual es necesario para el ensamblaje del complejo

de preiniciacién de la RNA polimerasa lll; véase en la figura 13.

10000000 — [T S N S Y N N N N SO N I | .
o
T L e e e e e e e
o y = 3E+14x+1950.1 ||
O R'=09959 | | Lo |
800000 ot RN R P 21 |
g e T 1=
= 4000000 — T T 1T
g i i | ! 1 | 1 1 | o |
L | 1 1 1 1 1 }. -
z 2000000 1 1 . + _.--5'—'- 1
[+ R | |
0 5E-09 1E-08 1.5E-08 2E-08 2.5E-08 3E-08
1
2€Cq

Figura 13. Curva estandar de concentracién de DNA de Mucor circinelloides.
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10.7 Sacrificio de Mus musculus

Para el sacrificio se tomaron los especimenes, y se les administro pentobarbital
sbdico de uso veterinario (Penta- Hypnol®) por via intraperitoneal en una dosis ya
establecida para causar eutanasia de 50 mg/kg (Plumb et al., 2010). Una vez
eutanasiado el raton, se realizé una diseccion para recolectar una porcién de
estdbmago, intestino delgado, colon, pulmén, higado y rifidn. Ya seccionadas las
porciones de estobmago, intestino y colon, se lavaron con una solucion buffer para
vaciar el contenido y retardar el deterioro celular. La conservacion de los 6rganos

fue en base a la prueba que se realizé.

e Analisis histopatoldgico: en tubos de plastico con solucion de
formaldehido al 4%, se rotularon y se conservo en un tubo estomago e
intestino, en el segundo colon y en el tercer tubo, higado, pulmén y rifidn,

y se almacend a temperatura ambiente.

e Andlisis molecular: en tubos eppendorf, se recolecto una pequefia porcion

de cada 6rgano, se rotulo y se almaceno en el congelador a -2°C.

10.8 Elaboracion de cortes histoldégicos de 6rganos de
ratén

Para la elaboracion de los cortes histolégicos, se tomaron las porciones de 6rgano
aislado en solucion de paraformaldehido al 4%, se colocaron en pequefias cajas de
plastico, se identificaron y se introdujeron en un histoquinete de 12 cilindros para

ser sometidos a un proceso de deshidratacion.
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Primero se pasaron por un bafio de alcohol al 96% por media hora, un segundo
bafio de alcohol al 100% por una hora, posteriormente un bafio de gilol por una hora

y por ultimo se pasoé por un bafio de parafina por dos horas.

Se prosiguio a realizar los bloques, en un molde de metal sobre una plancha caliente
se le agrego parafina caliente, se colocé la muestra de tejido en direccion deseada,
ya acomodado el tejido se pasé a una plancha fria para solidificar la parafina y se

identificaron.

Posteriormente, con la ayuda de un cortador manual se hicieron cortes delgados del
tejido, se le agregaron unas gotitas de alcohol con agua y se pasoé por una solucion
de agua caliente con gelatina de agar para que el tejido se expandiera y se fijara a
la laminilla, ya montado se llevé a una estufa por 10 minutos, para quitar el exceso
de parafina. Una vez fijado el tejido, se realizé la tincibn Hematoxilina Eosina (HYE),
para lo cual las muestras fueron sometidas a un proceso inverso al que se realiz6

para formar los bloques de parafina.

Primero se pas6 en solucion de gilol (dos bafios), un bafio de alcohol absoluto
(100%) y un siguiente bafio de alcohol al 96%, se enjuagd con agua, se paso por
un bafio de hematoxilina (colorante basico que tifie Unicamente nucleos), y por
altimo se paso por un bafio de Eosina (colorante acido que tifie citoplasmas).

Ya tefiida la laminilla se dejaron secar, se le coloco un cubreobjetos con resina para

proteger el tejido y de nuevo se dejaron reposar hasta que la resina secara.

10.9 Aislamiento de &cido ribonucleico total de 6rganos de
ratones

Las muestras de o6rganos (estobmago y colon) de raton fueron colectadas
posteriormente al sacrificio de los ratones. La extraccion de ADN se realizo

empleando el kit High PurePreparation Kit (Roche) como a continuacion se explica:
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1.- Se tomo aproximadamente 30 mg y se coloco en un tubo de perlas de ceramica
(MagNaLyser Green Beads-Roche) junto con 250 pL de agua libre de nucleasas.
2.- Se sometio el tubo a 6500 rpm a un rompimiento mecéanico en el lisador de
células (MagNa-Lyser-Roche) durante 1 minuto.

3.- Se centrifugo el tubo a 8000 x g durante 1 minuto, y se tomaron 200 u

L de sobrenadante y se colocaron en un nuevo tubo de 2 mL.

4.- Se agregaron a dicho tubo 200 pL de solucion de lisis, que contiene tiocianato
de guanidina, ademas se agregaron 40 uL de proteinasa K.

5.- Se incubaron las muestras durante 10 minutos a 70°C a 600 rpm en un
termomezclador con agitacion.

6.- Se agregaron 100 pL de isopropanol a la muestra.

7.- Se tomo el contenido del tubo y se vertieron a una columna de extraccion.

8.- Se centrifugd durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descarto el sobrenadante.
9.- Se agregaron 500 pL de removedor de inhibidores.

10.- Se centrifugé durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descarto el
sobrenadante.

11.- Se agregaron 500 pL de solucion de lavado.

12.- Se centrifugé durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descartd el
sobrenadante.

13.- Se agregaron 500 pL de solucion de lavado.

14.- Se centrifugd durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se descartdo el
sobrenadante.

15.- Se centrifugé durante 13000 x g durante 15 segundos. Y se descarté el
sobrenadante.

16.- Se agregaron 100 pL de agua libre de nucleases a 70°C.

17.- Se centrifugé durante 8000 x g durante 1 minuto. Y se recuper6é el

sobrenadante.
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18.- Las muestras fueron cuantificadas espectrofotométricamente (NanoPhotometer

. ., . ., A
P360 Implen) registrando la concentracion en ng / pL, al igual que la relamon% .
280
A .
% en todos los casos estuvieron entre 1.8 y 2.0. Por lo tanto, se
280

aseguro una calidad 6ptima de extraccion (Yamaguchi y col., 1992). Las muestras

Las relaciones

L, . . .z A -
de acidos nucleicos cuyo valor de relacion % result6 menor a 1.8 fueron
280

descartadas para los analisis posteriores.

10.10 Ensayos tipo RT-gPCR para determinar la expresion de

marcadores de inflamacién en Mus musculus

La RT-gPCR se inici6 por la transcripcion reversa (50°C, 30 min) y la
desnaturalizacion inicial (95°C, 10 min), seguida por 45 ciclos de amplificacion a
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos. Las sefales
de fluorescencia fueron colectadas a cada ciclo de amplificacién a 60°C. Las curvas
de amplificacién fueron analizadas a longitudes de onda de absorciéon de 530 nm
(ya que el componente fluoréforo de la sonda es FAM). En cada experimento fueron
controles positivos (DNA gendmico de M. circinelloides), y agua como control

negativo.

XI.  RESULTADOS
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11.1 Variacion de pesos en Mus musculus posterior de la
administracion por via oral de las cepas silvestre
MU402 y mutante Aarf3de M. circinelloides.

Con la finalidad de determinar el efecto de ganancia y pérdida de peso que inducen

la cepa silvestre MU402 y Aarf3 sobre el modelo Mus musculus en la administracion

de los diferentes tratamientos se llevo a cabo un analisis sobre la varianza en peso

de los grupos de ratones figura 13y figural4.
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Figura 14. Variacion de pesos en Mus musculus de la administracion por via
oral de las cepas silvestre MU402 y Aarf3, en los tratamientos 1, 5y 10 millones
de esporas. Se cuantifico la variacion de pesos durante un mes, de los ratones de
los grupos 1, 2 6 3, inoculados con 1 (A), 5 (B) 6 10 (C) millones de esporas de la
cepa silvestre MU402, y el grupo 4, 5 6 6, inoculados con 1 (D), 5 (E) 6 10 (F)
millones de esporas de Aarf3 respectivamente de la cepa M. circinelloides.
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Figura 15. Variacion de pesos en Mus musculus en la administracion de las
cepas silvestre MU402 y Aarf3 en los tratamientos 20y 40 millones de esporas.
Se cuantifico la variacion de pesos durante un mes, de los ratones de los grupos 1
0 2 inoculados con 20 (A) 6 40 (B) millones de esporas de la cepa silvestre MU402,
y el grupo 3 6 4 inoculados con 20 (C), 40 (D) millones de esporas de Aarf3
respectivamente de la cepa M. circinelloides.

Las graficas indican un aumento en el peso de los ratones posterior a la
administracion por via oral de las esporas de la cepa silvestre MU402 y Aarf3,w en
sus diferentes concentraciones y en el seguimiento del pesaje en los siguientes 30
dias. En donde no se observo una pérdida de peso significativa, lo que indica que
no hay una correlacion entre la carga de esporas administradas y la ganancia o

pérdida de peso de los ejemplares.
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11.2 Cuantificacion mediante gPCR de DNA de M.
circinelloides, presente en heces de raton.
A fin de cuantificar la carga de esporas presente en heces de ratones se grafico la

ganancia y pérdida de peso que inducen la. cepa silvestre MU402 y mutante Aarf3
sobre el modelo Mus musculus en la administracion de los diferentes tratamientos

se llevo a cabo un analisis sobre la varianza en peso de los grupos de ratones.
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Figura 16. Abundancia de DNA de M. circinelloides en heces de ratones.

(A) Se cuantificd mediante gPCR el DNA de M. circinelloides, presente en heces de
ratones a las 48 h (Fecha 1) o al mes (Fecha 2) posterior a la administracion oral de
1, 5 6 10 millones de esporas de la cepa silvestre MU402 (1, 2 6 3) o de la cepa
mutante Aarf3 (4, 5 6 6). (B) Se cuantificO mediante qPCR el DNA de M.
circinelloides, presente en heces de ratones a las 48 h (Fecha 1) o al mes (Fecha
2) posterior a la administracion oral de 20, 6 40 millones de esporas de la cepa
silvestre MU402 (1, 6 2) o de la cepa mutante Aarf3 (3 6 4). Las barras representan
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la desviacion estandar y las letras denotan diferencias estadisticamente
significativas, ANOVA, Fisher p<0.05.
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Figura 17. Abundancia de DNA de M. circinelloides en colon y estomago de
ratén.

(A) Se cuantifico mediante gPCR el DNA de M. circinelloides, presente en colon y
estdmago de ratones un mes posterior a la administracioén oral de 1, 5 6 10 millones
de esporas de la cepa silvestre MU402 (1, 2 6 3) o de la cepa mutante Aarf3 (4,506
6). (B) Se cuantifico mediante gPCR el DNA de M. circinelloides, presente en colon
y estobmago de ratones posterior a la administracion oral de 20, 6 40 millones de
esporas de la cepa silvestre MU402 (1, 6 2) o de la cepa mutante Aarf3 (3 6 4). Las
barras representan la desviacion estandar y las letras denotan diferencias
estadisticamente significativas, ANOVA, Fisher p<0.05.
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Figura 18. Determinacion de niveles de transcrito de marcadores de
inflamacion en tejidos de ratdn. Se extrajo RNA total proveniente de colén (A) y
estbmago (B) de ratones a los cuales les fueron administradas oralmente 40
millones de esporas de las cepas silvestre (1) y Aarf3 (2). Se evaluaron a los
siguientes genes: TNF-a, IL-6, IL1-8, MIP2y BIP, el gen normalizador empleado fue
B-actina. Las barras representan la desviacion estandar y las letras denotan
diferencias estadisticamente significativas, ANOVA, Fisher p<0.05.
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11.3 Analisis histopatologico de estbmago y colon de Mus
musculus de la administracion por via oral de las
cepas silvestre MU402 y Aarf3 de M. circinelloides.

Con la finalidad de conocer el efecto sobre el tracto digestivo de mus musculus
sobre la administracion por via oral de la cepa silvestre Mu402 6 Aarf3, se realizé
un analisis sobre cortes histologicos de estobmago y colon para identificar infiltrado

inflamatorio.

Figura 19. Corte histolégico de estémago de raton de la primera fase. A) Foto
tomada de corte histolégico de estbmago de raton con lente 10x, de la caja 1 primera
fase, con tratamiento 1 millon de esporas de la cepa Mu402.
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B) Foto tomada de corte histol6gico de estbmago de raton con lente 10x, de la caja
2 primera fase, con tratamiento 5 millones de esporas de la cepa Mu402. C) Foto
tomada de corte histolégico de estbmago de raton con lente 10x, de la caja 2 primera
fase, con tratamiento 10 millones de esporas de la cepa Mu402. D) Foto tomada de
corte histolégico de estobmago de ratdén con lente 10x, de la caja 1 primera fase, con
tratamiento 1 millén de esporas de la cepa Aarf3.
E) Foto tomada de corte histoldgico de estdmago de ratdn con lente 10x, de la caja
2 primera fase, con tratamiento 5 millones de esporas de la cepa Aarf3. F) Foto
tomada de corte histolégico de estbmago de raton con lente 10x, de la caja 2 primera
fase, con tratamiento 10 millones de esporas de la cepa Aarf3.

Figura 20. Corte histolégico de estbmago de ratdon de la segunda fase. A) Foto
tomada de corte histologico de estbmago de raton con lente 10x, de la caja 1
segunda fase, con tratamiento 20 millones de esporas de la cepa Mu402. B) Foto
tomada de corte histologico de estbmago de raton con lente 10x, de la caja 2
segunda fase, con tratamiento 40 millones de esporas de la cepa Mu402. C) Foto
tomada de corte histologico de estobmago de raton con lente 10x, de la caja 3
segunda fase, con tratamiento 20 millones de esporas de la cepa Aarf3. D) Foto
tomada de corte histologico de estobmago de raton con lente 10x, de la caja 4
segunda fase, con tratamiento 40 millones de esporas de la cepa Aarf3.
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Figura 21. Corte histologico de coldén de ratén de la primera fase. A) Foto
tomada de corte histologico de colon de raton con lente 10x, de la caja 1 primera
fase, con tratamiento 1 millon de esporas de la cepa Mu402. B) Foto tomada de
corte histologico de colon de ratdén con lente 10x, de la caja 2 primera fase, con
tratamiento 5 millones de esporas de la cepa Mu402. C) Foto tomada de corte
histolégico de colon de raton con lente 10x, de la caja 2 primera fase, con
tratamiento 10 millones de esporas de la cepa Mu402. D) Foto tomada de corte
histolégico de colon de raton con lente 10x, de la caja 1 primera fase, con
tratamiento 1 millon de esporas de la cepa Aarf3.
E) Foto tomada de corte histologico de colon de ratén con lente 10x, de la caja 2
primera fase, con tratamiento 5 millones de esporas de la cepa Aarf3. F) Foto
tomada de corte histologico de colon de raton con lente 10x, de la caja 2 primera
fase, con tratamiento 10 millones de esporas de la cepa Aarf3.
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Figura 22. Corte histolégico de colon de ratén de la segunda fase. A) Foto
tomada de corte histoldgico de colon de ratén con lente 10x, de la caja 1 segunda
fase, con tratamiento 20 millones de esporas de la cepa Mu402. B) Foto tomada de
corte histoldgico de colén de ratén con lente 10x, de la caja 2 segunda fase, con
tratamiento 40 millones de esporas de la cepa Mu402. C) Foto tomada de corte
histolégico de colén de ratébn con lente 10x, de la caja 3 segunda fase, con
tratamiento 20 millones de esporas de la cepa Aarf3. D) Foto tomada de corte
histolégico de colén de ratén con lente 10x, de la caja 4 segunda fase, con
tratamiento 40 millones de esporas de la cepa Aarf3.
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Xll. DISCUSION

A fin de determinar el efecto de la inoculacion oral de esporas de M. circinelloides
(cepa silvestre o mutante Aarf3) sobre el peso de ratones sanos de la linea BALB/c
se realizaron dos tipos de tratamientos. Durante el primer tratamiento se emplearon
diferentes cantidades de esporas (1, 5 6 10 millones), las cuales fueron
administradas oralmente a los ratones cada 48 horas con el objetivo de suministrar
tres dosis. De igual manera, de forma independiente, se llevo a cabo un segundo
tratamiento en el cual fueron administradas oralmente a los ratones 20 6 40 millones
esporas de las cepas silvestre o mutante Aarf3 de M. circinelloides, que fueron
suministradas en tres dosis cada tercer dia, y se registraron los pesos de los ratones

durante un mes.

Para la totalidad de los ensayos, se emplearon la cepa silvestre MU402 de M.
circinelloides, la cual es una cepa auxotrofa a leucina y uracilo (leuA-, pyrG) vy la
cepa Aarf3 ((leuA-, pyrG*). Existe un reporte en la literatura que muestra que la
mutante Aarf3 fue caracterizada fenotipicamente con anterioridad (Patifio-Medina
et al., 2018). La interrupcion de dicho gen condujo a las siguientes alteraciones:
disminucion del tamafio de la espora, aumento significativo de la virulencia en contra
del modelo diabético de M. musculus, ademas el sobrenadante del crecimiento
aerobico de 12 h en medio YPG de la mutante Aarf3 tiene un efecto virulento en
contra del nematodo C. elegans a diferencia de la cepa silvestre. Se decidio usar
dichas cantidades de esporas debido a que se han reportado el uso de cantidades
similares de esporas de Mucor circinelloides, 1 6 20 millones, por diversos autores
al evaluar la capacidad virulencia de M. circinelloides en contra del modelo murino
diabético (Li et al., 2011; Patifio-Medina et al., 2018).

Los resultados del presente estudio indican que para ambos tratamientos,
independientemente de la cantidad inicial de esporas administradas o la cepa de M.
circinelloides, no existe mortalidad en los ratones sanos ni disminucion el peso de
los ratones durante un mes posterior a la inoculacion. Es importante mencionar que

los ratones evaluados pertenecieron a las lineas consanguineas BALB/c y dichos
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ratones mantuvieron sus pesos entre el rango reportado en la literatura (Bronsart
et al., 2016). Es importante resaltar que la disminucién en el peso de los ratones es
un signo de diversas patologias (Muhammed et al., 2012), entre ellas procesos de

infeccién cronicos.

De manera similar a lo que se encontro, existen reportes donde al ser administradas
esporas de hongos entomopatdgenos a ratones y cerdos de Guinea, no se presenta
mortalidad en contra de dichos mamiferos (Mier et al., 1994). Asi mismo, los
resultados obtenidos son concordantes con Mancebo et al., 2009, en dicho reporte
se inoculd al ascomiceto Beauveria bassiana en ratas y no se presenté mortalidad
ni variacion en los pesos en dichos roedores. Cabe mencionar que existen reportes

del uso de este hongo como biocontrolador de insectos (Erler et al., 2015).

Estos resultados permiten concluir que tanto la cepa silvestre o mutante Aarf3 de
M. circinelloides resultaron ser inocuas y no afectaron los pesos de los ratones al
haberse inoculado diferentes cantidades de esporas. Estos resultados pueden ser
relevantes debido a que representan un antecedente sélido para ensayos futuros

de M. circinelloides como un posible agente de biocontrol.

El uso de técnicas moleculares ha permitido la identificacion de los géneros fungicos
presentes en heces de mamiferos (Foster et al., 2013). Diversas especies del
género Mucor han sido identificadas en heces de pacientes humanos obesos y no
obesos, de manera concreta se encontraron las siguientes especies: M. fuscus, M.
circineloides, M. velotinosusy M. racemosus. Es importante mencionar que la
abundancia de cada una de estas especies varia de acuerdo a la condicién corporal
del paciente. En el caso de M. circinelloides, se encuentran mayores niveles de DNA
en heces de pacientes obesos en comparacion a pacientes no obesos (Rodriguez
et al., 2015). Similarmente, existen reportes que indican una correlacion directa
entre la diversidad fungica presente en intestinos o heces de mamiferos con el
estado general de salud de estos animales (Zuo et al., 2018). Partiendo de estos
antecedentes, fue de nuestro interés de evaluar la abundancia de DNA de M.
circinelloides en heces de ratones a los cuales fueron administradas oralmente

esporas de las cepas silvestre o mutante Aarf3.
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Haciendo uso de ensayos moleculares, especificamente gPCR, se cuantifico la
presencia de M. circinelloides mediante la identificacién del gen nuclear tfc-1 (Valle-
Maldonado et al., 2015), usando como templado extracciones de DNA total
proveniente de heces de ratones BALB/c. A dichos animales les habian sido
administradas esporas oralmente de las cepas silvestre o mutante Aarf3 de M.
circinelloides, en cantidades previamente descritas. Las muestras extraidas tuvieron

concentraciones entre 30 y 150 ng/uL y relaciones Azeo/A2s0 entre 1.8y 2.0.

Lo que hace las muestras aptas para los ensayos de gPCR (Bergkvist et al., 2013).
Los resultados de niveles de DNA de M. circinelloides, muestran que no existen
diferencias entre los grupos de ratones ni entre las cepas estudiadas. Sinembargo
si existen mayores niveles de DNA de M. circinelloides cuando fueron suministradas
las dosis mas numerosas de esporas (20 6 “40 millones) en comparacion con las
dosis menos numerosas (1, 5 6 10). El hecho que no existan diferencias
cuantitativas entre la abundancia de DNA de M. circinelloides entre la cepa silvestre
o la mutante Aarf3 puede ser parte de la explicacion del porqué no existen
diferencias entre los pesos de los ratones ni en su mortalidad. Esto debido a que,
se ha reportado que, en modelos de infeccion fungica en ratones, mayores niveles
de DNA de Candida albicans, el cual es un hongo patdégeno, presente en las heces,
esta asociado a mayores niveles de dafio celular e histolégico en dichos ratones
(Jawhara et al., 2007). Con lo anterior podemos concluir que al admini4strar
oralmente esporas de las cepas silvestres ¢ Aarf3, fue posible detectar material
genético de M. circinelloides en las heces de dichos ratones, sin embargo, no

existen diferencias cuantitativas entre la abundancia de dichas cepas.

Multiples reportes han mostrado la importancia de las técnicas histologicas y de
ensayos moleculares (QPCR) a fin de evaluar alteraciones en los tejidos de los
ratones y cuantificar la propagacion del hongo presente en dichos tejidos,
respectivamente (Havaux et al., 2005; Hartigan et al., 2009; Grahl et al., 2011).

Se ha demostrado que existe una asociacion directa de mayores niveles de DNA
fungico en tejidos de raton con la infectividad, mortalidad y dafio celulares en contra

del modelo murino. De tal manera, fue de nuestro interés medir la abundancia de
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material genético de M. circinelloides en estdmago y coldn de ratones a los cuales
fueron administradas oralmente esporas de este hongo. La estrategia involucro el
sacrificio de los ratones y posterior recoleccién de tejidos. A dichos tejidos se les
realiz6 una extraccion de DNA total y fueron cuantificados mediante qPCR los
marcadores moleculares B-actina y tfc-1 que corresponden a M. musculus y M.
circinelloides, respectivamente. No encontramos diferencias significativas en los
valores de amplificacion (Cq) del gen B-actina detectados tanto en estbmago como
en colon de los ratones a los que se les administraron oralmente las esporas del
hongo. Interesantemente, pudimos detectar DNA correspondiente al gen tfc-1 en las
muestras de estbmago y colon de ratones inoculados con ambas cepas, indicando
de esta manera la presencia de M. circinelloides en ambos grupos. Ademas de ello,
es importante mencionar que los niveles de amplificacion (Cqg) son similares entre
ambos grupos. Al realizar una revision en la literatura, Diaz-Pérez en el afio 2016
reportd que en M. circinelloides los niveles de DNA de la mutante M5, estan
aumentados significativamente en los tejidos de ratébn que fueron inoculados
peritonealmente con esporas del hongo en comparaciéon a la cepa silvestre. Dicha
cepa es una mutante espontanea en el gen adhl, el cual codifica para un alcohol
deshidrogenasa (Rangel-Porras et al., 2019). Tomando en cuenta este
antecedente y comparandolo con nuestros hallazgos, podemos llegar a la
conclusién de que a pesar de que M. circinelloides esta presente en los tejidos de
estbmago y colon de los ratones, cuando las esporas fueron administradas
oralmente los niveles de infectividad son mucho menores y no existiendo mortalidad,
a diferencia a los encontrados en otras cepas virulentas de M. circinelloides

administradas intraperitonealmente.

El estudio de los niveles de transcrito de marcadores moleculares asociados a
inflamacion o dafo celular estd muy extendido en el modelo murino. Esto se ha
realizado mediante gRT-PCR. Dicho enfoque se ha empleado para parte de la
explicacion para entender diferencias a nivel celular de cortes histologicos,
mortalidad, pérdida de peso, entre otros aspectos fisioldgicos del raton (Jawhara et

al., 2007). Los marcadores que evaluamos mediante gRT-PCR fueron: TNF-q, IL-6,
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IL1B, MIP2, BIP. TNF-a es una citosina que estimula la fase aguda de la reaccion
inflamatoria. Al ser inoculadas conidias de Aspergillus fumigatus via intraqueal a
ratones, se ha demostrado que los niveles de TNF- a presentes en pulmoén del
modelo murino son modulados positivamente de manera dependiente del tiempo, y
esto correlaciona con dafio celular (Mehrad et al., 1999). IL-6 es una citosina
reguladora de procesos inflamatorios. Se ha reportado que tanto TNF- a como IL-6
son producidas sistémicamente durante la infeccion por el ascomiceto dimorfico
Candida albicans en el modelo de raton (Steinshamn et al., 1992). La interleucina
1 beta (IL1B) es una citosina proinflamatoria con multiples funciones en la respuesta
inmune. Se ha comprobado que en ratones los niveles de IL1[3 se elevan cuando se
inoculan intratraquealmente esporas del ascomiceto Histoplasma capsulatum, asi
mismo existe evidencia experimental de la participaciéon de dicha citosina en el
control de infecciones fangicas (Deepe et al., 2006). La proteina MIP2, proteina
inflamatoria de macréfagos-2, tiene como funcién ser una potente quimioatrayente
de neutrofilos, y estd involucrada en diversas respuestas inmunes. Ha sido
reportado que los niveles de MIP2 se encuentran aumentados en el liquido
cefalorraquideo de un paciente que desarroll6 meningitis provocada por C. albicans
en comparacion con una persona sana (Drummond et al., 2015). BIP también
conocida como GRP78/BIP es una chaperona del reticulo endoplasmico, la cual se
une a proteinas que recientemente se han sintetizado, y las mantiene en un estado
competente de plegamiento y oligomerizacion. Se ha correlacionado en el modelo
de raton diabético, que existen mayors niveles de esta proteina en pulmones y
cerebros de ratones que fueron infectados con el mucoral Rhizpus oryzae en

comparacion al grupo control (Liu et al., 2010).

Los niveles de RNAmM de estos marcadores moleculares se compararon con los
niveles de transcrito del gen B-actina. Empleando los oligonucleétidos mostrados en
la Tabla 5. Los resultados obtenidos nos indican que no existen diferencias en los
niveles acumulados de transcrito en muestras de estdmago ni de colon de ratones
que fueron administrados con la cepa silvestre o Aarf3 de M. circinelloides. Existen
multiples reportes que indican que un aumento de dichos marcadores esta asociado

con mayor dafio celular y/o mortalidad en los ratones (Jawhara et al., 2007, Diaz-
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Pérez, 2016). La administracion oral de esporas de la cepa silvestre o Aarf3 de M.
circinelloides en diferentes dosis en ratones sanos no causO0 mortalidad de los
mismos. Parte de la explicacion de dicha observacion es que los niveles de carga
fungica y de los marcadores moleculares asociados a inflamacién o dafio celular
son menores en los ensayos probados en este trabajo en comparacion con lo
reportado por Diaz-Pérez en el 2016. En dicho trabajo, donde la cepa virulenta M5
genera mayor invasividad y mortalidad, correspondientemente se cuantificaron
mayores niveles de transcrito de los marcadores moleculares de inflamacién. De
esta manera podemos concluir que la administracion oral de esporas de M.
circinelloides no ocasiona mortalidad. Asi mismo, los niveles de transcrito de
marcadores de inflamacion o dafio celular son significativamente menores en

relacion a lo reportado con otros modelos virulentos de este mucoral.

A fin de evaluar el grado de inflamacion en los tejidos de ratones de los diferentes
tratamientos, se colectaron muestras de colon y estbmago, las cuales fueron tefiidas
con HYE. Posteriormente fueron observadas mediante un microscopio 6ptico,
empleando el objetivo de 10X,40X, y 100X. Dicha estrategia ha sido empleada
multiples veces para evaluar el efecto de la infeccion fungica en el modelo murino
(Grahl et al., 2011, Jawhara et al., 2007). Consistentemente con los datos de
expresion de los marcadores de inflamacion y estrés celular ya descritos, los
resultados de histopatolégicos de los tejidos de colon y estémago, mostraron
indicadores de inflamacion (abundancia de infiltrado inflamatorio).

Para la interpretacion de la presencia de infiltrado inflamatorio presente los cortes
histologicos de estbmago y colon se tomaron 6 rangos, los cuales se describen
posteriormente: Grado 1, infiltrado inflamatorio Nulo —Leve; Grado 2, infiltrado
inflamatorio Leve; Grado 3, infiltrado inflamatorio Leve — Moderado; Grado 4,
infiltrado inflamatorio Moderado; Grado 5, infiltrado inflamatorio Moderado-
Abundante; Grado 6; infiltrado inflamatorio Abundante.

Los tratamientos inoculados de la cepa silvestre Mu402, dieron como resultado en
los cortes histologicos de estdmago los siguientes resultados, en las diferentes

concentraciones 1, 5y 10 millones de esporas, mostraron infiltrado inflamatorio
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Grado 2, mientras las concentraciones en 20 y 40 millones de esporas, mostraron
un infiltrado inflamatorio Grado 4, por otro lado los tratamientos con la cepa Aarf3,
en las concentraciones 1, 5 y 10 millones de esporas, mostraron un infiltrado
inflamatorio Grado 4 y las concentraciones de 20 y 40 millones mostraron un

infiltrado inflamatorio Grado 5.

En colon los resultados fueron los siguientes; en los tratamientos de MU402 en
concentraciones de 1, 5y 10 millones, se observo un infiltrado inflamatorio Grado
1, las concentraciones de 20 y 40 millones de esptas, mostraron un infiltrado Grado
2, en comparacion con los tratamientos inoculados por la cepa Aarf3 en 1,5y 10
millones de esporas, los cuales mostraron un infiltrado inflamatorio Grado 2 y en los

tratamientos de 20 y 40 millones, mostraron un infiltrado inflamatorio Grado 3.

Dichos resultados resultan prometedores como alternativa para implementar en
praderas, debido a que no representan una amenaza para los organismos de los
cuales no son blancos. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, coinciden
con diversos autores (Grahl et al., 2011, Jawhara et al., 2007, Mehrad et al., 1999),
donde se reportd presencia de infiltrado inflamatorio en rangos similares a los

descritos anteriormente.

XIll. CONCLUSION

Actualmente y de manera global se ha adoptado una tendencia hacia el control
biolégico, el cual resulta ser un tema prometedor, conocer las nuevas e innovadoras
medidas empleadas para realizar dicha practica, con las minimas consecuencias,
garantizando un resultado favorable hacia la produccion y el consumidor resulta ser

un tema de ganar- ganar.
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Debido al avance acelerado y desmedido de diversas areas de la medicina y la
investigacion, durante afios se han utilizado antihelminticos que se han empleado
indiscriminadamente, lo cual ha traido como consecuencia la resistencia de
microorganismos a diversos farmacos utilizados, mismos que causan un gran
impacto en la salud publica. Es por esta razon que la utilizacion de hongos
nematofagos como medida de control biolégico hacia la produccién y crianza de

animales destinados a consumo humano es considerada una alternativa eficiente.

En la presente investigacion se comprobo la viabilidad de la administracion por via
oral de la cepa Aarf3 en el modelo biolégico mus musculus, misma que al ser
administrada intraperitonealmente en pacientes inmunocomprometidos ha causado
alta mortalidad, sin embargo, la presente investigacion denota que existe una
inflamacion caracterizada en un rango leve-moderada en respuesta a la presencia
de dicha cepa de M. circinelloides, sin llegar a ser mortal para el hospedero, lo que
resulta prometedor como alternativo en el desarrollo de nuevas técnicas de control

biolégico con el minimo de consecuencias hacia la salud publica.
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