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2. RESUMEN

Se estudiaron los efectos de la e-poli-L-lisina sobre Saccharomyces cerevisiae y
Candida albicans. Se encontré6 que produce la salida de K" y a altas
concentraciones una inhibicion de la acidificacién extracelular. Se propone que,
como resultado de la union de la ¢-poli-L-lisina (EPL) a la superficie celular,
disminuye la carga superficial negativa de las células.

Con las concentraciones mas altas, ademas del flujo de salida de K", se
encontré un flujo de fosfatos y material que absorbe a 260 nm y 280 nm, una
inhibicion de la fermentacion y de la respiraciéon. También se encontré que a
concentraciones mayores a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) disminuye el
crecimiento, pero si al mismo tiempo se agregan metales divalentes, no se afecta
el crecimiento. El potencial de membrana en presencia de e-poli-L-lisina (EPL) se
afecta, ya que produce una despolarizacion. Los efectos dependen del medio

utilizado y la cantidad de células.

La e-poli-L-lisina (EPL) afecta la morfologia de la membrana celular debido
a las interacciones electrostaticas, provocando la formacion de poros por los
cuales se da una fuga de intermediarios metabdlicos que impiden que ambas

levaduras puedan continuar con su metabolismo y proliferar.



3. INTRODUCCION

Actualmente, las cepas resistentes de Candida albicans son un problema de salud
publica en pacientes inmunocomprometidos; la biusqueda de nuevas alternativas
terapéuticas es un campo de investigacion para utilizarlas como posibles

antimicrobianos en tratamientos de micosis.

Estudios recientes atribuyen propiedades antimicrobianas a la €-poli-L-lisina
(EPL) como agente antibiotico contra diferentes especies de bacterias, tanto Gram
positivas como Gram negativas, otro estudio sustenta que es una molécula no

citotoxica para células de mamifero.

La propuesta mas apoyada del mecanismo de accién para los policationes,
es la alteracién de la membrana citoplasmatica, aumentando su permeabilidad,
generando asi la salida de componentes del interior de la célula. Por lo anterior, en
esta tesis se estudié el efecto de la e-poli-L-lisina (EPL) en la fisiologia de dos
especies de levaduras, Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae.



4. MARCO TEORICO

4.1 Las levaduras como modelo de estudio

Los hongos son organismos eucariotas, es decir con nucleos organizados vy
definidos; la mayoria son aerobios, heterétrofos y no presentan movilidad. En un
inicio su clasificacion se basaba en observaciones macroscopicas, dividiéndolos

en hongos filamentosos o mohos, setas y levaduras (Madigan et al., 2014).

Las levaduras son hongos unicelulares, y una de sus principales
caracteristicas es la capacidad de fermentar azlUcares para la produccion de
etanol, por lo que desde varias culturas de la antigiedad los utilizaron para la
produccion de vino y de pan; las podemos encontrar en diferentes habitats
naturales, en hojas y flores de plantas, suelo y agua salada, y también forman
parte de la microbiota humana, ya que estan presentes en la superficie de la piel y

en el tracto intestinal, donde viven de manera simbidtica o como parasitos.

Las levaduras pertenecen a la clase de los ascomicetos y a la subclase de
hemiascomicetos, se multiplican como células individuales por un proceso de
gemacion. En el microscopio, son en su mayoria esféricas y de mayor tamafio que
las bacterias, poseen estructuras celulares como las que se describen en la Tabla
1 (Feldmann, 2012):



Tabla 1. Organelos principales de las levaduras.

Organulo

Funcién

Pared celular

Estructura rigida; brinda soporte y proteccion a la

célula que rodea.

Membrana plasmaética

Sirve como limite entre el interior y exterior de la

célula.

Citoplasma

Regién del contenido liquido fuera de los organelos,

donde se encuentran enzimas y nutrientes.

Nucleo

Estructura que contiene el material genético de una

célula eucariota.

Reticulo endoplasmico

Un sistema de tubulos, cisternas y vesiculas dentro
del citoplasma. Tiene una parte lisa que es de
transporte y almacenamiento y otra rugosa donde se
encuentran anclados los ribosomas y se sintetizan las

proteinas.

Vacuola

Estructura individual de transporte y almacenamiento

de diversas sustancias, rodeada por una membrana.

Aparato de Golgi

Red de membranas donde se almacenan y modifican

proteinas después de su sintesis.

Mitocondrias

Lugar donde ocurre la transduccion de energia
aeroObica, oxida a los intermediarios metabdlicos para
producir energia en forma de ATP.

Peroxisoma

Son estructuras  multifuncionales, donde se
encuentran oxidasas y catalasas, rodeadas por una

membrana.

Tomado de Feldmann, 2012 y Karp, 2013.



4.1.1 Saccharomyces cerevisiae, modelo de estudio.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura del grupo de los ascomicetos que se
reproduce por gemaciéon. Prospera en habitats donde hay azlcares disponibles y
es anaerobia facultativa. Esta levadura se utliza en la investigacion como
organismo modelo y en la industria para la produccion de pan, cerveza, vino y

maduracion de quesos y embutidos (Madigan et al., 2014).

En condiciones especificas la forma diploide es capaz de reproducirse
sexualmente. En estos casos se produce la meiosis en la célula formandose

un asca que contiene cuatro ascosporas haploides (Rine, 1989).

4.1.2 Candida albicans: agente causal de la candidiasis.

La candidiasis es una micosis causada por diversas especies de levaduras del
género Candida, principalmente Candida albicans. Esta levadura es responsable
de enfermedades sistémicas intrahospitalarias, que han aumentado en los Ultimos
afios debido a la existencia de cepas resistentes a los tratamientos
convencionales. La distribucion geografica de la candidiasis es universal (Pineda
et al., 2017).

Cualquier tejido puede ser afectado por C. albicans, por lo que existen
diversas patologias asociadas directamente al estado inmunoldgico del paciente.
La mayoria de estas infecciones se originan a partir de un foco enddgeno (tracto
gastrointestinal o respiratorio) o la alteracion de la microbiota (Madigan et al.,
2014).


https://es.wikipedia.org/wiki/Asca_(micolog%C3%ADa)

Candida albicans es un hongo asexual, que pertenece al género Candida y
la familia de los Sacaromicetos, pero es altamente variable y adaptable, es
pleomorfico; es decir, capaz de crecer ya sea como una levadura mediante
gemacion, o como un pseudomicelio de células alargadas y unidas, o como hifas
verdaderas. También muestra variacion no sexual, llamada cambio fenotipico.
Crecen normalmente en un periodo de 24 a 48 horas, en una temperatura de 28°C
a 37°C; en cajas de agar da colonias lisas blanquecinas sin pigmento, se
reproduce por gemacion y puede formar pseudohifas (Dumitru et al., 2004).

Su presencia en el intestino como parte de la microbiota se asocia a
factores intrinsecos (regulacion de genes, morfologia, adaptacion, carga) y
factores extrinsecos (microbioma competitivo, dieta, estado inmunoldgico del
huésped).Su diseminacion a distintas partes del cuerpo se debe al dafio a los
epitelios, desequilibrio de la microbiota, etc., por lo que se le considera un
patégeno oportunista (da Silva Dantas et al., 2016).

Como el patégeno que es, C. albicans presenta rasgos que le permiten
sobrevivir en diferentes nichos del hospedero, evadir el sistema inmune y

establecerse como patdégeno; estos factores se resumen en el Tabla 2.


https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae

Tabla 2. Factores de virulencia de C. albicans

Factor de virulencia

Funcién

Flexibilidad

metabolica

Uso eficiente de fuentes de carbono alternativas,

resistencia al estrés, cambios en la superficie celular.

Enzimas hidroliticas

Degradacion de los tejidos conectivos del huésped,
escision de factores inmunes del huésped, adquisicion

de nutrientes.

Candidalisina

Péptido secretado que dafa las células epiteliales del

hospedero.

Cambio fenotipico

Mutaciones que dan como resultados levaduras que no

pueden ser atacadas por los neutrdfilos.

Formacion de Impide la accién de antifungicos y accion de la defensa
biopeliculas inmune del huésped.
Adherencia Expresion de adhesinas.

Produccién de hifas

En respuesta a temperatura, suero, pH alcalino, CO,,

deficiencia de nutrientes, etc.

Contrarrestando la
inmunidad

nutricional

Expresion de transportadores de captaciéon de

micronutrientes.

Evita la fagocitosis

Provoca lisis de hifas en las células huésped,

neutralizacion fagolisosomica, piroptosis.

Evasién del sistema

inmune huésped

Cambios en la arquitectura y composicion de la pared

celular, enmascaramiento de PAMPSs.

Tomado de da Silva Dantas et al., 2016.



4.2 g-poli-L-lisina

La e-poli-L-lisina (EPL) es un homopolimero del aminoécido L-lisina caracterizado
por su enlace peptidico entre los a-carboxilos y los g-aminos del aminoéacido L-
lisina (Figura 1 y Figura 2). A pH 7 es un cation, pero su efecto antimicrobiano es
muy amplio a diferentes pHs y temperaturas, por lo que es muy estable (Yoshida &

Nagasawa, 2003).

ce=poli-L-Lisina
L-Lizina <

e-poli-L-Lisina

we-poli-D-Lisina
D-Lisina <

g=-poli-D-Lisina

Lisina

AN

Figura 1. Posibles polimeros de la EPL

Hace mas de tres décadas se describié a e-poli-L-lisina (EPL) como el
polimero con mayor actividad antimicrobiana, comparado con la a-poli-L-lisina, la

cual se obtiene por reacciones quimicas de condensacion (Shima et al, 1984).

NH,
- OH
H,N /\M(
. . 0
L-Lisina
(o] NHy
_ _OF
N/\/\/\n/
H
NH, [e]
n(25-35)

EPL (25-35 residuos de aminoacido)

Figura 2. Estructura de EPL (Pandey & Kumar, 2014)



La EPL e¢-poli-L-lisina (EPL) producida por Streptomyces albulus es un
biopolimero de 25 a 35 residuos de L-lisina, con una solubilidad muy alta en agua;
Su punto isoeléctrico es aproximadamente de 9.0, y no se degrada al someterla a

esterilizacion en autoclave o ebullicion (Yoshida & Nagasawa, 2003).

Streptomyces albulus cuenta con una sintetasa de ¢-poli-L-lisina, anclada a
la membrana, la cual es una péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) con actividad

catalitica tipo aminoécido ligasa para la formacion de enlaces peptidicos (Figura 3)

(Yamanaka, et al, 2008).

é io
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b il o b il o R+l o Intracelular

Figura 3. Péptido sintetasa no ribosomal de S. albulus (Xu et al., 2016).

La sintesis de ¢-poli-L-lisina (EPL) depende en gran medida del ATP; la
catalisis se inicia en los dominios Ay T con la adenilacion y la transferencia de un
monomero de L-lisina entrante como una unidad de extension; luego, los dominios
C-terminales catalizan la formacion de enlaces peptidicos entre la unidad de
extension y una L-lisina libre, que produce un dimero de L-lisina; luego el dimero

se usa como un aceptor libre para la siguiente reaccion de polimerizacion, y asi se

9



genera una serie de e-poli-L-lisina (EPL) con longitudes de multiples cadenas,
porque este ciclo catalitico no tiene un punto final predeterminado (Xu et al.,
2016).

Este polimero se utiliza en algunos paises asiaticos como aditivo y
conservador alimenticio, y cuenta con un codigo GRAS No. 000135 en la US Food
and Drug Administration (FDA) (Tan et al.,, 2018), debido a sus propiedades

antimicrobianas para un amplio grupo de microorganismos (Tabla3).

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de EPL para diferentes

microorganismos.

Grupo Microorganismo CMI (ng/mL)
Hongos filamentosos  Aspergillus niger IFO 4416 250
Trycophyton mentagrophytes IFO7522 60
Levaduras Rhodotorula lactase IFO1423 25
Pichia anomala IFO0146 150
Candida acutus IFO1912 6
Bacterias Gram Bacillus subtilis IAM1069 3
positivas Micrococcus luteus IFO12708 16
Staphylococcus aureus IFO13276 12
Bacterias Gram Escherichia coli IFO13500 50
negativas Pseudomonas aeruginosa IFO3923 3
Salmonella typhymurium 16

Tomado de Yoshida & Nagasawa, 2003

Ademas de su amplio espectro, es importante sefialar que es selectiva; es

decir, no causa dafio a las células de mamiferos. En un estudio se investig6 el

10



efecto de EPL (g-poli-L-lisina) de grado alimentario sobre la microbiota intestinal de
ratones, encontrando que solo altera de forma transitoria las comunidades
microbianas intestinales y pasado un tiempo o dejandola de ingerir, esta se
restablece (You et al., 2017).

En otro estudio se demostré que no es citotoxica; se comprob6 que no
afecta los fibroblastos dérmicos primarios de humanos ni interviene en el proceso

de cicatrizacion de la cornea en conejos lesionados (Venkatesh et al., 2017).

4.2.1 Mecanismo de accién de la e-poli-L-lisina

Los polimeros catidnicos suelen utilizarse en la terapéutica, y deben su accion a la
presencia de grupos de amonio cuaternario en su estructura (Carmona-Ribeiro &
de Melo-Carrasco, 2013). La presencia de los grupos cargados positivamente,
provoca la desestabilizaciéon de las membranas al interactuar con las cabezas de
los fosfolipidos que se encuentran cargados negativamente, y producen un
plegado de la curvatura en las membranas, que conduce a la formacion de

vesiculas (Hyldgaard et al., 2014).

Por otra parte, (Tan et al., 2018) y Ye et al. (2013) han postulado que la
EPL (e-poli-L-lisina) aumenta la permeabilidad de la membrana, y ello lleva a una
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (EROS o ROS en inglés) que

conducen a la fragmentacion del DNA.

Pero aunque el mecanismo de accibn aun no se ha dilucidado

completamente, la mayoria de los estudios concluyen que la alteracion de la

11



membrana se debe en su mayoria a un fenémeno de adsorcién iénica (Luz et al.,

2018), pero en realidad es la sinergia de multiples dafios en los microorganismos.

4.3 Pared y membrana celular de las levaduras

4.3.1 Pared celular

Es la cubierta exterior de la levadura, es una estructura rigida de 100 a 200 nm de

espesor, que constituye el 25% de la masa seca de la levadura, protege a la célula

de ataques enzimaticos,

proporcionando principalmente estructura, sostén,

soporte mecanico y forma a la célula (Feldmann, 2012), estd compuesta por

cuatro principales moléculas (Tabla 4):

Tabla 4. Componentes de la pared celular.

Componente Proporcién (%) Funcién

B-1,3-glucano 50

Es un polimero de cadenas de glucosa, en
forma de espiral, que confiere elasticidad y
resistencia a la traccion. En los extractos de la
pared celular, el B-1,3-glucano se encuentra
como un polimero ramificado con f-1,6-

glucano.

B-1,6-glucano 10

Es mas corto que el B-1,3-glucano, tiene una
estructura amorfa y actiia como adhesivo entre

la quitina y el B-1,3-glucano.

Manoproteinas 40

Las manoproteinas son proteinas glicosiladas

con restos de manosa, que forman parte de la
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capa externa de la pared celular de las

levaduras.

Quitina 1-3 Es un polimero de N-Acetil-Glucosamina,
unidas por un enlace B-1,4 y estabilizadas por
puentes de hidrogeno.

La quitina, se concentra principalmente en el

septo y en las cicatrices de la gemacion.

Tomado de Lipke & Ovalle, 1998; Orlean, 2012 y Lesage & Bussey, 2006.

-S : $8_
Manoproteinas
B-(1,6)-glucano
B-(1,3)-glucano
. Manoproteinas internas
, Quitina: B-{1,4)-poli-N-acetilglucosamina
|

Membrana plasmatica
Citoplasma

Figura 4. Representacion esquematica de la pared celular de levaduras. Tomado
de Feldmann (2012).

La pared celular de la levadura puede eliminarse mediante el tratamiento
con enzimas liticas en presencia de estabilizadores osméticos, sin dafar la
viabilidad u otras funciones celulares. Estas células "desnudas" se llaman
esferoplastos. La pared celular se puede regenerar, y este proceso se ha utilizado
para estudiar aspectos de la biosintesis de la pared celular (Lesage & Bussey,
2006).
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4.3.2 La membrana celular

La membrana plasmatica de la levadura es una bicapa lipidica, en la cual se
anclan las proteinas (Figura 5), que pueden tener diversas funciones, como el
anclaje del citoesqueleto, la sintesis de la pared celular, la transduccion de
sefales y el transporte (van der Rest et al., 1995).
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ATP ADP

Figura 5. Tipo de proteinas ancladas a la membrana celular en S. cerevisiae (van
der Rest et al., 1995).

La membrana plasmatica de S. cerevisiae tiene un grosor aproximado de
7.5 nm. Los componentes lipidicos comprenden principalmente fosfolipidos
(fosfatidilcolina,  fosfatidiletanolamina,  fosfatidilinositol,  fosfatidilserina vy
fosfatidilglicerol), asi como esteroles (principalmente ergosterol y zimosterol), y
todos se mantiene unidos por interacciones no covalentes, las cabezas polares
(con carga parcial negativa) de los fosfolipidos se dirigen hacia afuera y las colas
hidrofobas al interior de la bicapa (Feldmann, 2012).
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Las proteinas de la membrana pueden dividirse en tres grupos:

1. Proteinas integrales: penetran y cruzan la bicapa lipidica, con

porciones dirigidas al espacio extracelular y al citoplasmico.
Proteinas periféricas: se encuentran hacia el espacio extracelular o
intracelular, con enlaces no covalentes a las cabezas de los
fosfolipidos.

Proteinas ancladas a los lipidos: proteinas unidas con enlaces

covalentes a las cabezas de los lipidos.

La fluidez de la membrana depende en gran medida de su viscosidad y la

temperatura, y del que una membrana sea fluida depende por ejemplo la

transduccion de sefales, division celular y formacion de regiones especializadas
(van der Rest et al., 1995).

La membrana plasmatica es una barrera con permeabilidad selectiva que

permite el paso de solutos por varios mecanismos (Figura 6):

Difusién simple: mediante este proceso el soluto se desplaza a favor
de un gradiente electroquimico; pequefios solutos inorganicos, como
0,, CO; y H,0, u otras moléculas pequefias sin carga, penetran con
facilidad.

El agua se mueve por 6smosis a través de la membrana plasmatica
semipermeable de una region de menor concentracion a otra de
mayor concentracion de soluto; la 6smosis tiene una funcién clave en
muchas funciones fisiolégicas, como mantener la presién de

turgencia.
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e Transportadores o conductos de membrana: los iones y solutos
como azucares Yy aminoacidos requieren de transportadores
especiales que son proteinas especificas.

e Difusion facilitada o pasiva: se lleva a cabo por transportadores
facilitadores que actuan sin energia y desplazan solutos a favor de
un gradiente de concentracién en ambas direcciones.

e Transporte activo: estas proteinas requieren de energia para poder

mover iones y solutos contra un gradiente de concentracion.

El potencial de membrana se debe en gran medida a la permeabilidad
limitada de la membrana al K™y otras moléculas cargadas (Feldmann, 2012; Karp,
2013).

Extracelular

Difusién  cCanal para -
simple lones y agua Canal i6nicos Unlportador Slmportador Anhportador ATPasas

l . ] AAA AAA AAA

el QB ‘ o
AUUONLXX w &? ] e 0L OO

LLL 2 ATP
AA

[ Intracelular ADP + Pi

lones

>

Macromoléculas

Figura 6. Mecanismos de transporte en la membrana plasmatica (Karp, 2013).

Las membranas plasmaticas son estructuras muy delgadas y delicadas,
cuya funcion clave es separar a la célula viva del ambiente, pero también tienen

funciones secundarias, como:
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e Proteccion fisica de la célula.

e Control de la presion osmotica.

e Control de la biosintesis de la pared celular.

e Anclaje de compuestos citoesqueléticos.

e Permeabilidad selectiva.

e Funciones relacionadas con transporte.

e Localizacion de los componentes de transduccion de sefales.

e Sitios de reconocimiento célula-célula y adhesion célula-célula.

El espacio peripladsmico es una region asociada a la pared celular delgada
externa a la membrana plasmatica;, comprende principalmente proteinas
secretadas que son incapaces de cruzar la pared celular, como la invertasa y la
fosfatasa, que catabolizan sustratos que no atraviesan la membrana plasmatica
(Feldmann, 2012).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EPL e¢-poli-L-lisina (EPL) es un homopolimero de L-lisina, autorizado por la
Food and Drug Administration (FDA) como antimicrobiano; las investigaciones
previas sustentan que produce dafio a nivel de membrana celular, y este dafio

puede conducir a la falla metabdlica y fisiologica de las levaduras.

Candida albicans a nivel intrahospitalario es un agente causal de
infecciones en pacientes inmunocomprometidos; han surgido varias cepas
resistentes a los antimicGticos clasicos, por ello es importante el efecto que pueda
tener la e-poli-L-lisina (EPL) sobre esta levadura patégena oportunista.

Se puede utilizar a S. cerevisiae como segunda levadura para realizar un

estudio comparativo.

Este tema es de relevancia porque nos puede conducir a conocer el efecto
antimicrobiano de este polimero sobre procesos fisiolégicos, y proponer otra

alternativa antimicotica Gtil para los problemas de salud mundial en el siglo XXI.
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

Al exponer a Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae a la €-poli-L-lisina
(EPL), las interacciones electrostéaticas afectaran la permeabilidad de la membrana
celular de ellas, liberando asi componentes celulares que alteren su

funcionamiento y viabilidad.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

e Estudiar el efecto de la e¢-poli-L-lisina (EPL) en la fisiologia de

Saccharomyces cerevisiae y Candida albicans.

7.2 Objetivos particulares

e Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria.

e Evaluar la salida de potasio y acidificacién del medio al exponer
las levaduras a la g-poli-L-lisina (EPL).

e Examinar la permeabilidad de la membrana celular causada por
la e-poli-L-lisina (EPL).

e Estudiar si la ¢-poli-L-lisina (EPL) afecta funciones como la
respiracion y fermentacion.

e Estudiar efectos sobre el potencial de membrana.

e Estudiar los efectos sobre la viabilidad celular en ausencia y
presencia de cationes divalentes.
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8. METODOLOGIA

8.1 Muestra biolégica
Para realizar los ensayos se utilizaron las siguientes cepas:

e Saccharomyces cerevisiae obtenida de una cepa comercial obtenida y
aislada como colonia Unica de La Azteca, S.A., México.

e Candida albicans ATCC 10231, aislada de un paciente con broncomicosis.

Ambas pertenecen a la coleccion de levaduras del Laboratorio 306 Oriente del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

8.2 Medios de cultivo

Las levaduras se mantuvieron en un medio sélido YPD en cajas de Petri, cuya

composicidn es la siguiente:

e 2% Glucosa.

e 2% Peptona de gelatina.
e 1% Extracto de levadura.
o 2% Agar.

De este cultivo se sembrd una asada de levaduras en 250 mL de medio liquido

YPD con la siguiente composicion:

e 2% Glucosa.
o 2% Peptona de gelatina.

e 1% Extracto de levadura.
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8.3 Condiciones de cultivo y obtencién de biomasa

Se cultivd una asada de levaduras en 250 mL de medio YPD liquido en un
agitador mecanico a 250 rpm, 30°C durante 24 horas. Las células se recolectaron
por centrifugacion, realizando dos lavados con agua libre de iones, a 2100 rpm
durante 10 min. Una vez obtenido el paquete celular se resuspendié en 250 mL de
agua para ayunarlas durante 24 horas bajo las mismas condiciones de agitacion y

temperatura.

Transcurrido el tiempo se obtuvieron las células por centrifugacion a 3200
rpm por 10 minutos, y finalmente se resuspendieron en agua en una proporcion de

0.5 g/mL de levaduras humedas.

8.4 Solucién de EPL

Se prepard una soluciéon concentrada de EPL (10 mg/mL), utilizando epsilon-Poly-
L-lysine hydrocloride [(CsH12N,O)<eHCI)] CAS 73584-20-6, lote 2017-09-A, con
peso molecular de 2.5-3.8 KDa, distribuido por la empresa Wilshire Technologies,
Inc. (Princeton, NJ, EUA).

Se pes6 1 g de EPL en una balanza analitica, el cual se disolvié por
agitacion en 100 mL de agua destilada.

La EPL que se requeria estéril, se esterilizo por filtracion, utilizando

unidades de filtracion Millex-GS con tamafio de poro de 0.22 pum.

A partir de la solucion madre de EPL se obtuvieron las concentraciones
evaluadas, las cuales se describen en cada ensayo.

8.5 Determinacion de la CMI

Se cultivé una colonia de levaduras en 250 mL de medio YPD liquido a 30°C
durante 24 horas en un agitador mecanico a 250 rpm, a este cultivo se le
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determind la densidad 6ptica a 600 nm en un espectrofotometro Beckman DU 650,
para obtener el volumen del primocultivo que se utilizaria para que el cultivo
siguiente tuviera una densidad Optica inicial de 0.03 unidades de densidad Optica
(UDO). Se agregaron al medio de cultivo concentraciones variables de EPL esteéril
(0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 ug/mL), los cambios en la absorbancia
se determinaron en un lector de placas automatizado BioScreen C durante 72 h,
registrando la absorbancia cada 20 minutos, con agitacion constante, 30°C y a una
longitud de onda de 600 nm.

8.6 Acidificacion del medio

Con un electrodo selectivo de pH se midié la acidificacién del medio en una
camara con agitacion magnética constante y a 30°C. Se incubaron 250 uL de
levaduras ayunadas (125 mg de células peso himedo) en MES-TEA 2 mM, pH 6.0
y 20 mM de glucosa, utilizando concentraciones variables de EPL (0, 10, 25, 50,
100, 125, 250, 500 pg/mL).

El electrodo se conecta a un potenciémetro, que registra una diferencia de
potencial, acoplado al software Monitor_ Ph_0O2 que transforma la sefal en un

gréfico.

8.7 Salida de moléculas pequefias

Para evaluar la salida de K", fosfato inorganico y moléculas que absorben a 260 y
280 nm, se incubaron 62.5 mg (cantidad final en el ensayo: 12.5 mg/mL) de
levaduras previamente ayunadas en MES-TEA 10 mM, pH 6.0, 20 mM de glucosa
y concentraciones variables de EPL (0, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 250 y 400 pg/mL),

durante 15 min a 30°C en un volumen final de 5.0 mL.

Después de la incubacién, las células se centrifugaron y se utilizé el

sobrenadante para medir K* con un fotdmetro de llama Carl Zeiss PF5 371777.
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Las moléculas que absorben a 260 nm (nucleétidos) y 280 nm (péptidos) se
cuantificaron con un espectrofotometro Beckman DU 650 y el fosfato inorgénico se
cuantific6 por el método de Fiske y Subbarow (Fiske & Subbarow, 1925),

utilizando el mismo espectrofotémetro.

El total de las moléculas se extrajo de levaduras hervidas en MES-TEA 10
mM, pH 6.0 y 20 mM de glucosa durante 20 minutos (Pefia, Sanchez, & Calahorra,
2013).

8.8 Metabolismo aerobio

Se midié el consumo de oxigeno utilizando un electrodo de Clark conectado a un
dispositivo de polarizacion y medicion, que recolecta los datos con el software,
Monitor_Ph_0O2. Se incubaron cantidades variables de levaduras (12.5, 25, 37.5,
50, 62.5 mg) con MES-TEA 10 mM, 20 mM de glucosa y 250 ug/mL de EPL en un
volumen final de 5.0 mL, a la mitad del trazo se adicion6 CCCP 4 uM. Los
experimentos se realizaron en una camara cerrada a 30°C con agitacion

constante.

En otra serie de experimentos, en los que se utilizaron 25 mg de levaduras
incubadas en MES-TEA 10 mM, 20 mM de glucosa y concentraciones variables de
EPL (125, 250 y 500 pg/mL), se agregé una mezcla de K;HPO4 20 mM, NAD™ 1.4
mM, ATP 1.8 mM y MgCl, 5 mM.

8.9 Metabolismo anaerobio

La producciéon de etanol se midié incubando por 15 mina 30°C, 200 mg de
levaduras ayunadas, peso humedo, en un volumen final de 4.0 mL que contenia
MES-TEA 10 mM, pH 6, 20 mM de glucosa y concentraciones variables de EPL (0O,
10, 20, 30, 50, 100, 200, 250, 400 ug/mL), a las células de S. cerevisiae se les
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adicion6 NaCN, y a las de C. albicans ademas de este se les agregd también

octilgalato, como inhibidores de la cadena respiratoria.

Se centrifugaron a 3200 rpm y en 100 uL de sobrenadante se midié el
etanol por medio de una reaccion enzimatica. Se prepar6 un medio con 10 mM de
solucién amortiguadora de bicina ajustado con KOH concentrado a pH 9 y 1.5 mM
de NAD" a un volumen final de 2 mL.

Para cuantificar el etanol se agregaron 0.285 U de aldehido deshidrogenasa
(Sigma-Aldrich A-9770), tomando una lectura a 340 nm; luego se afiadieron 141.3
U de alcohol deshidrogenasa (Sigma-Aldrich A-7011), se incub6 a temperatura

ambiente por 30 minutos para realizar la lectura de la absorbancia a 340 nm.

Para calcular la cantidad producida de etanol, se realiz6 una solucion
estandar de etanol, a una concentracion 17.58 mM, la cual se incubé y cuantificd

de la misma manera.

Para este ensayo se utilizé el espectrofotometro Beckman DU 650.

8.10 Efectos sobre el potencial de membrana

Se incubaron 62.5 mg (12.5 mg/mL) de levaduras previamente ayunadas en MES-
TEA 10 mM, pH 6.0, 20 mM de glucosa y concentraciones variables de EPL (0, 20,
100, 125, 250 y 500 pg/mL), durante 15 min a 30°C en un volumen final de 4.0 mL,

se centrifugaron, lavaron y se resuspendieron al 50% m/v.

En un fluorometro SLM AMINCO se estimé el potencial de membrana
plasmatica de las levaduras previamente tratadas siguiendo la fluorescencia de
DiSC; (Pefa et al., 1984); en 1.9 mL de liquido (MES-TEA 10 mM, pH 6, glucosa
20 mM, BaCl, 10 uM), el trazo se inicié por la adicion de 100 uL de levaduras al
50%, posterior a los 10 segundos del trazo se afiadieron 4 uL de cianina (DiSCs)
0.25 mM; cuando se agoto el O,, se agregaron 5 uL de H,0, al 30%, y en forma

sucesiva CCCP 10 uM y KCI 20 mM.

25



En otro ensayo, en 1.9 mL de liquido (MES-TEA 10 mM, pH 6, glucosa 20
mM, BaCl, 10 uM) y concentraciones variables de EPL (0, 20, 100, 125, 250 y 500
ug/mL), el trazo se inici6 por la adicion de 100 pL de levaduras al 50% sin
tratamiento previo, luego de 10 segundos del trazo se afiadieron 4 uL de cianina
0.25 mM; al agotarse el O,, se adicionaron 5 uL de H,O, al 30%, seguidos
después de CCCP 10 uM y KCI 20 mM.

8.11 Efecto de los metales divalentes

Se cultivé una colonia de levaduras en 250 mL de medio YPD liquido a 30°C
durante 24 horas en un agitador mecanico a 250 rpm, a este cultivo se le
determiné la densidad éptica a 600 nm en un espectrofotometro Beckman DU 650,
para obtener el volumen del primocultivo que se utilizaria para que el cultivo
siguiente tuviera una densidad Optica inicial de 0.03 UDO, en este nuevo cultivo se
utilizaron concentraciones variables de MgCl, y CaCl, (0, 5, 10 y 20 mM),
soluciones que fueron esterilizadas utilizando unidades de filtraciéon Millex con
tamafio de poro de 0.22 um, y 250 pg/mL de EPL estéril. Los cambios en la
absorbancia se determinaron en un lector de placas automatizado BioScreen C
durante 72 h, registrando la absorbancia cada 20 minutos, con agitacién

constante, 30°C y a una longitud de onda de 600 nm.

8.12 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software estadistico

Graph Prism 5.

Las pruebas estadisticas realizadas fueron ANADEVA unidireccional y una
prueba comparativa de Dunnett, comparando todos los grupos con el control, con
un valor de a del 95 %. Las diferencias con un valor de p<0.05 se consideraron

estadisticamente significativas.
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9. RESULTADOS

9.1 Determinacién de la CMI.

Se determin6 la CMI en S. cerevisiae y C. albicans. Esto era importante para

conocer las concentraciones que serian utilizadas para experimentos posteriores.

En la Grafica 1 se presentan curvas de crecimiento para C. albicans con

concentraciones variables de EPL, en las que se observa que la concentracion en

la que hay una disminucion significativa de la DO es en 250 ug/mL. Sin embargo,

es importante sefalar que luego de un retardo en el crecimiento, se recupero,

aunque con una pendiente menor que la del control, durante la fase logaritmica.
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Gréfica 1. Curva de crecimiento, determinacion de la CMI para C. albicans.

Las curvas se realizaron en un lector de placas automatizado durante 72 h,

utilizando YPD, concentraciones variables de EPL.
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En la Grafica 2, se presentan las curvas de crecimiento para S. cerevisiae,
en la que, de igual manera, se observa que la CMI para esta levadura es de 250
pg/mL. También con esta levadura, a las concentraciones de 200 a 300 mg/mL,
luego de una inhibicion practicamente total, se observd una recuperacion parcial
de la velocidad del crecimiento, excepto tal vez a la concentracion mas alta, de
400ug/mL.
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Grafica 2. Curva de crecimiento, determinacién de la CMI para S. cerevisiae.
Las curvas se realizaron en un lector de placas automatizado durante 72 h,

utilizando YPD, concentraciones variables de EPL.

La CMI, que es la cantidad mas pequefia de un agente antimicrobiano que
se requiere para inhibir claramente el crecimiento, suele no ser constante, y no
depender del agente, y es Unica para cada organismo, depende del tamafio del

indculo, la composicion del medio de cultivo, el tiempo y condiciones de
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incubacion, etc., pero cuando para dos organismos se controlan las condiciones
de crecimiento, es valido comparar los valores obtenidos (Madigan et al., 2014),

en este caso coincidié que para ambas levaduras es la misma cantidad.

La concentracion de 250 yg/mL de EPL, se tomé como un valor central para
utilizar concentraciones menores y mayores en los siguientes experimentos, de
interaccion de las levaduras con el polipéptido. Ademas, como ya se sefiald,
incluso a concentraciones mas altas, después de varias horas, en la mayoria de

los trazos, desaparecio parcialmente la inhibicién del crecimiento.

9.2 Acidificacion del medio

Tanto C. albicans (Grafica 3) como S. cerevisiae (Gréfica 4) son capaces de
acidificar el medio en presencia de un sustrato, principalmente la glucosa. Esta
acidificacion se debe a la presencia de una ATPasa transmembranal, la cual,
mediante la hidrdlisis del ATP y la expulsién de H*, genera un potencial eléctrico
de membrana (positivo en el exterior) y un gradiente de pH. Esta diferencia del
potencial eléctrico y del pH a ambos lados de la membrana impulsa la entrada de
muchos nutrientes, pero la mas importante es la del K*, asi como la salida de

iones sodio que son toxicos para la célula (Madrid Gonzalez et al 1998).

El bombeo de protones se puede monitorear con un electrodo de pH, el cual
mediante la conversion de los iones hidronio a una tension eléctrica nos registra
los cambios del pH. En las Graficas 3 y 4 se presenta el efecto de la EPL a

diferentes concentraciones sobre este parametro.
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Grafica 3. Acidificacidon del medio por C. albicans. Medio de incubacién: MES-

TEA 2 mM, pH 6, 20 mM de glucosa, concentraciones variables de EPL y 125 mg

de células, peso humedo, ayunadas, volumen final 10 mL. Grafica representativa

de 4 repeticiones.
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Grafica 4. Acidificacion del medio por S. cerevisiae. Medio de incubacion: MES-

TEA 2 mM, pH 6, 20 mM de glucosa, concentraciones variables de EPL y 125 mg
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de células peso humedo ayunadas, volumen final 10 mL. Grafica representativa de

5 repeticiones.

Se puede observar en ambas graficas, y mas notoriamente en S.
cerevisiae, que a bajas concentraciones, la EPL estimul6é el bombeo de protones y

a altas concentraciones se observd una inhibicion.

9.3 Flujo de potasio.

Se sabe desde hace mucho tiempo que el potasio es el principal cation intracelular
que participa en el balance osmoético entre la célula y el medio, y mediante su
transporte participa en la regulacion del pH interno y del potencial de membrana,

entre otras funciones de la levadura.

La cantidad de K* expulsado por las células a concentraciones variables de
EPL, se determiné en el liquido de incubacién de las levaduras por flamometria. El
método se basa en lo descrito por Plank (Van Loon, 1980) de que un atomo que
se encuentra en un estado fundamental absorbe una determinada energia, puede
experimentar una transicién hacia un estado particular de mayor energia. Como
este estado es inestable, el atomo regresa a su configuracion inicial, emitiendo

una radiacion de una determinada frecuencia, la cual se puede cuantificar.

En la Grafica 5 se presenta el porcentaje de K' encontrado en los
sobrenadantes de S. cerevisiae. Desde una concentracion de 100 pg/mL
expulsaron casi el total del contenido de K, en relacion con el contenido total
obtenido hirviendo las células control. Por otra parte, en C. albicans (Grafica 6), se
observo la salida del total de K* con 200 pg/mL de EPL (Total: levaduras lisadas
por ebullicion).
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Gréafica 5. Salida de K producida por la EPL en S. cerevisiae. Medio de
incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125 mg de
células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, incubacién de 15 min a
30°C. El K* se cuantificé por flamometria en el sobrenadante. (n=5, * p<0.05 vs.
Total).
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Gréafica 6. Salida de K* producida por la EPL en C. albicans. Medio de
incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125 mg de
células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, incubacion de 15 min a
30°C. El K se cuantifico por flamometria en el sobrenadante. (n=5, * p<0.05 vs.
Total).

32



En la membrana plasméatica existe un gradiente electroquimico que se
genera por el movimiento de protones al exterior, y parcialmente compensado por
la entrada de potasio (Pefia et al., 1972). La entrada de potasio aumenta el
requerimiento energético de la levadura y se estimula el metabolismo para
mantener la concentracion de ATP intracelular, el cual es utilizado por la ATPasa

transmembranal (Figura 7).

H-I-

ApH +

Ay -
ATP ADP
K+
Citoplasma

Figura 7. Transporte de potasio y acidificacion del medio en una levadura (Pefia,
et al., 2004).

9.4 Flujo de moléculas pequenas.

La EPL es principalmente un polimero de L-lisina, el cual es fuertemente cationico,
la consideracion inicial fue que se comportaria igual que otros polimeros catiénicos
aumentando la permeabilidad de la membrana celular como es el caso del
quitosano (Pefa et al.,, 2013), por tal motivo, se decidi6 evaluar la salida de

moléculas pequeias, o intermediarios metabolicos en los sobrenadantes.

33



9.4.1 Material que absorbe a 260 nm.

Se sabe que los nucledtidos y los acidos nucleicos absorben a 260 nm, debido a
que las bases de purina y pirimidina de los componentes nucleotidicos, son
moléculas aromaticas nitrogenadas, que absorben luz a esa longitud de onda
(Porterfield & Zlotnick, 2010).

Esa caracteristica de los componentes de los nucleétidos permite utilizar la
espectrofotometria UV para cuantificar su presencia en los sobrenadantes

después de una incubacion.

La presencia de material que absorbe a 260 nm en S. cerevisiae (Gréfica 7)
se compard con el total obtenido para las células en ausencia de la EPL (Total:
células en ebullicion por 20 min.). Se pudo observar que al aumentar la
concentracion de EPL en el medio, aumento la presencia de los nucleétidos, y a
partir de 50 ug/mL su salida no presentd diferencia significativa en comparacion

con el total.

En la Gréafica 8, se presentan los resultados de C. albicans en la cual se
observa un efecto parecido al de S. cerevisiae, s6lo que los mayores efectos se
observan a altas concentraciones 200 ug/mL, indicando una mayor resistencia de

este organismo.
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Grafica 7. Salida de las moléculas que absorben a 260 nm por S. cerevisiae.
Medio de incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125
mg de células (peso hiumedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL. Incubacién por 15
min a 30°C, cuantificado por espectrofotometria a 260 nm en el sobrenadante.
(n=5, * p<0.05 vs. Total).
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Grafica 8. Salida de moléculas que absorben a 260 nm por C. albicans.
Medio de incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125
mg de células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL. Incubacion por 15
min a 30°C, cuantificado por espectrofotometria a 260 nm en el sobrenadante.
(n=5, * p<0.05 vs. Total).
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9.4.2 Material que absorbe a 280 nm.

Las proteinas totales, aminoacidos y péptidos se pueden cuantificar de las misma
manera a 280 nm, porque a esta longitud de onda absorben la mayoria de los
aminoacidos arométicos, tirosina y triptéfano presentes en dichas biomoléculas
(Porterfield & Zlotnick, 2010).

La presencia de moléculas que absorben a 280 nm en S. cerevisiae
(Grafica 9) se comparé con las células control (Total: células en ebullicién por 20
min). Se puede observar que a medida que aumenta la concentracion de EPL en
el medio, aumenta la presencia de nucleétidos y pequefios péptidos, se observa
diferencia significativa en todos los tratamientos respecto al total, ya que es
importante destacar que por ebullicion se obtienen péptidos totales, es decir
pueden ser complejos supramoleculares, no proteinas, que se encuentren en
organelos, y en las proteinas que se cuantifican en los sobrenadantes de los

tratamientos se obtienen las proteinas citosolicas.

/77
ANNNNNNNNNNNNH

N
N

NN BN Q,IfooQQ

[EPL] pg/mL

Material que absorbe a 280 nm (%)

v,

Grafica 9. Salida de moléculas que absorben a 280 nm por S. cerevisiae.
Medio de incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125
mg de células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL. Incubacion por 15
min a 30°C, cuantificado por espectrofotometria a 280 nm en el sobrenadante.
(n=5, * p<0.05 vs. Total).
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En la Gréfica 10 se presentan los resultados de C. albicans en la que se
observa un efecto parecido al de S. cerevisiae, s6lo que los mayores efectos se
observaron a concentraciones de 200 pg/mL, presentando este organismo mayor
resistencia, aunque de igual manera no se liber6 el 100% de material que absorbe
a 280 nm, probablemente polipéptidos, ya que quiza las proteinas no se extraen

por este medio, Sino que es posible que se coagulen.
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Gréfica 10. Salida de moléculas que absorben a 280 nm por C. albicans.
Medio de incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125
mg de células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL. Incubacion por 15
min a 30°C, cuantificado por espectrofotometria a 280 nm en el sobrenadante.
(n=5, * p<0.05 vs. Total).

9.4.3 Flujo de fosfato inorganico.

El fosfato inorganico es un macronutriente esencial requerido en numerosos
procesos bioldgicos, como la sintesis de biomoléculas, el metabolismo energético

y la modificacion de proteinas.
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Para la mayoria de los organismos, la disponibilidad de fosfato inorganico
en el ambiente es un factor limitante del crecimiento, y su presencia se puede
cuantificar por reacciones colorimétricas como la descrita por Fiske y Subbarow
(1925), en la que reacciona el fosfato con molibdato (MoO4*) que da lugar a
fosfomolibdato ([PO.4],M003]*). Este Ultimo por reduccién origina un compuesto
cuya estructura exacta se desconoce, denominado “azul de molibdeno”, el cual se

puede cuantificar a 660 nm.

La salida de fosfato inorganico (Pi) producido por la EPL, con S. cerevisiae
se presenta en la Gréfica 11.Con esta levadura se observo la mayor salida; desde
250 pg/mL se obtuvo una concentraciéon parecida a la total y a 400 ug/mL, a la que
la EPL produjo una salida muy parecida al control (células lisadas por calor),
fugandose en su totalidad el Pi; mientras que con C. albicans (Grafica 12) también
se observl la salida del fosfato inorganico. La concentracion detectada de Pi
aument6 al incrementar la concentracion de EPL y aqui el efecto se observd
desde 200 pg/mL.
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Grafica 11. Salida de fosfato inorganico para S. cerevisiae. Medio de
incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 125 mg de
células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, durante 15 min a 30°C,
cuantificado por método de Fiske y Subbarow en el sobrenadante. (n=5, * p<0.05

vs. Total).
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Grafica 12. Salida de fosfato inorganico producida por la EPL para C.
albicans. Medio de incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL]
variable y 125 mg de células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL,
durante 15 min a 30°C, cuantificado por método de Fiske y Subbarow en el

sobrenadante. (n=5, * p<0.05 vs. Total).

9.5 La relacion entre la cantidad de células y la concentracion efectiva de
EPL.

Considerando que al menos un probable mecanismo de accién de la EPL consiste
en que, por su caracter policatiénico, actiue sobre la membrana de las células
fijandose por atraccion electrostatica, debe existir una relacion entre la cantidad de
células y la de la EPL. Debera suceder entonces que una cierta concentracion
sera mas o menos efectiva, en especial sobre la salida de iones y moléculas

pequefias, dependiendo de la cantidad de células.

Por ello, se hicieron experimentos en los que se midi6 la salida de K* y
material que absorbe a 260 y 280 nm. Como se muestra en la Grafical3, en
efecto, la magnitud de la salida del cation para una concentracion dada de EPL,

varia segun la cantidad de células presentes durante la incubacion, y lo mismo
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pasa con las otras dos tipos de moléculas, las que absorben a 260 y a 280 nm
(Grafica 14 y Gréfica 15).

100+ 100
Il 25 mg levaduras

_ _ Il 50 mg levaduras
[ ©
< I 100 mg levaduras
J 8
S 50 S 50
+ +
X X
s =

0 20 100 125 250 500 total 0 20 100 125 250 500 Total
Concentracion EPL (ug/mL) Concentracion EPL (ug/mL)

Gréafica 13. Salida de K' por cantidades variables de levaduras. A: S.
cerevisiae B: C. albicans. Medio de incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20
mM, [EPL] variable y 25, 50 y 100 mg de células (peso humedo) ayunadas,
volumen final 4.0 mL, Incubacion de 15 min a 30°C: El potasio se cuantificé por

flamometria en al sobrenadante.
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Grafica 14. Salida de moléculas que absorben a 260 nm por cantidades
variables de levaduras. A: S. cerevisiae B: C. albicans. Medio de incubacion:
MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 25, 50 y 100 mg de
células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, Incubacion de 15 min a

30°C. Se cuantificaron por espectrofotometria a 260 nm.
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Gréfica 15. Salida de moléculas que absorben a 280 nm por cantidades
variables de levaduras. A: S. cerevisiae B: C. albicans. Medio de incubacion:
MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable y 25, 50 y 100 mg de
células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, Incubacion de 15 min a

30°C. Se cuantificaron por espectrofotometria a 280 nm.

9.6 Evaluaciéon del metabolismo.

La principal fuente de produccion de energia en las levaduras es la glucosa, y la
via general para su conversion en piruvato es la glucdlisis, y la produccion de
energia en forma de ATP se acopla a la generacion de productos intermedios y al
poder reductor en forma de NADH. Se pueden distinguir dos sistemas para la
produccion de energia: la respiracion y la fermentacion. Ante la observacion de la
salida de moléculas pequefas de la levadura y el dafio al transporte de nutrientes,

se decidié evaluar el consumo de oxigeno y la produccién de etanol.

9.6.1 Metabolismo aerobio.

El metabolismo respiratorio, se puede evaluar mediante el consumo de oxigeno, el
cual es necesario para que se lleve a cabo la fosforilacion oxidativa en la

mitocondria (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de la respiracion celular (Feldmann, 2012).

El consumo de oxigeno se evalué utilizando un oximetro, que es un aparato
que determina la concentracion de oxigeno disuelto en la soluciébn a ensayar,

aplicando una diferencia de potencial eléctrico mediante un electrodo de platino.

En estos experimentos también se utiliza CCCP, que es un desacoplante de la
cadena transportadora de electrones (Figura 9), el cual hace que se disocie la
oxidacién en la cadena respiratoria, de la fosforilacion, bloqueando la sintesis de
ATP, al tiempo que permite que continte el transporte electrénico a lo largo de la

cadena respiratoria hasta el O, (Pefia et al., 2004).

La adicion de un desacoplante permite entonces conocer la capacidad respiratoria
maxima, independiente de la sintesis de ATP.
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Figura 9. Cadena transportadora de electrones (Murray et al., 2009).

En las Graficas 16 y 18 se presentan los resultados de medir la respiracion
en C. albicans y S. cerevisiae, respectivamente, utilizando cantidades variables de
levaduras y la CMI de EPL (250 pg/mL). Se pudo también observar que al
aumentar la cantidad de células disminuye el efecto de la EPL; es decir, la
inhibicion de la respiracién fue menor. Esto parece indicar que existe un numero
de cargas negativas en la superficie de la célula a las cuales se une el polication
para producir sus efectos.

Partiendo de la premisa de que la EPL permeabiliza la membrana, y existe
una salida de intermediaros metabolicos, se decidio analizar si las mitocondrias se
afectaban, ya fuera porque la EPL entraba a la célula, hasta dafarlas, o porque la
permeabilizacién producia la salida de moléculas pequefias, necesarias para la
respiracion. Por ello se decidio medir el consumo de oxigeno en ausencia 0 en
presencia de una mezcla de intermediarios metabdlicos: NAD®, ATP, MgCl,, y
K;HPO,4.Se encontré primero que la EPL produjo una inhibiciéon del consumo de

oxigeno, que ademas dependia, con la salida de moléculas pequefias, de la
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cantidad de células (Grafica 16 y 18). Por otra parte, al agregar la mezcla de
moléculas ya mencionada, el consumo de oxigeno se mantuvo igual que en

control (Gréfica 17, C. albicans y Grafica 19, S. cerevisiae).
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Grafica 16. Consumo de oxigeno de C. albicans. Cantidades variables de
células ayunadas, CMI de EPL, MES-TEA 10 mM, pH 6 y glucosa 20 mM, CCCP
4 uM, volumen final 5.0 mL. 1V = 2000 natg O. Gréfica representativa de 5

repeticiones. Las flechas indican la adicion de reactivos.
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Gréfica 17. Efectos sobre la respiracion de C. albicans. 25 mg de levaduras
ayunadas, cantidad variable de EPL, MES-TEA 10 mM, pH 6 y glucosa 20 mM,
CCCP 4 pM. Mezcla: NAD" 1.4 Mm, ATP 1.8 mM, MgCl, 5 mM, K;HPO,4 20 mM,
volumen final 5.0 mL. 1V = 2000 natg O. Gréfica representativa de 4 repeticiones.

Las flechas indican la adicién de reactivos.
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Gréfica 18. Consumo de oxigeno de S. cerevisiae. Cantidades variables de
células ayunadas, CMI de EPL, MES-TEA 10 mM, pH 6 y glucosa 20 mM, CCCP
4 uM, volumen final 5.0 mL. 1V = 2000 natg O. Gréfica representativa de 5
repeticiones. Las flechas indican la adicion de reactivos.
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Gréfica 19. Efectos de la EPL sobre la respiracion de S. cerevisiae. 25 mg de
levaduras ayunadas, cantidad variable de EPL, MES-TEA 10 mM, pH 6 y glucosa
20 mM, CCCP 4 pM. Mezcla: NAD" 1.4 Mm, ATP 1.8 mM, MgCl, 5 mM, K;HPO,
20 mM, volumen final 5.0 mL. 1V = 2000 natg O. Gréfica representativa de 4

repeticiones. Las flechas indican la adicion de reactivos.
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9.6.2 Metabolismo anaerdébico.

En ausencia de oxigeno, las levaduras son capaces de fermentar, es decir,
continuar con su metabolismo por otras vias alternas para utilizar otros
compuestos como aceptores de electrones y producir otros compuestos como el

etanol.

Glucosa —> Glucosa-6-fosfato

|

Glicerol «<—/——— giicerol

|

Piruvato
Cy\
Oxalacetato Etanol > Etanol
+
l Co,

Succinato <\ Succinato

Figura 10. Esquema de la respiracion celular. (Feldmann, 2012).

Para obligar a fermentar a las levaduras, se utilizaron inhibidores de la
cadena transportadores de electrones; el NaCN para ambas levaduras, y
octilgalato para C. albicans, que cuenta con una oxidasa alterna (Calahorra, et al.,
2012).

En la Grafica 20 se presentan los resultados de S. cerevisiae sobre la
fermentaciéon y en la Grafica 21 los de C. albicans. Se encontr6 que desde la
minima concentracién, la fermentacién se inhibid, pero es importante destacar que
en C. albicans a 400 pg/mL se inhibe por completo, cosa que no ocurre con S.

cerevisiae.
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Gréfica 20. Efectos de la EPL sobre la fermentacion de S. cerevisiae. Medio de
incubacion: MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable, 4 uM de NaCN
y 200 mg de células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, 15 min de
incubacion a 30°C. El etanol se cuantifico en 0.1 mL del sobrenadante con alcohol
deshidrogenasa y NAD" 20 mg/mL a 340 nm. (n=5, * p<0.05 vs. Total).
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Gréfica 21. Efectos sobre la fermentacién de C. albicans. Medio de incubacion:
MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM, [EPL] variable, 4 uM de NaCN y 200 mg
de células (peso humedo) ayunadas, volumen final 4.0 mL, 15 min de incubacién a
30°C. El etanol se cuantific6 en 0.1 mL del sobrenadante con alcohol

deshidrogenasa y NAD" 20 mg/mL a 340 nm. (n=5, * p<0.05 vs. Total).
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9.7 Efectos sobre el potencial de membrana.

La salida del K*, acompafiada por nucledtidos, péptidos y fosfato inorganico,
podria producir un cambio en la osmolaridad y potencial de membrana. Por las
propiedades que se le atribuyen al K*, se estudi6 si el catién por medio de la EPL
estuviera saliendo por un flujo electrogénico, fendmeno que se comprobd con el
quitosano (Pefia et al., 2013), por ello se estimaron los potenciales de membrana
utiizando una cianina (DiSC3); esta molécula produce un aumento de
fluorescencia al agregar glucosa y una disminucion al agregar K* (Pefia et al.,
1984).

Se realizaron experimentos en dos condiciones diferentes:

a) Células preincubadas con EPL, lavadas, a las que se les estimo6
el potencial de membrana, Gréafica 22 para S. cerevisiae y Gréfica
24 para C. albicans.

b) Células a las que se les estimo6 el potencial de membrana en
presencia de EPL, Gréafica23 para S. cerevisiae y Gréfica 25 para

C. albicans.

En ambos casos se encontré que el tratamiento previo y células tratadas
con EPL al momento, se observdé un aumento en la fluorescencia, que podria
indicar un flujo de salida de K* electrogénico, que despolariza la membrana
plasmatica; este aumento se encontr6 en todas las concentraciones de EPL. Esto
nuevamente sugiere una permeabilizacion de la membrana celular, por donde se
fugan moléculas y cationes intracelulares los cuales provocan que la membrana
celular se despolarice, lo cual se refleja por el aumento de la fluorescencia de la

cianina.
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Gréfica 22. Efectos sobre el potencial de membrana enS. cerevisiae. Las

células se incubaron previamente en MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM y

[EPL] variable durante 15 min a 30°C, se recolectaron y suspendieron al 50%

(peso/volumen). 100 pL de la suspension celular se agregaron a la celda del

fluorometro con solucién amortiguadora MES-TEA 10 mM, pH 6, BaCl, 10 uM y

glucosa 20 mM, en un volumen final de 2,0 mL. Después de 30 s, se adiciond
cianina (DiSC3) 500 nM, después, CCCP 10 uM vy finalmente se adicion6 KCI 10

mM. Los cambios de fluorescencia se estimaron en 540-590 nm, para excitacion y

emision, respectivamente, AU: unidades arbitrarias. Grafica representativa de 5

repeticiones. Las flechas indican la adiciéon de reactivos.
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Grafica 23. Efectos sobre el potencial de membrana en S. cerevisiae. Las
células (25 mg, peso humedo) se agregaron a la celda del fluorbmetro que
contenia el amortiguador MES-TEA 10 mM pH 6, BaCl,10 pM, glucosa 20 mM y
concentraciones variables de EPL, en un volumen final de 2,0 mL. Después de 30
s, se afiadid cianina 500 nM y CCCP 10 puM vy al final se afiadi6 KCI 20 mM. Se
siguieron los cambios de fluorescencia, 540-590 nm, para excitacion y emision,
respectivamente. UA: unidades arbitrarias. Gréafica representativa de 5
repeticiones. Las flechas indican la adicion de reactivos.
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Gréfica 24. Efectos sobre el potencial de membrana en C. albicans. Las
células se incubaron previamente en MES-TEA 2 mM, pH 6, glucosa 20 mM y
[EPL] variable durante 15 min a 30°C, se recolectaron y suspendieron al 50%
(peso/volumen). 100 uL de la suspension celular se agregaron a la celda del
fluorometro con solucion amortiguadora MES-TEA 10 mM, pH 6, BaCl, 10 uM y
glucosa 20 mM, en un volumen final de 2,0 mL. Después de 30 s, se adicion6
cianina (DiSC3) 500 nM, después, CCCP 10 uM vy finalmente se adicion6 KCI 10
mM. Los cambios de fluorescencia se estimaron en 540-590 nm, para excitacion y
emision, respectivamente, AU: unidades arbitrarias. Grafica representativa de 5

repeticiones. Las flechas indican la adicion de reactivos.
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Gréfica 25. Efectos sobre el potencial de membrana en C. albicans. Las
células (25 mg, peso humedo) se agregaron a la celda del fluorbmetro que
contenia el amortiguador MES-TEA 10 mM pH 6, BaCl,10 uM, glucosa 20 mM y
concentraciones variables de EPL, en un volumen final de 2,0 mL. Después de 30
s, se afiadié cianina 500 nM y CCCP 10 uM vy al final se afiadié KCl 20 mM. Se
siguieron los cambios de fluorescencia, 540-590 nm, para excitacion y emision,
respectivamente. UA: unidades arbitrarias. Grafica representativa de 5

repeticiones. Las flechas indican la adicion de reactivos.

Es posible también que la simple permeabilizacién de la membrana permita
que la cianina, altamente hidrofébica, encuentre una via abierta de acceso a los
componentes del interior de la célula, aumentando su fluorescencia. De hecho,
esta ultima posibilidad parece mas factible, como puede deducirse de que el
aumento de la fluorescencia producido por la EPL casi no disminuya al agregar K,
cosa que deberia ocurrir si ese incremento se debiera a un eflujo electrogénico del

cation.
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9.8 Efecto de la EPL en presencia de metales divalentes en el crecimiento

microbiano.

La actividad antimicrobiana de EPL se basa en interacciones electrostaticas por lo
ya descrito por otro grupo de investigadores (Hyldgaard et al., 2014), por lo que se
decidié probar la CMI en conjunto con Mg?*y Ca**, encontrandose que el efecto

disminuye en presencia de estos metales (5 - 20 mM).

En la Gréfica 26, se presentan los resultados C. albicans, en los que se
observa que con Mg?* las levaduras que son incubadas con la CMI recuperan su
crecimiento, alcanzando la misma velocidad que el grupo control, mientras que

con Ca*" no se recuperan al 100%, aunque si crecen mas.

1.8 =

e CONTROL (LEVADURAS SIN
EPL) i

—— CONTROL (CEL. + CMI

— CMI + 5 MM  Mg?*

—CMI + 10 MM Mg?*

DO 600 nm

CMI + 20 MM  Mg?*

CMI + 5 mMm Ca?*

CMI +10 mM Cg2+
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(0] 12 24 36 48 60 72
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Gréfica 26. Efecto de metales divalentes Ca®* y Mg?* sobre el crecimiento de
C. albicans. Las curvas se realizaron en un lector de placas automatizado durante
72 h, utilizando [EPL] variable, YPD con concentraciones variables de MgCl, y

CaCl,. Gréfica representativa de 3 repeticiones.
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En la Gréfica 27, se presentan los resultados para S. cerevisiae. Se observa
que con Mg*" las levaduras incubadas con la CMI recuperan la velocidad del
crecimiento, igual que el grupo control, mientras que con Ca*" a la mas baja
concentracion (5 mM) recuperan poco su crecimiento, comparadas con el control,
mientras que a las dos mas altas (10 y 20 mM) parece resultarles toxico y se limita

su desarrollo.
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Gréfica 27. Efecto de metales divalentes Ca®" y Mg?* sobre el crecimiento de
S. cerevisiae. Las curvas se realizaron en un lector de placas automatizado
durante 72 h, utilizando [EPL] variable, YPD con concentraciones variables de

MgCl, y CaCl,. Grafica representativa de 3 repeticiones.

En las curvas correspondientes a C. albicans (Grafica 1 y Gréfica 26) se observo
la disminucion de la DO, esto debido a que mueren las levaduras, se lisan y los
componentes celulares se solubilizan, fendmeno que no ocurre con S. cerevisiae
(Grafica 2 y Grafica 27).
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10. RESUMEN DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en estos desarrollos experimentales y sustentados con la

teoria nos indica que:
e La CMI de EPL sobre S. cerevisiae y C. albicans es de 250 ug/mL para
ambas levaduras.
e La acidificacion se inhibe a altas concentraciones, probablemente debido a
la pérdida de moléculas pequefias y la inhibicion de diversas vias

metabolicas.

e La EPL provoca una modificaciéon en la membrana, que da lugar a la fuga

de moléculas que absorben a 260 y 280 nm, fosfato inorganico y K.

¢ El metabolismo aerdbico y anaerdbico se inhibe a altas concentraciones de
EPL.

e A bajas concentraciones de EPL pareciera haber una despolarizacion de la

membrana plasmatica, por la salida del K.

e El efecto antimicrobiano de EPL se revierte en presencia de otros cationes

como Mg®"y Ca?*.
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11. DISCUSION

Hay pocos estudios realizados sobre el posible uso de la EPL como
antimicrobiano. Sin embargo, se pueden encontrar varios reportes de su utilizacién
como acarreador de medicamentos, nanoparticulas, acarreador de genes en
técnicas de biologia molecular, inductor de interferones, inhibidor de lipasas,
conservador de alimentos, etc., pero la desventaja de los usos de este biopolimero
en los tres primeros puntos es que las dimensiones en cuanto al niumero de
residuos no son constantes, y su estabilidad depende precisamente de la longitud
del polimero (Shukla et al., 2012).

La mayoria de los trabajos se han centrado en estudiar el efecto
antimicrobiano en bacterias, tanto Gram negativas como Gram positivas, pero no
existen estudios en levaduras. Los estudios realizados en Listeria innocua,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa apuntan a que el mecanismo de
accion antimicrobiano de la EPL es la sinergia de varios efectos individuales
(Hyldgaard et al., 2014; Wei et al., 2017).

Con las concentraciones usadas por Hyldgaard et al. (2014), considerando
que el trabajo fue realizado con bacterias, se decidié partir delas concentraciones
que utilizaron para determinar la CMI. Se obtuvo un valor de 250 ug/mL (250
mg/L) para ambas levaduras. Es importante destacar que al realizar esta
determinacion, las células incubadas a altas concentraciones de EPL en YPD
floculaban y le daban cierta turbiedad al medio, que desaparecia con el paso de
unas horas vy la agitacion. Pasadas unas horas, las levaduras llegaban a la fase
estacionaria. Es necesario sefialar quelos efectos dependen del medio de
incubacion debido a una serie de factores, ya que el medio YPD es un medio

enriquecido.
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La informacion bibliografica propone que la EPL (polication),a bajas
concentraciones, se une a la membrana celular (carga parcial negativa), por medio
de un fendmeno de adsorcion i6nica (Luz et al., 2018), provocando una
disminucién de la carga parcial negativa de la célula lo que conduce al bombeo
excesivo de protones por la ATPasa transmembranal para normalizar este cambio,
pero a altas concentraciones el bombeo se inhibe, y la permeabilizacion conduce a
la liberacion de Ky otras moléculas.

El flujo de salida de moléculas y K™ provoca la inhibicién de las principales
vias metabdlicas, la respiracion y la fermentacion que privan a las células de sus
principales fuentes de energia, resultados que se sustentan con los observados
por una analisis metabdlico, en el que encuentran que se suprime el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y la glucdlisis (Bo et al., 2014), por lo que se propone que la
EPL induce un desequilibrio metabdlico intracelular a través de la interrupcion de

las funciones de la membrana celular.

Es importante destacar, que la EPL no dafi6 organelos como la mitocondria,
ya que se demostré que si en el medio de incubacibn aumentamos la
concentracion de compuestos indispensables para la mitocondria, esta pudo

seguir consumiendo el oxigeno del medio.

Respecto al material que absorbe a 260 nm, que pueden ser nucle6tidos o
pequefios fragmentos de DNA y RNA, se relaciona con lo que Tan et al. (2018)
afirmaron que en S. cerevisiae se da un aumento de EROS, lo cual conduce que a
se fragmenten los cromosomas y queda DNA libre; ya desde la década de los
afnos sesenta, se le atribuia a la EPL cierta atraccion electrostatica por el DNA
(“Molecular Biology: DNA and Polylysine,” 1969). Basandose en esta propiedad,

afios después se desarroll6 una metodologia para cuantificar DNA, haciéndolo
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reaccionar con EPL, y la EPL presente en el sobrenadante se cuantificaba con
colorantes anionicos (Itzhaki, 1972), por lo que el posible dafio que pueda causar
la EPL a esta biomolécula es otra ruta de trabajo muy importante.

Es importante destacar que el efecto de la EPL depende de la cantidad de
células, ya que como se adhiere a la membrana celular, se puede hablar de un
fendbmeno electrostatico, es decir, a baja cantidad de células, mayor es el efecto
de la EPL; esto se demostro con la salida de K™ y material que sale, que absorbe a
260 y 280 nm, asi como con los efectos sobre la respiracion, que a bajas

cantidades de levaduras se inhibe por completo.

En el caso de S. cerevisiae, que es una levadura mas fermentativa que C.
albicans, la acidificacion a bajas concentraciones, ademas de intentar compensar
el potencial de membrana, se puede deber a que la levadura comienza a
fermentar (para producir mas ATP, como resultado de la activacion de la H*-
ATPasa membranal). En S. cerevisiae la fermentacion disminuyd, pero no se
inhibié completamente, lo que conduce al aumento de la produccién de CO,, el

cual en presencia de H,O forma H,COg3, que modificé también el pH del medio.

Es interesante que aunque se dafa la integridad de la membrana, por
espectrofotometria seguramente no se detectaron proteinas, lo que sugiere que en
el interior de la levadura se pueden encontrar moléculas de gran peso molecular
gue podrian ser estudiadas in situ, al igual que el estudio de organelos internos,
considerando que la restauracion de la respiracion sugiere que se conservan estas
estructuras. Tal cosa es altamente probable; en las células hervidas, las proteinas

se desnaturalizan y no son solubles.
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Como se menciond en un inicio, el efecto antimicrobiano de la EPL es la
suma de varios dafios independientes, lo que conduce a la levadura a que su
metabolismo se detenga, ya que en este caso, como resultado de la
permeabilizacion de la membrana celular, se presenta un flujo de salida de
moléculas pequeiias y K*, capaces de atravesar la pared y membrana celular,
llevando a la pérdida de las capacidades metabdlicas, como lo demuestran los
efectos sobre la respiracion y la fermentacion, todo ello llevando a la inhibicion del

crecimiento.

Cuando el medio de cultivo YPD, se enriquecié con metales divalentes
como Mg®* y Ca** disminuyé el efecto de la EPL. Esto se debe a que estos dos
cationes son mas pequefios que la EPL, lo que hace que ocupen cargas
negativas, es decir enmascaran y evitan que la EPL se acerque y cause el dafio a

la membrana celular.

El grupo de Bo et al. (2014) ha concluido que S. cerevisiae tratada con
EPL a la concentracion de 500 pg/mL logra una mortalidad celular cercana al
100%, resultado similar al nuestro. Encontraron que también se produce una
curvatura de la bicapa de fosfolipidos, fendmeno observado también en bacterias
por Hyldgaard et al. (2014), dando como resultado poros en la superficie de los
microorganismos, que ambos grupos observaron mediante microscopia
electronica de barrido, y por estos poros es donde proponemos que se lleva a

cabo la fuga de las moléculas.
Finalmente en la Figura 11, y de acuerdo a los resultados obtenidos se resumen

los mecanismos de accion para la EPL:

1. Uniodn electrostatica de EPL a la membrana celular;

61



Inhibicion de la ATP-asa membranal; por la falta de ATP, debido al flujo de

salida de moléculas que absorben a 280 nm.
Alteracion y permeabilizacion de la membrana;

Salida de K" y de moléculas pequefias (Pi, nucleétidos y pequefios

péptidos);

Inhibicion de procesos metabdlicos como la respiracion celular y la
fermentacién, y posteriormente de muchas otras funciones celulares, que

llevan a la inhibicién del crecimiento o la muerte.

Figura 11. Mecanismo de accion propuesto para la EPL.
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En resumen, nuestros estudios, comparandolos con otros ya existentes
sobre bacterias, nos ayudan a establecer las propiedades antimicrobianas de EPL,
agregando un grupo mas de microorganismos a la lista de los ya existentes, lo que
hace que este antimicrobiano sea de amplio espectro, ya que sus propiedades son

bactericidas y antifungicas.

Una ventaja para su uso, es que este polimero esta considerado como
seguro (GRAS) por la FDA de los Estados Unidos y se utiliza como conservador
de alimentos en los Estados Unidos, Corea del Sur y Japon.

Nuestros resultados demuestran que la EPL es un agente antifingico
prometedor para el tratamiento de candidiasis locales.
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12. CONCLUSION

Se propone que la EPL afecta la morfologia de la membrana de las levaduras S.
cerevisiae y C. albicans, ya que al interaccionar de una manera electrostatica se
reacomodan sus componentes, dando como resultado poros por donde se liberan
las moléculas pequefias, las cuales al no encontrase en el interior de la célula o en
equilibrio afectan al menos dos de los procesos metabdlicos mas importantes, la
respiracion celular y la fermentacién, evitando asi que ambas levaduras se puedan

desarrollar, por lo que la EPL si muestra un afecto antifiingico.
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13. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos, se propone:
e Evaluar diferentes concentraciones de EPL para determinar la acumulacion
de Especies Reactivas de Oxigeno, por el estrés generado por la presencia

del polication.

e Utilizar algunas moléculas antioxidantes en el medio de crecimiento para

intentar lograr un desarrollo normal; es decir, revertir el efecto de la EPL.

e Proponer un modelo de permeabilizacion celular para el estudio de

organelos celulares y enzimas in situ.

e Hacer pruebas toxicologicas en animales infectados con C. albicans para

proponer una alternativa terapéutica.

65



14. BIBLIOGRAFIA

Bo, T., Liu, M., Zhong, C., Zhang, Q., Su, Q.-Z., Tan, Z.-L., Jia, S. (2014).
Metabolomic Analysis of Antimicrobial Mechanisms of g-Poly-I-lysine on
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
62(19), 4454—-4465. https://doi.org/10.1021/jf500505n

Calahorra, M., Sanchez, N., & Pefia, A. (2012). Characterization of glycolytic
metabolism and ion transport of Candida albicans. Yeast (Chichester,
England), 29, 357-370. https://doi.org/10.1002/yea.2915

Carmona-Ribeiro, A. M., & de Melo Carrasco, L. D. (2013). Cationic antimicrobial
polymers and their assemblies. International Journal of Molecular Sciences,
14(5), 9906-9946. https://doi.org/10.3390/ijms14059906

da Silva Dantas, A., Lee, K. K., Raziunaite, I., Schaefer, K., Wagener, J., Yadav,
B., & Gow, N. A. R. (2016). Cell biology of Candida albicans—host interactions.
Current Opinion in Microbiology, 34, 111-118.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.mib.2016.08.006

Dumitru, R., Hornby, J. M., & Nickerson, K. W. (2004). Defined anaerobic growth
medium for studying Candida albicans basic biology and resistance to eight
antifungal drugs. Antimicrobial Agents and Chemotherapy.
https://doi.org/10.1128/AAC.48.7.2350-2354.2004

Feldmann, H. (2012). Yeast: Molecular and Cell Biology: Second Edition. Yeast:
Molecular and Cell Biology: Second Edition
https://doi.org/10.1002/9783527659180.

Fiske, C. H., & Subbarow, Y. (1925). The Colororimetric Determination of
Phosphorus. Journal of Biological Chemistry, 66(2), 375-400.
http://www.jbc.org/cgi/content/short/66/2/375

Hyldgaard, M., Mygind, T., Vad, B. S., Stenvang, M., Otzen, D. E., & Meyer, R. L.

66



(2014). The Antimicrobial Mechanism of Action of epsilon-poly-lysine. Applied
and Environmental Microbiology, 80(24), 7758 LP-7770.
http://aem.asm.org/content/80/24/7758.abstract

Itzhaki, R. F. (1972). Colorimetric method for estimating polylysine and
polyarginine. Analytical Biochemistry, 50(2), 569-574.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0003-2697(72)90067-X

Karp, G. (2013). Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments, 7th
Edition. In Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments.
https://doi.org/10.1002/bmb.2002.494030049993

Karp, G. (2013). The Structure and Fucntion of the Plasma Membrane. In Cell and
Molecular Biology: Concepts and Experiments.
https://doi.org/10.1002/bmb.2002.494030049993

Lesage, G., & Bussey, H. (2006). Cell wall assembly in Saccharomyces cerevisiae.
Microbiology and Molecular Biology Reviews : MMBR, 70(2), 317-343.
https://doi.org/10.1128/MMBR.00038-05

Lipke, P. N., & Ovalle, R. (1998). Cell Wall Architecture in Yeast: New Structure
and New Challenges. Journal of Bacteriology, 180(15), 3735 LP-3740.
http://jb.asm.org/content/180/15/3735.abstract

Luz, C., Calpe, J., Saladino, F., Luciano, F. B., Fernandez-Franzoén, M., Mafies, J.,
& Meca, G. (2018). Antimicrobial packaging based on e-polylysine bioactive
film for the control of mycotoxigenic fungi in vitro and in bread. Journal of Food
Processing and Preservation, 42(1), e13370-e13370.
https://doi.org/10.1111/jfpp.13370

Madigan, M., Martinko, J., Bender, K., Buckley, D., & Stahl, D. (2014). Brock
Biology of Microorganisms, 14th Edition. https://doi.org/10.1007/s13398-014-
0173-7.2

Madrid Gonzalez, R., J Gomez, M., Ramos, J., & Rodriguez-Navarro, A. (1998).

67



Ectopic Potassium Uptake in trkl trk2 Mutants of Saccharomyces cerevisiae
Correlates with a Highly Hyperpolarized Membrane Potential. The Journal of
Biological Chemistry, 273, 14838-14844.
https://doi.org/10.1074/jbc.273.24.14838

Molecular Biology: DNA and Polylysine. (1969). Nature, 223, 1101.
http://dx.doi.org/10.1038/2231101b0

Orlean, P. (2012). Architecture and biosynthesis of the Saccharomyces cerevisiae
cell wall. Genetics, 192(3), 775-818.
https://doi.org/10.1534/genetics.112.144485

Pandey, A. K., & Kumar, A. (2014). Improved microbial biosynthesis strategies and
multifarious applications of the natural biopolymer epsilon-poly-I-lysine.
Process Biochemistry. https://doi.org/10.1016/j.prochio.2013.12.009

Pefia, A; Arroyo, Gémez, Tapia, G. (2004). Bioguimica. (Limusa, Ed.) (2a ed.).

México.

Pefia, A., Cinco, G., Gbmez-Puyou, A., & Tuena, M. (1973). Effect of the pH of the
incubation medium on glycolysis and respiration in Saccharomyces cerevisiae.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 153, 413-425.
https://doi.org/10.1016/0003-9861(72)90359-1

Pefia, A., Sdnchez, N. S., & Calahorra, M. (2013). Effects of chitosan on Candida
albicans: Conditions for its antifungal activity. BioMed Research International.
https://doi.org/10.1155/2013/527549

Pefia, A., Uribe, S., Pardo, J. P., & Borbolla, M. (1984). The use of a cyanine dye
in measuring membrane potential in yeast. Archives of Biochemistry and
Biophysics. https://doi.org/10.1016/0003-9861(84)90381-3

Pineda, J., Cortés, A. A., Uribarrem, T. del N. jesus, & Castafion, L. R. (2017).
Articulo de Revision Candidosis vaginal. Revision de la literatura y situacion

de México y otros paises latinoamericanos. Revista Médica Risaralda.

68



Porterfield, J. Z., & Zlotnick, A. (2010). A simple and general method for
determining the protein and nucleic acid content of viruses by UV absorbance.
Virology, 407(2), 281-288. https://doi.org/10.1016/j.virol.2010.08.015

Rine, J. (1989). The yeast Saccharomyces cerevisiae in molecular and cellular
biology: A smaller but not lower eucaryote. Integrative and Comparative
Biology. https://doi.org/10.1093/icb/29.2.605

Shima, S., Matsuoka, H., Iwamoto, T., & Sakai, H. (1984). Antimicrobial action of
epsilon-poly-L-lysine. The Journal of Antibiotics.
https://doi.org/10.7164/antibiotics.37.1449

Shukla, S., Singh, A., Pandey, A., & Mishra, A. (2012). Review on production and
medical applications of e-Polylysine. Biochemical Engineering Journal, 65, 70—
81. https://doi.org/10.1016/j.bej.2012.04.001

Tan, Z., Bo, T., Guo, F., Cui, J., & Jia, S. (2018). Effects of e-Poly-I-lysine on the
cell wall of Saccharomyces cerevisiae and its involved antimicrobial
mechanism. International Journal of Biological Macromolecules, 118, 2230—
2236. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.07.094

van der Rest, M. E., Kamminga, A. H., Nakano, A., Anraku, Y., Poolman, B., &
Konings, W. N. (1995). The plasma membrane of Saccharomyces cerevisiae:
structure, function, and biogenesis. Microbiological Reviews, 59(2), 304-322.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7603412

Venkatesh, M., Barathi, V. A., Goh, E. T. L., Anggara, R., Fazil, M. H. U. T., Ng, A.
J. Y., Lakshminarayanan, R. (2017). Antimicrobial activity and cell selectivity of
synthetic and biosynthetic cationic polymers. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. https://doi.org/10.1128/AAC.00469-17

Wei, L., Wu, R., Wang, C., & Wu, Z. (2017). Effects of e-Polylysine on
Pseudomonas aeruginosa and Aspergillus fumigatus Biofilm In Vitro. Medical
Science Monitor : International Medical Journal of Experimental and Clinical
Research, 23, 4225-4229. https://doi.org/10.12659/MSM.903145

69



Xu, Z., Xu, Z., Feng, X., Xu, D., Liang, J., & Xu, H. (2016). Recent advances in the
biotechnological production of microbial poly(e-I-lysine) and understanding of

its biosynthetic mechanism. Applied Microbiology and Biotechnology, 100(15),
6619—-6630. https://doi.org/10.1007/s00253-016-7677-3

Yamanaka, K., Maruyama, C., Takagi, H., & Hamano, Y. (2008). e-Poly-L-lysine
dispersity is controlled by a highly unusual nonribosomal peptide synthetase.
Nature Chemical Biology, 4, 766. http://dx.doi.org/10.1038/nchembio.125

Ye, R., Xu, H., Wan, C., Peng, S., Wang, L., Xu, H., Wei, H. (2013). Antibacterial
activity and mechanism of action of -poly-I-lysine. Biochemical and

Biophysical Research Communications, 439(1), 148-153.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2013.08.001

Yoshida, T., & Nagasawa, T. (2003). e-Poly-I-lysine: microbial production,
biodegradation and application potential. Applied Microbiology and
Biotechnology, 62(1), 21-26. https://doi.org/10.1007/s00253-003-1312-9

You, X., Einson, J. E., Lopez-Pena, C. L., Song, M., Xiao, H., McClements, D. J., &
Sela, D. A. (2017). Food-grade cationic antimicrobial e-polylysine transiently
alters the gut microbial community and predicted metagenome function in CD-

1 mice. Npj Science of Food, 1(1), 8. https://doi.org/10.1038/s41538-017-
0006-0

70



	Portada

	Índice

	1. Abreviaturas

	2. Resumen

	3. Introducción

	4. Marco Teórico

	5. Planteamiento del Problema

	6. Hipótesis de Trabajo

	7. Objetivos

	8. Metodología

	9. Resultados

	10. Resumen de Resultados

	11. Discusión

	12. Conclusión

	13. Perspectivas

	14. Bibliografía


