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MENSAJE EDITORIAL

Estimados lectores,

En los Ultimos afos la biotecnologia ha crecido a pasos agigantados y ha permitido el desarrollo nuevos
productos Yy servicios que han mejorado nuestra calidad de vida. Nos es muy grato en esta segunda edicion de
la revista Frontera Biotecnoldgica, divulgar las contribuciones a la investigacion cientifica aplicada y al desarrollo
tecnoldgico que cientfficos mexicanos han hecho (y con toda certeza continuaran haciendo) en beneficio de
nuestro pais y del mundo entero.

En esta edicion, con cinco temas de las diversas disciplinas que forman parte de la biotecnologfa, damos a
conocer resultados del trabajo que se ha llevado a cabo en centros publicos de investigacion del pals.

En el primer articulo, un grupo de investigadores del Centro de Investigacién en Biotecnologia Aplicada
del Instituto Politécnico Nacional, encabezados por la maestra Minerva Rosas Morales, quien tiene amplia
experiencia en la produccién, en investigacion cientifica basica y aplicada y en comercializacion del café, nos
informa sobre la situacion actual del café en el mundo. Todo esto desde un enfoque que abarca los factores
sociales, politicos y financieros que juegan un papel determinante en la produccién del café.

Por otro lado, un grupo conformado por varias instituciones del pafs nos muestran resultados de campo para
la produccion de biogas a partir de residuos de la industria porcicola y evalGan su uso para la generacion de
energia eléctrica. Resalta en importancia este articulo, el andlisis financiero que se hizo para la seleccién de un
generador eléctrico aplicable al proceso de la granja y de acuerdo con las condiciones de produccion.

Haciendo galadelenfoque multidisciplinario de la biotecnologfa, lamaestra Ada Marfa Rios Cortésy colaboradores,
nos muestran un panorama general del estudio de la grana cochinilla, incluyendo una remembranza historica,
artistica, quimica, farmacéutica y alimentaria. Lo cual nos invitan a continuar la obtencién de pigmentos a partir
de fuentes naturales.

Los doctores Pedro Jiménez Sandoval y Luis G. Brieba del Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad del CINVESTAV Irapuato, nos presentan un ensayo de ingenierfa de proteinas y una aplicacion
en el disefio del biosensores. Una area de la biotecnologia, que en la dltima década ha crecido enormemente
y se perfila para ser una de las principales herramientas para el diagnostico.

Finalmente y no menos importante el grupo de investigacién de la Dra. Sara Elisa Herrera Rodriguez del
CIATEJ, nos comparte sus resultados de investigacion epidemiolégica sobre la tuberculosis bovina realizada
en los Ultimos tres afios en el estado de Jalisco; un tema por demas importante que afecta a la industria de
alimentos.

Finalmente, les invitamos a disfrutar la lectura de Frontera Biotecnoldgica, para conocer la investigacion cientifica
que antepone siempre el precepto: “La técnica al servicio de la patria”.

Dr. Angel Eduardo Absalén Constantino




GRANO DE CAFE

Minerva Rosas-Morales, Ada Maria Rios-Cortés, Fernando Lopez-Valdez
Grupo de Biotecnologia Agricola. Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada del
Instituto Politécnico Nacional. 90700 Tlaxcala, Mex.

El grano del café es un importante producto agroindustrial
que se ha visto limitado por multiples factores para
establecerse y mantenerse en el gusto de los consumidores.
Desde el consumo privado por los arabes en sus
origenes hasta la regulacién de precios de los mercados
internacionales. En este trabajo da un ligero vistazo a
estado general del grano de café y sus principales factores
de influencia.

El café

Se denomina café a la bebida preparada por infusién
de las semillas tostadas del fruto de los cafetos. Es de
agradable aroma y sabor, contiene una variedad de
compuestos responsables de su calidad sensorial y de sus
efectos fisiolégicos [I]. El café es originario de Etiopia,
fue consumido por los arabes dentro de su circulo
herméticamente cerrado sin oportunidad a compartirlo
o venderlo. Hasta que asadamente fue robado un cafeto
y debido a ello fue propagado y cultivado en el mundo.
Introducido en América en 1720 y a México en 1796,
registrandose los primeros cultivos en Cérdoba, Veracruz
[2]. Actualmente, México ocupa el 9° lugar como
productor de café verde, después de Brasil, Vietnam,

Indonesia, Colombia, Etiopia, Perd, India y Honduras,
aportando el 3% del volumen mundial con 1,287,643
toneladas [2,3]. El sector agroindustrial del café en México
destaca por su importancia econémica, social e incluso
ambiental. Su cultivo ocupa la séptima posicién en cuanto
a la superficie nacional cosechada de los cultivos ciclicos
y perennes después del maiz, los pastos, frijol, sorgo,
cafna de azlcar y avena forrajera. El padrén nacional es
de 504,372 productores, el 64% son minifundistas que
poseen superficies menores a | hectareay un 2.6% posee
superficies mayores a 5 ha, el resto, poseen entre 2 y 5
ha. En los estados de Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Puebla,
Guerrero e Hidalgo se concentra el 94% de la superficie.
La importancia del grano radica en las divisas que genera
a partir de su oferta y demanda, a pesar de la fluctuacién
de los precios aun resulta redituable ya que en los dltimos
afnos ha incrementado el consumo per capita de café, de
[.2 kg - persona - ano en 2010 a |.4 kg - persona - ano en
2013, se estima que continuara a la alza: 1.8 kg - persona
- ano para el 2018; lo que ha obligado a los productores a
cuidar la calidad, mejorar su cultivo y proceso, impactando
positivamente la economia del pais y las familias dependen
de esta actividad [4].




Agroindustria del café

La agroindustria del café en todos los paises productores
esta influenciada por el comportamiento del mercado
mundial, en los Gltimos anos el cultivo se extendié a
mas de 50 paises. El café es uno de los pocos cultivos
que se destinan en su mayor parte a la exportacion, la
magquinaria usada en su produccién y procesamiento
provienen mayormente de paises no productores, y
sus precios son determinados en centros financieros
como Nueva York y Londres [5].

La actividad cafetalera mundial estd determinada por
numerosos factores: econdémicos, sociales, politicos

exterior de cada pais, por lo que la produccién, ofertay
demanda internacionales del grano son constantemente
influidas por éstos.

Factores politicos

La regulacién cafetalera mundial estd normada
internacionalmente por la Organizacién Internacional
del Café (OIC), organismo que forma parte de la
Organizacién de las Naciones Unidas y se regula por los
Convenios Internacionales del Café (CIC) [6, 7]. LaOIC
se cred por los paises productores del grano en 1962
y tiene su sede en Londres. Sus principales objetivos
fueron equilibrar la oferta y la demanda, reducir los
excedentes del grano, fomentar el consumo del café,
investigacion, regular la oferta por medio de convenios
por la CIC [8]. México fue el inico de los seis principales
paises productores que duplico sus exportaciones
durante el afio de 1989, creciendo en 103.7%; seguido
de Colombia con 52.6%, Brasil con 15.1% e Indonesia

con 10.5%, mientras que las exportaciones de Costa
de Marfil y Uganda retrocedieron [8].

Factores sociales

Entre los factores sociales, se puede citar la existenciade
movimientos armados o migraciones. Las limitaciones
educativas, de salud y alimentacién que vive la mayoria
de los pequenos cafeticultores y jornaleros en el
mundo, representan uno de los aspectos importantes
que se debe considerar. Debido a que la actividad
cafetalera cada vez representa una parte menor del
ingreso de esas familias [9], como consecuencia de la
crisis mundial del café. Se estima que en México mas de
300,000 personas perdieron su empleo y abandonaron
sus fincas para incorporarse a los circuitos de migracion
internacional como una alternativa para enfrentar esta
situacion.

Factores climaticos

Factores climéaticos como el fenédmeno de “El nino”,
inundaciones y sequias constituyen elementos que
pueden hacer variar la oferta y la demanda del café. El
cafeto de desarrollamejor enzonas calidasy semi-calidas
con precipitaciones medias de 1,500 mm anuales. No
obstante, dichas zonas se encuentran frecuentemente
expuestas a fendmenos climaticos adversos como
incendios forestales y huracanes que afectan a paises
de Centroamérica, asi como las excesivas lluvias que
provocan inundaciones en Asia. Como es de esperarse,
estos fenémenos han mermado y/o destruido multiples
plantaciones [10].

Se sabe que la variacién anual de la produccién de
café esta relacionada principalmente con la variacion
climatica, debido a que estos factores afectan el
desarrollo de las fases fenolégicas del cultivo.

Por ejemplo, el proceso de la fotosintesis se limita
cuando se produce el estrés hidrico, debido al cierre de
estomas Yy a la reduccién de actividades fisioldgicas de la
planta. Otro factor que puede reducir la productividad
es la temperatura, registros menores a 4 °C ocasionan
el amarillamiento de las hojas y muerte de tejidos y
brotes. Temperaturas superiores a 30 °C reducen la
fotosintesis y provocan aborto de flores, lo que resulta
en una pérdida de la produccién.




Factores financieros

El aumento en la inestabilidad del precio del café ha
llegado al punto de que los precios han oscilado hasta dos
puntos porcentuales por hora o dia, por ejemplo: el C.
arabigo en la bolsa de Nueva York ha pasado de 168.15
al72.15deundia[ll]. La Bolsa de Nueva York cotiza
el café arabico en centavos de délar estadounidense
por libra (¢ Ib™"), y el café robusta se cotiza en la Bolsa
de Londres en libras esterlinas por tonelada, £ ton™' [6].
Las fluctuaciones de precios complican enormemente
la actividad cotidiana de los exportadores y su factor
de riesgo se multiplica [12]. Los altos precios dan lugar
a aumentos de la produccién que a largo plazo exigen
retrocesos, sobre todo en un mercado que ha saltado
de menosde 50 ¢ Ib"' en 1992, hasta 216 ¢ Ib"' en 1994,
para volver a 120 ¢ Ib"' en 1995; esto dependiendo
de la oferta y la demanda en
el mercado internacional y de
acuerdo a la bolsa de Nueva York
[12]. Segin la OIC, la produccién
mundial de café exhibié en 2013
una minima variacién respecto
al afio 2012, registrandose un
crecimiento del 0.5%, alcanzando
un volumen de produccién
cercano a los 145,775 sacos. Brasil
fue el mayor productor de café a
nivel mundial en 2013, con el 34%
del total, seguido de Vietnam con el 19%, Indonesia,
Centroamérica con 8% y Colombia con el 7% de la
produccién global [13]. De los 5 mayores productores
de café a nivel mundial, la regién centroamericana se
vio mayormente afectada en su produccién. En 2013,
el volumen de produccién de sacos de café producidos
en Centroamérica se redujo en un 15.4%, seguido de
Indonesia con un 8.4%.

Aun cuando la produccién del café a nivel mundial
ha mostrado un débil crecimiento, la tendencia en
el consumo se ha incrementado en los ultimos afos.
El 71% de la produccién mundial de los udltimos 5
anos es para exportacion a paises no productores. La
relevancia de este producto es fuente importante de
empleos. En la década del 2000, el sector demandaba
[.6 millones de empleos en Centroamérica en todas
las fases de produccién. Segin la CEPAL (2002), la
actividad cafetalera en Centroamérica representa entre
el 1% y el 8% del PIB regional y entre el 12% y 33%
de la produccién primaria o agricola. En el comercio
exterior, el café sigue siendo uno de los principales
productos de agro-exportacion [13].

NN

La produccién total de café en Centroamérica presento
una caida (2012-2013), debido principalmente al
fenémeno de la plaga de la roya, que exhibié una
merma del 53% segln la OIC. En términos generales, la
produccién fue menor alo registrado en la etapa previa
de afectacion de la roya, equivalente a 3.5 millones de
sacos, de los cuales, cerca del 96.2% son explicados
por efecto de la enfermedad de la roya.

La variacién anual de la produccién de 2012 y 2013
registro pérdidasde-10.0% Y -15.4%, respectivamente
ha ido a la baja. Centroamérica participé con el 8% de
la produccién mundial en 2013, mientras que en 201 |
lo hizo en el equivalente del |1.1%. Los principales
factores que regulan la economia del café son la roya,
heladas o sequias. También, la baja produccién del
grano ha disminuido de la demanda de mano de obra

m Brasil 34%

® Indonesia 8%

m Centroamérica 8%
m Vietnam 19%

m Colombia 7%

m Resto de Paises Productores 24%

[14].

Conclusion

A pesar de que el cultivo de café involucra un gran
nimero de productores e impacta importantemente
en la economia de estos paises, también es uno de
los productos con mayor vulnerabilidad en su precio;
depende de la calidad, factores climaticos, econémicos
ofinancieros del grano. Ademas, la regulacién esta sujeta
a la oferta y la demanda en el mercado internacional.

Vietnam e Indonecia han superado a México, quedando
en la novena posicion como pais productor. Desde
el 2011, el precio internacional del café comenzé
a descender paulatinamente, como resultado de la
abundante oferta mundial y la menor demanda por
los centros consumidores, debido a los efectos de la
crisis financiera internacional. Aln queda suficiente por
explotar y explorar las propiedades de este importante
grano.
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Resumen

En la actualidad existen empresas que cuentan con
digestores para el tratamiento de residuos, como son los
de rellenos sanitarios o granjas. Sin embargo en muchas de
ellas el biogas se quema y no se aprovecha. En el presente
estudio se propone usar el biogas que se produce en los
digestores, localizados en una granja de cerdos, para generar
electricidad. Con el andlisis de parametros como la potencia
de arranque, consumo de combustible y generacion de
energia eléctrica, fue posible seleccionar un generador
eléctrico comercial para la empresa.

Abstract

Nowadays there are some companies that have digesters
for the treatment of waste, such as landfills or farms.
However, in some of them, the biogas produced is burned
and not utilized. In this study is proposed the use of the
biogas produced in a digester, located in a pig farm, for the
generation of electricity. With the analysis of parameters
such as starting power, fuel consumption and power
generation was possible to select a commercial electrical

generator for the farm.
Introduccion

Actualmente la mayor parte de la energia en el mundo
proviene de fuentes no renovables, el uso de combustibles
fosiles sigue siendo la fuente principal para satisfacer
las necesidades energéticas mundiales; sin embargo la
emisiéon de gases de efecto invernadero por la extraccién
y quema de combustibles fésiles, es el problema ambiental
mas grave en la generacién de energia. Segin la Agencia
para la proteccién del Ambiente de Estados Unidos de
Norteamérica, las emisiones de diéxido de carbono en 2007
en ese pais correspondieron principalmente a la quema de
combustibles fésiles para generar electricidad [1].

Tomando esto como referencia, se observa que necesario
utilizar fuentes de energia renovables en la generacién
de electricidad, para mitigar las emisiones de gases que
aumenten la temperatura de la atmésfera y para lograr una
transicion energética tangible a corto tiempo en todo el
mundo.




Durante los Ultimos afos las emisiones de gases
de efecto invernadero (GEIl) han sido un punto de
preocupacién mundial, debido a los efectos que
tienen sobre la atmésfera. Generalmente, el GEl mas
abundante es el diéxido de carbono (CO2), pero
existen otros como el metano (CH4) el cual tiene un
potencial de calentamiento global de 23 afios/horizonte
[2]. Una de las actividades que mas produce GEI es
la obtencién de energia eléctrica, otros sistemas que
contribuyen a la generacién de DEI son la produccion
de gas natural, la fermentacién entérica, la agricultura,
la mineria y por el manejo de estiércol [I].

Se ha estudiado el uso de otras fuentes alternas de
energia renovable, por ejemplo: en el sector ganadero
se ha utilizado biodigestores anaerobios que permiten
la generacion y posterior captacién del llamado biogas,
el cual esta compuesto en su mayor parte por metano
y diéxido de carbono. El biogas es un combustible que
se puede usar en la generacién de calor y electricidad
mediante dispositivos de combustién interna [3].

En el presente trabajo se realizé un analisis del biogas
producido en una granja porcicola, se determiné
el consumo energético de la misma y con base en
un analisis de generadores eléctricos comerciales,
se recomendé el uso de uno de ellos para ayudar a
cubrir la demanda de

recibos de luz que ha pagado la misma, para finalmente
determinar la factibilidad de aprovechar el biogas en la
generacion de energia eléctrica.

Resultados
Consumo energético en la granja

De acuerdo con los registros de CFE durante doce
meses, el sitio esta consumiendo un promedio de 6800
kWh por mes. Se realizé un censo de todos los aparatos
consumidores de energia eléctrica dentro del sitio, se
determiné que tienen una demanda maxima conectada
al suministro de electricidad de 56.2 kW y una energia
activa diaria de 140.84 kWh/dia. A estos resultados
habra que adicionar un 7% de pérdidas de electricidad
en la instalacién lo que tendria como resultado tedrico
en promedio 150.69 kWh por dia.

Produccién de biogds

En el digestor que opera en la graja, se registré una
produccién media de biogas de 45.6 m*/h, una maxima
de 64 m’/h, una minima de 7 m*h y una desviacién
estandar de 10.4 m*h. Los datos histéricos de la
empresa indican que, durante los meses de invierno,
la produccién de biogas disminuyé de manera
considerable y aumenté durante los meses calidos;
la produccién media

Potenaa o -
electricidad en la granja 'y e S durante el ano fue de
aprovechar el biogas. (KWh) . .

CAT DM8657 72 90 44.2
i Eleccién del equipo
Metodologia Cummins  160GF-SZ 158 174 51 ,
para generar energia
El proyecto se llevd  oymins  120GFs7 120 132 39 eléctrica, operado con

a cabo en una granja _ biogds

porcicola ubicada en Cummins 60GFH-SZ 57 63 18
Perote, Veracruz en  cummins  60GFS 57 63 18 Para  escoger ) el
México, que ya cuenta generador se tomé en
con biodigestores QINGDAO  CGE-100 100 125 32 cuenta la potencia que
para el tratamiento de CAT DM8659 132 165 76.2 genera, el consumo
los _ residuos, pero el CAT DM866 | 177 221 112.9 de combustible, - la
biogds producido no ' disponibilidad en
se aprovecha, sélo se Cummins 200GF-S7Z 205 226 66 el mercado y el
quema. Se consideraron Tabla |. Caracteristicas de los generadores que costo de compra.
los datos histéricos de funcionan con biogas Se analizaron ocho
produccién de biogas, equipos comerciales

medidas que ha tomado la empresa con un medidor de
flujo volumétrico digital y la informacién del contenido
de metano, el cual se determina con un cromatégrafo
de gases. Se evaluaron los consumos eléctricos de la
empresa tomando la informacién del histérico de los

generadores de energia eléctrica operados con biogas,
sus caracteristicas se indican en la tabla |.

NN,
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Del andlisis de la tabla | se consider6 lo siguiente:

Tres de los generadores listados requieren un mayor
consumo minimo de combustible que la produccién
media del biodigestor, por lo cual se descartaron, estos
fueron el DM8659, DM866| y 200GF-SZ.

Posteriormente se realizé un andlisis de la eficienciaenel
consumo de cada generador dividiendo el combustible
consumido entre la potencia real del equipo, también
se tomo en consideracién la generacidon de energia
que se tendra con el consumo de combustible. De
acuerdo con estos resultados los modelos 60GF-SZ y
60GF-S] son los que presentan una mayor eficiencia en
el consumo de combustible,
pero la potencia que generan
es menor a la de otros
generadores analizados.

El modelo CGE-100 muestra
una buena eficiencia, un bajo
consumo de combustible
y una potencia alta pero su
acceso en el mercado es dificil
al no haber un distribuidor
autorizado en el mercado.
El modelo DM8657 presenta
buena eficiencia pero baja
potencia. Los  modelos
120GF-SZ y 160GF-SF tienen
una eficiencia alta, consumo
de combustible dentro de
la produccién media y facil
acceso para adquisicién en el
mercado, es por esto que se
eligieron como los posibles
generadores a instalar. Para
poder seguir con la seleccién,
finalmente se compararon

los costos de adquisicion de los modelos 120GF-SZ y
| 60GF-SF.

El costo del equipo 120GF-SZ a la fecha en que se hizo
el andlisis tenia un costo de US$94,545.45, mientras
que para el modelo |60GF-SF era de US$122,033.89.
El costo del kilowatt seria de $787.878 y $762.711
respectivamente para cada modelo, este costo se
calculé al dividir el costo del equipo entre la potencia
real de cada equipo, con una vida util de 20 afos.
Contando con los anélisis del consumo de combustible,
la eficiencia en el consumo de combustible y en el

costo por kilowatt de los equipos, se determiné que
el equipo 120GF-SZ es el que mejor se adapta al
perfil de generacién, debido a su costo y al consumo
promedio de biogas para su funcionamiento. Como
es necesaria la adquisiciéon de otros aditamentos para
el generador eléctrico como serian los filtros, el costo
total del equipo se calculé de 175,000 ddlares, el gasto
se recuperaria en 3 anos.

Conclusiones

En algunos lugares se generan residuos organicos
susceptibles para operar un biodigestor que,
dependiendo de la cantidad de materia que pueden
procesar, pueden generar el
suficiente  biogas para operar
usar un generador eléctrico, con
lo cual los costos de operacion
por consumo energético se
veran minimizados.

Es importante hacer este tipo
de estudios para aprovechar
las energias alternativas
disponibles, como son los
residuos de las granjas, con
lo cual se obtendrian ademas
de los beneficios econémicos,
beneficios ambientales por la
reduccién en la generaciéon de
gases de efecto invernadero
ocasionados por la produccién
de energia eléctrica.
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Resumen

El acido carminico es uno de los colorantes mas importantes
del mundo, por sus diversas aplicaciones en textiles,
cosméticos, farmacos (grageas y tabletas), alimentos y
bebidas (E-120), en frescos e instrumentos musicales, entre
otras aplicaciones. Usado ampliamente desde la época
precolombina en América, pasando por la Europa pos-
renacentista hasta nuestros dias, siendo la grana mexicana la
mas empleada. El insecto, Dactylopius coccus, en la actualidad
es preciado por la calidad del acido carminico, con potencial
mercado para ser un agronegocio rentable y con demanda
a nivel mundial.

Abstract

Cochineal extract or carmine (carminic acid) is one of the
most important colors of the world through their various
applications in textiles, cosmetics, drugs (tablets and
capsules), food and beverages (E-120), frescos (paintings)
and musical instruments, among other applications. Widely
used in the world, since pre-Columbian times in America,

through the post-Renaissance Europe until today, were
the Mexican cochineal extract the most used. The insect,
Dactylopius coccus, today is prized for the quality of carminic
acid with market potential to be a profitable agribusiness
and their demand on worldwide.

La grana

La grana cochinilla es un insecto que parasita el nopal, su
nombre cientifico es Dactylopius coccus del que se obtiene
el acido carminico. Este pigmento ha servido desde el
siglo Il a.C. en Sudamérica. La grana fue recaudada por los
gobernadores como tributo en las regiones productoras
bajo su dominio en el México prehispanico [1].

Se ha encontrado en las descripciones y representaciones
labradas en murales; en las pinturas de los amatl (papel
amate), en los textiles y en la época post-colombina. Este
pigmento fue usado para realizar los cédices Bodiano,
Florentino, Borbénico, por mencionar algunos.




El cédigo Florentino destaca la participacion de Fray
Benardino de Sahaglin que en 1577 escribié: “En estos
dias la cochinilla llega hasta China y Turquia y en casi
todo el mundo es altamente conocida y valorada”. Con
la llegada de los espanoles, la comercializacién de la
cochinilla mexicana tuvo mayor auge debido a su alta
demanda en Europa [|, 2, 3].

Se sabe que en el siglo XVI, fue la segunda exportacién
mas lucrativa en ese continente debido al florecimiento
de las industrias de la seda de lujo y la lana en lItalia, su
uso en Europa esta documentado desde 1523 en los
reglamentos de tefido italiano.

Con su llegada a Europa, la cochinilla fue empleada
desde tintoreros, famosos pintores y lauderos; como
principal pigmento usado para lacas rojas desde
mediados del siglo XVI hasta el XIX. Los europeos
se entusiasmaron con su color vibrante, que igualé o
superé al de otras fuentes tradicionales de tintes rojos.
Tal es el caso de Vincent van Gogh quien escribié a
menudo a cerca de este pigmento, como se puede
observar en las cartas enviadas a su hermano Theo [4]
(Figura 1).

La produccion de grana cochinilla en la Nueva
Espana

Debido el éxito de la grana en el viejo mundo, los
espanoles intensificaron los cultivos en diversas
regiones de la Nueva Espafia con la finalidad de alcanzar
una produccién que lograra satisfacer la demanda del
colorante.

Es importante destacar que en los cédices se muestra
que la grana era empacada en talegas, se sabe que
ocasionaba que se agitara y desmenuzara. Resulta
interesante el antecedente de que la grana fina ya
purificada se preparaba en forma de panecitos llamados
nocheeztlaxcalli. Los espanoles no pudieron adoptar
esta técnica que con certeza presentaba ventajas en el
almacenamiento y transporte de la grana [5].

En el siglo XVI, Martinez afirma que “como el
maiz y otra labor agricola, los rendimientos de la
grana cochinilla también dependian de los factores
meteorolégicos”, donde habia afios présperos y otros
no, ya la produccién novohispana podia fluctuar desde

tres a ocho mil arrobas anuales (I 1.5 kg por arroba)
[6]. En las Ultimas décadas del siglo XVI, Puebla logré
monopolizar el producto debido a que era la sede
del Juez de grana. Los jueces surgieron como una
peticion de los mercaderes, ya que existian fraudes
por la mezcla de la grana fina con la silvestre, debido
a esto se crearon dichos puestos en Puebla y Oaxaca.

“Y realmente me emociona
estos dos colores carmin
y cobalto, el cobalto es un
color divino no hay nada tan
bello y fino como el cobalto
para ponerle espacio a las
cosas. El carmin es el color
del vino y es calido como el
vino”.

28 de diciembre de 1885

http://vangoghletters.org/vg/
letters/let550/letter.html

Figura |. Carta de Vincent van Gogh a su
hermano Theo

La industria de la grana habia alcanzado proporciones
verdaderamente importantes en el mercado de Puebla,
surtido por Tlaxcala, Cholula, Tepeaca, Tecamachalco
y otros pueblos, el comercio de la grana ascendia a
200 mil pesos en oro anual. En 1561, se calculaba que
los gobernadores indios de Tlaxcala hacian una venta
semanal de 15 a 16 arrobas (175 kg) con un valor de
900 pesos en oro [5].

Existian diversos problemas en cuanto el comercio
de la grana, seglin versiones, se menciona que los
excesos de los funcionarios reales fueron la causa de
que los nativos se convocaran a destruir los cultivos
de nopales, el clima de tensién que existia hizo que las
regiones productoras perdieran el interés del beneficio
que aportaba el comercio de la grana.

Y culminé con el abandono de la crianza de este singular
producto altamente rentable en el pais [5, 6].
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Analisis e identificacion del pigmento

Gracias alos vestigios, evidencias y alas diversas técnicas
se puede saber qué pigmentos fueron empleados en el
arte antiguo. De igual forma, si el intenso rojo carmesi
plasmado en las grandes obras fue o no extraido de
Kerria laca, Kermes vermilio, Parphyrophora polanica
(cochinilla polaca), Porphyrophora hamelii (cochinilla
armenia), insectos que fueron empleados hasta antes
del siglo XVI.

Por mencionar algunas técnicas de caracterizaciéon que
han ayudado a dilucidar la aplicacién de este tinte en
obras de arte se tienen:

* Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC,
acréonimo en inglés High Performance Liquid
Cromatography) esta técnica es separativa, se
emplea principalmente para la identificacion de
pigmentos organicos [7].

* Espectroscopia Raman, la cual proporciona una
huella dactilar de los materiales a caracterizar. Se
utiliza como técnica no destructiva (incluso in situ)
en el diagnéstico de diferentes materiales en el
campo de la preservacion del patrimonio histérico,
en la caracterizacién de pigmentos inorganicos [8].

* FORS (Fiber Optic Reflectance Spectroscopy) la cual
es una técnica es rapida y exacta y no invasiva para
la investigacién de superficies pintadas. Empleada
para pigmentos organicos que son lavables, dificiles
de analizar. Leona y Winter (2001) mencionan
que sélo con esta herramienta es posible analizar
pinturas japonesas por el tipo de pintura que se
empled [8, 9].

* Microscopios Raman, es resultado del acoplamiento
de un microscopio 6ptico a un espectrofotometro
Raman, es la mas utilizada hoy en dia ya que se
puede penetrar unas cuantas micras en la muestra
de modo no destructivo [8].

* EI SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy)
técnica intensificada por superficies metalicas
nanoestructuradas, es de alta sensibilidad y puede
detectar cantidades pequefas de muestras que
tengan una fluorescencia intrinseca intensa, Yy
que son dificiles de detectar mediante el Raman
convencional [10].

Obras de arte pintadas con grana cochinilla
mexicana

De acuerdo con documentos antiguos: bitacoras, cartas,

Victoria & Albert Museum V&A: 587-1892. En esta pintura se sugiere que
se usé grana mexicana por el detalle de la capa de terciopelo, color y la
fecha de elaboracion.

diarios de autores, reglamentos de tefido y sobre todo
a las técnicas arriba mencionadas, se sabe que pinturas
de Joachim Beuckelaer, ‘Four elements’ (1569); Paolo
Veronese, ‘The adoration of the Kings’ (1573) (Figura
2). El autoretrato de Rembrandt ‘Self portrait at the age
of 63’ (1669); por mencionar algunos artistas, donde el
carmin mexicano fue uno de los pigmentos empleados
en dichas obras de arte [7].

los renombrados violines
Stradivarius, el afamado luthier italiano Antonius
Stradivarius (1644 — 1773) que deliberadamente
aplicaba cochinilla sobre las diferentes lacas usadas
convencionalmente en la manufactura de violines como

También fue usado en

———
50 pym

Figura 3. Vista de corte transversal del barniz del violin Stradivarius
“Provigny”, bajo iluminacién de 450-490 nm. Desde abajo: células de
madera, la capa inferior (material escasamente coloreado impregnando
en las células de la madera), la capa superior tenida.

shellac, palo de Brasil, etc. [4] (Figura 3).

De igual manera el pintor francés postimpresionista
Paul Cézanne (1839 — 1922) considerado el padre de la
pintura moderna, Wislow Homer (1836 — 1929) pintor
naturalista americano, Pierre August Renoir (1841 —
1991) pintor francés impresionista, Vincent van Gogh




quien en su auto-retrato mezclé carmin con otros
colores para dar ese tono estridente a sus pinturas
y Herni Matisse (1896 — 1954) uno de los mas
reconocidos pintores en el arte moderno también uso
carmin mexicano para sus reconocidas obras [4, 10].

En el continente asiatico, la grana cochinilla no fue muy
empleada, para los tonos rojos o magentas usaban el
azafran. En Japén, a la caida del régimen feudal hubo
diversos cambios y la apertura al mercado extranjero,
por lo que el uso de cochinilla se reporta a partir de
1873 con las pinturas de Toyohara Kunichika [I1]
(Figura 4).

Aplicacion en la industria alimentaria,

farmacéutica y cosmética

Este colorante es una antraquinona y se puede decir
que posee las mejores propiedades tecnoldgicas en
comparacién con otros colorantes naturales. Este
pigmento es soluble en agua, alcohol, soluciones
acidas o alcalinas y su color varia del anaranjado hasta
el purpura dependiendo del pH. Debido a sus grupos
carbonilo e hidroxilo, el acido carminico puede unirse
con metales formando asi lacas que presentan mayor
estabilidad.

Los alimentos a los que se le adiciona presentan un color
rojo muy agradable, utilizandose en conservas vegetales
y mermeladas (hasta 100 mg kg'), helados, productos
carnicos (embutidos y tefido de tripas) y lacteos como
quesos, mantequillas y yogurt, (20 mg kg"' de producto)
y bebidas alcohdlicas como no alcohdlicas. Posee la
clasificacion FD&C por la Administracién de Drogas y

BELLA EDAD
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EMPRESA 100% POBLANA
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Alimentos (FDA) de los Estados Unidos y en la lista de
aditivos de la Unién Europea dentro los parametros de
toxicidad permitida (Ingesta Diaria Admitida, IDA). Este
colorante es un sustituto adecuado para los colorantes
artificiales como el rojo 40 (con posibles riesgos a la
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‘Ichikawa Danjuro IX as Yano Negoro’, 1898. Derecha: 24 Paragons of
the Meiji Restoration’, 1877.

salud).

En laindustria farmacéutica, se empleaen la preparacién
de grageas y tabletas. En solucién alcalina se utiliza en
pastas dentifricas y enjuagues bucales. En la industria
cosmética, se elaboran lapices labiales, polvos faciales,
lapices para los ojos, entre otros. Esta industria sélo
acepta el carmin de alta pureza que cubra sus patrones
o estandares de calidad y color. Ademas, es el Unico
colorante aprobado por la US-FDA para su uso en la
zona de los ojos [12, 13].
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Produccion actual de grana cochinilla

La demanda estimada mundial de cochinilla y sus
productos derivados se acercaa |, 100 toneladas al afio.
Siendo Per el principal exportador a nivel mundial con
una participacion en el mercado internacional cercano
al 85%. Existe un mercado potencial a nivel nacional
e internacional constituido por Estados Unidos,
Alemania, Bélgica, Japén, Francia, Reino Unido,
Holanda, Suecia, entre otros, que requieren de la grana
cochinilla y que no cuentan con una oferta regular. El
mercado se rige por los precios de salida del Perd.
La grana seca presenta precios con fluctuaciones: ha
llegado a alcanzar hasta 100 ddlares por kilogramo y en
algunas épocas puede descender hasta 20 délares. Si el
mercado esta orientado a grandes voliumenes se puede
colocar desde 40 ddlares por kg (actualmente oscila en
US $59.11 por kg) En la actualidad en México se esta
impulsando este cultivo que durante la colonia fue una
de las principales fuentes de ingreso, sélo superada por
metales preciosos como el oro y la plata [14, 15].

Uno de los modelos productivos de crianza de la grana
que actualmente ha tenido éxito es el desarrollado por
la empresa Campo Carmin S.PR. de R.L., este modelo
es una alternativa econémicamente viable y que cuenta
con el potencial de mejorar las condiciones de vida de
trabajadores locales, especialmente para las mujeres,
en virtud de ser una actividad productiva altamente
generadora de ocupaciones e ingresos y que requiere
mano de obra calificada para potenciar sus ventajas
competitivas, ademas, éste modelo funciona en suelos
con baja fertilidad.

El modelo contempla la produccién de grana bajo
condiciones de invernadero facilitando el control de
factores que puedan limitar la produccién de grana tales
como temperatura, luminosidad, humedad relativa,
viento y proteccién a plagas y enfermedades. Se han
establecido las caracteristicas de los invernaderos
y los accesorios necesarios para el cultivo, la técnica
para la plantacion del nopal, se conocen las variedades
de nopal que ofrecen mejores resultados en campo,
el tamano del cladodio y su resistencia a plagas y
enfermedades (Figura 5). Respecto a la produccién de
grana nos muestra los procesos de infestacion, métodos
y técnicas para el control de plagas y enfermedades
y proceso de cosecha, manejo de ciclos productivos
en el ano; secado y empacado del producto para su

comercializacién. Con el desarrollo de éste modelo, se
puede contribuir a la generacion de empleos, mediante
el apoyo a la creacién y consolidacion de proyectos
productivos que contribuiran a la equidad de género en
el campo mexicano, donde hombres y mujeres pueden
trabajar en un proyecto con potencial para ser exitoso

[13].

Figura 5. Produccién intensiva de grana cochinilla en condiciones de
invernadero (fotografias proporcionadas por Campo Carmin S.PR. de
R.L).

La grana como producto de interés comercial se
encuentra en una etapa de crecimiento. Como actividad
agricola, su cultivo es prometedor y factible debido a
la demanda en el mercado internacional. Ademas, la
grana cultivada en otros paises no posee la calidad de la
grana que se cultiva en México.
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Resumen

Los anticuerpos son los elementos biolégicos de
reconocimiento por excelencia, su uso va desde la separacién
de componentes hasta la deteccién como biosensores. Sin
embargo la aplicacién a nivel industrial y médico de los
anticuerpos presenta varios problemas, por ejemplo las
inmunoglobulinas son moléculas de aproximadamente |50
kDa, lo cual limita su penetracién celular y por ende su uso
terapéutico; el plegado de las inmunoglobulinas se compone
de cuatro polipéptidos que estan unidos por enlaces
disulfuro y ademas se encuentran glicosilados, por lo tanto
requieren la expresién en células eucariotas.

La ingenieria de proteinas busca el cambio u optimizacién
de la funcién. Con el crecimiento de las bases de datos
que contienen informacién estructural de proteinas, la
mayoria de trabajos en este campo se han enfocado en
cémo la estructura determina la funcién. La idea de generar
proteinas con capacidades de unién novedosas en base
al diseno racional o dirigido con el fin de reemplazar las
proteinas de la familia de las inmunoglobulinas o anticuerpos
surgieron a finales de los afos 90s. El objetivo de sustituir
a los anticuerpos como moléculas de reconocimiento, por
proteinas globulares es debido a diversas ventajas. Por

ejemplo, los andamios proteicos son proteinas globulares
resistentes a la desnaturalizacién térmica y proteolitica,
capaces expresarse en bacteria. Los andamios proteicos
deben ser robustos en cuanto a la insercién de diversos
polipéptidos sin disminuir la estabilidad general y sin alterar
el plegado de la proteina. Ejemplos de proteinas usadas
como andamios para el disefio de “anticuerpos sintéticos”
son muy variables y e continuo crecimiento de secuencias de
proteinas por técnicas de secuenciacién masiva permite el
obtener nuevos candidatos para ser usados como andamios
proteicos.

Palabras Clave: Biosensor, Andamio proteico, Ingenieria
de proteinas

Abstract

Antibodies are biological recognition elements par
excellence, since its use is the separation of components
to detection as biosensors. However the application
in manufacturing and medical antibody presents
several problems, for instance immunoglobulins are
macromolecules of approximately 150 kDa, which
limits its cell penetration and therefore its therapeutic
use.




The immunoglobulin fold consists of four polypeptides
linked by disulfide bonds, they are glycosylated and
therefore require expression in eukaryotic cells.

Protein engineering seeks change or optimization of
their function. With the growth of databases containing
protein structural information, most work in this
field have focused on how the structure determines
function. The idea of generating proteins with novel
binding capabilities based on rational design or directed
in order to replace family proteins or immunoglobulin
antibody emerged in the late 90s. The aim of replacing
antibodies as recognition molecules for globular
proteins is due to several advantages. For example,
protein scaffolds are resistant to thermal denaturation
and proteolytic resistant globular proteins expressed in
bacteria can be used. Protein scaffolds must be robust
to allow the inclusion of various polypeptides without
diminishing the overall stability without altering the
folding of the protein. Examples of proteins used
as scaffolds for the design of “ synthetic antibodies “
are highly variable and e continued growth of protein
sequences by massive sequencing techniques allows to
obtain new candidates for use as protein scaffolds.

Introduccion

Los anticuerpos son proteinas producidas por células
del sistema inmune de los vertebrados en respuesta
a una invasién de materiales extrafos conocidos
como antigenos. Los anticuerpos nos defienden de
infecciones mediante su unién a toxinas, virus, bacterias
o parasitos, inactivandolos de esta manera. La extrema
especificidad mostrada por los anticuerpos hacia el
antigeno correspondiente, la sencillez de la reaccion
antigeno-anticuerpo Y la facilidad para detectar dicha
reacciéon o los productos de la misma, han hecho de
los anticuerpos herramientas ideales para el trabajo de
rutina y de investigacion en el area quimico-biolégica
y han sido el modelo de las proteinas de unién con
especificidades deseadas que puede ser de tipo
nanomolar. En 1977 se resolvié la estructura de la
primera inmunoglobulina humana completa (Silverton
et al., 1977) y estudios posteriores han elucidado que
el angulo entre los ejes de los fragmentos de unién al
antigenoesde | 15°, produciendo unamoléculaenforma
de Y distorsionada (Harris et al., 1998). Comparando
esta estructura con la de otra inmunoglobulina (Harris
et al., 1995) se observé que el anticuerpo actia como
una bisagra que permite cierta flexibilidad (Fig. I).

Anticuerpos como biosensores

Un biosensor incorpora un componente de
reconocimiento biolégico como el elemento funcional
clave y un transductor que convierte la senal bioldgica
en otra senal (facilmente medible y cuantificable) y un
dispositivo que permite la visualizacién de la sefal o
lectura (Turner, 2000), (Fig. 2).

Figura |. Estructura de una inmunoglobulina humana completa Las
cadenas pesadas se encuentran coloreadas de color azul y rojo,
mientras que las cadenas ligeras de color naranja y verde. La region de
reconocimiento a una molécula se encuentra en la cadena ligera. El
plegado tipo inmunoglobulina se caracteriza por poseer una estructura
cuya topologia es semejante a un sandwich formado por 2 hojas 8
antiparalelas generalmente estabilizadas por puentes disulfuro.

Senial transducida,

Y Y=Y Y

f — Transductor electronico L Transductor electronico

Figura 2. Esquema de los elementos de un biosensor. Las estructuras
en forma de “Y” representan el elemento bioldgico dedicado al
reconocimiento de la sustancia de interés, el analito. Una vez que el
analito ha sido captado por el elemento biolégico, este evento provoca
un cambio en la sefial tranducida que es enviada a al dispositivo de lectura.

El ejemplo mas comun del biosensor es el que permite
la cuantificacién de la glucosa por medio de la enzima
glucosa oxidasa en pacientes diabéticos (Yoo and Lee,
2010).



La importancia de determinar la presencia de proteinas
por medio de biosensores es debido a que son la dltima
fase de la expresiéon de un genoma y por lo tanto son
los biomarcadores ideales. Por ejemplo, en la reciente
epidemia de influenza en el pais, fue relativamente
sencillo el determinar a un individuo enfermo dado la
presencia de acidos nucleicos del virus por medio de
reacciones enzimaticas como la reaccién en polimerasa
en cadena. Sin embargo, estas tecnologias requieren de
horas o dias (generalmente criticas en la efectividad del
tratamiento) para proporcionar un dato que nos lleve
a asegurarnos que un paciente es en verdad portador
del virus y son muy susceptibles a la contaminacién.
Una de las alternativas a estos métodos, es el uso
de sensores de proteinas como los anticuerpos. En
la actualidad el uso de anticuerpos como método
de deteccién es limitado, sin embargo existen en el
mercado biosensores que permiten determinar la
presencia de VIH-1, SARS, Listeria monocytogenesis,
Bacillus anthracis y aflatoxinas (Byrne et al., 2013;
Encarnacao et al., 2007).

Ingenieria de proteinas para aplicaciones
biotecnologicas basadas en el reconocimiento
proteico

La ingenieria de proteinas ha evolucionado durante
mas de 3 décadas, con importantes aplicaciones en la
medicina y la industria. A pesar de que los anticuerpos
son las moléculas ideales para reconocer proteinas,
éstos tienen severas deficiencias, entre las que se
incluyen que no se expresan de forma adecuada en
bacteria, son termolabiles, su plegado depende de la
formacion de puentes disulfuroy su costo de produccion
es extremadamente alto. La tecnologia usada para
generar anticuerpos por medio de hibridomas ha sido
desplazada por el uso de técnicas de biologia molecular
y despliegue de fagos, sin embargo el uso de anticuerpos
en el diagnéstico médico se encuentra rezagado por
la dificultad de trabajar con proteinas de alto peso
molecular y que requieren sistemas de expresion y
purificacién extenuantes. A pesar de lo anterior, existen
ejemplos de anticuerpos como biosensores capaces de
reconocer proteinas involucradas en cancer de mamay
de ovario (Diaconu et al., 201 3) ya sea por medio de la
cuantificacion del antigeno especifico total de préstata
o proteinas sobre expresadas en cancer (Reddy et al.,
2012). Estudios clinicos indican que los epitopes mas
importantes para el diagnostico del cancer de mamason
la chaperona Hspé60, la proteina p53, MDM2, anexina V

y la ubiquitina. Estudios de proteémica han identificado
que un juego que comprende entre 7 a 3| proteinas
son mayoritariamente identificadas en pacientes con
cancer de mama. Sin embargo solamente 4 de estas
proteinas se encuentran sobre-expresadas en todos
los pacientes. Estas son: el receptor de estrégeno,
receptor de progesterona, ERBB2, y p53 (Bertucci et
al., 2006). La deteccién de biomarcadores proteicos
por “aptameros peptidicos” o “moédulos proteicos”
tiene el potencial de remplazar al uso de anticuerpos
en el diagndstico de enfermedades como el cancer.
Las proteinas se componen de multiples dominios o
moddulos y en la evolucion estos se intercambian para
dar lugar a proteinas con nuevas funciones. En este
sentido los moédulos proteicos pueden concebirse no
como un ladrillo sino como una pared prefabricadaen la
construccion de una casa. El uso de estos adaptadores
depende del correcto plegado del mismo y del péptido
fusionado. La identificacién de los andamios proteicos
para presentar péptidos in vivo con el fin de retener
su actividad biolégica, han sido el foco de mucha
investigacion en los ultimos anos.

El concepto clave para que una proteina pueda servir
como andamio proteico es que sea estable, presente
asas expuestas y sea facil de expresar y purificar.
Ejemplos como tioredoxina, anticalina, inhibidores de
proteasa, los dedos de zinc, el modulo de unién de
carbohidratos de xilanasas, inhibidores de sintetasas de
oxido nitrico, entre otros (Brown et al., 2010; Skerra,
2007, 2008; Souriau et al., 2005) o proteinas disehadas
por métodos computacionales (Desmet et al., 2014)
han sido utilizadas con éxito (Fig. 3).

anticalina

tioredoxin

Inhibidor de tripisina

Figura 3. Ejemplos de estructuras que han sido utilizadas como andamios
proteicos: tioredoxina, inhibidor de tripsina y anticalina. Todas estas
proteinas tienen en comin la presencia de asas en las cuales se puede
introducir una nueva secuencia polipeptidica, una alta estabilidad térmica
y un bajo peso molecular (entre |1 y 25 kDa)
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En ese caso el concepto del andamio proteico es el
de introducir la secuencia peptidica a las asas de cada
proteina y esperar que esta nueva secuencia peptidica
adopte un plegado correcto.

Busqueda en la naturaleza de nuevos plegados
para mimetizar anticuerpos

El plegado tipo inmunoglobulina es uno de los motivos
estructurales mas comunes en la naturaleza. Este
plegado se caracteriza por estar constituido por 2 hojas
B formadas por 7 hebras (3 antiparalelas, aunque en
algunas proteinas existen hasta 3 hebras extra, las cuales
se pliegan en torno a un nucleo central (Bork, Holmetal.
1994). Proteinas con plegado de tipo inmunoglobulina
se encuentran en numerosas proteinas que no son
anticuerpos. Por ejemplo, en la proteina externa de
membrana de insectos de Leptospira (LigB) (Mei et al.,

\

Proteina externa de
membrana de Leptospira

NL 72N
Inhibidor de proteasa de cisteina
de la familia MEROPS 142

Dominio tipo Ill de
fibronectina

Figura 4. Ejemplos de proteinas con plegamiento tipo inmunoglobulina,
mostrando las 2 hojas 3 antiparalelas del plegado. Con flechas se indican
posibles zonas de introduccién de péptidos para servir como sitios de
unién.

2015), el dominio tipo lll de la fibronectina humana
(Batori et al., 2002) y los inhibidores de proteasas de
cisteina de la familia MEROPS 42 (Casados-Vazquez et
al,, 201 1) entre muchos otros (Fig. 4).

El plegado de inhibidores de proteasas de cisteina
de tipo chagasina es un plegado estable a la
desnaturalizacion que permite la introduccion de tres
epitopes entre los conectores denominados asas DE,
BC y FG. Sorprendentemente este inhibidor presenta
una estructura simétrica, lo cual es Unico con respecto
a otros inhibidores de la misma familia o de familias
distintas que presentan 7 en lugar de 8 laminas beta,
lo cual presentaria una ventaja para la estabilidad de la
proteina al introducir péptidos quiméricos.

Conclusiones

La mejor practica para generar nuevas proteinas
de unién que mimeticen anticuerpos es el uso de
andamios proteicos novedosos, que ademas sean

robustos, versatiles y que tengan un gran potencial
en su uso biotecnolégico asi como terapéutico. Los
andamios proteicos modificados ofrecen un potencial
uso como sensores moleculares. Las nuevas secuencias
de proteinas que se encuentran disponibles dia a dia en
las crecientes bases de datos permitiran el uso y disefio
de nuevos andamios proteicos.

Agradecimientos

El presente trabajo fue financiado por el proyecto
“Productos de Valor Biotecnolégicoy Biomédico a partir
de Proteinas Modulares” de la convocatoria “Ciencia
y Tecnologia para la Capital del Conocimiento 2012:
Programa Ciudad Saludable” (ICYTDF PICSA12-092).

Referencias

Batori, V., Koide, A., Koide, S., 2002. Exploring the potential
of the monobody scaffold: effects of loop elongation on the
stability of a fibronectin type Ill domain. Protein Eng |5,
[015-1020.

Bertucci, F, Birnbaum, D., Goncalves, A., 2006. Proteomics
of breast cancer: principles and potential clinical applications.
Mol Cell Proteomics 5, 1772-1786.

Brown, C.., Dastidar, S.G., See, H.Y,, Coomber, D.W.,
Ortiz-Lombardia, M., Verma, C., Lane, D.P, 2010. Rational
design and biophysical characterization of thioredoxin-
based aptamers: insights into peptide grafting. ] Mol Biol
395, 871-883.

Byrne, H., Conroy, PJ., Whisstock, ].C., O’Kennedy, R].,
2013. A tale of two specificities: bispecific antibodies for
therapeutic and diagnostic applications. Trends Biotechnol
31, 621-632.

Casados-Vazquez, L.E., Lara-Gonzalez, S., Brieba, L.G,,
201 1. Crystal structure of the cysteine protease inhibitor
2 from Entamoeba histolytica: functional convergence of a
common protein fold. Gene 471, 45-52.

Desmet, J., Verstraete, K., Bloch, Y., Lorent, E., Wen, Y.,
Devreese, B., Vandenbroucke, K., Loverix, S., Hettmann,
T, Deroo, S., Somers, K., Henderikx, P, Lasters, |., Savvides,
S.N., 2014. Structural basis of IL-23 antagonism by an
Alphabody protein scaffold. Nat Commun 5, 5237.

Diaconu, |., Cristea, C., Harceaga, V., Marrazza, G,
Berindan-Neagoe, |., Sandulescu, R., 201 3. Electrochemical
immunosensors in breast and ovarian cancer. Clin Chim
Acta 425, 128-138.

Encarnacao, J.M., Rosa, L., Rodrigues, R., Pedro, L., da
Silva, FA., Goncalves, ]., Ferreira, G.N., 2007. Piezoelectric
biosensors for biorecognition analysis: application to the
kinetic study of HIV-1 Vif protein binding to recombinant
antibodies. ] Biotechnol 132, 142-148.

Harris, L.)., Skaletsky, E., McPherson, A., 1995. Crystallization
of intact monoclonal antibodies. Proteins 23, 285-289.



Harris, L.., Skaletsky, E., McPherson, A., 1998.
Crystallographic structure of an intact IgGl monoclonal
antibody. ] Mol Biol 275, 861-872.

Mei, S., Zhang, J., Zhang, X., Tu, X., 2015. Solution structure
of a bacterial immunoglobulin-like domain of the outer
membrane protein (LigB) from Leptospira. Proteins 83,
195-200.

Reddy, PJ., Sadhu, S., Ray, S., Srivastava, S., 2012. Cancer
biomarker detection by surface plasmon resonance
biosensors. Clin Lab Med 32, 47-72.

Silverton, E.W., Navia, M.A., Davies, D.R., 1977. Three-

dimensional structure of an intact human immunoglobulin.
Proc Natl Acad Sci U S A 74, 5140-5144.

CIENTIFICA
NOVUS Anticuerpos, Lisados, Peptidos, RNA,
@alowcm.ﬁ. marcadores, Proteinas y Kits

oy § Rapa0iTh T s Doty

Microarreglos de Anticuerpos y Proteings

(R RayBiotech,Inc. Peptidos, EA Y Kits de Elisa

the protein array pioneer company

Material de Plastico, Caias de cultivo
celular, multiplacas y cristalerfa Pirex

CORNING

GOLDBIO,COM Reactivos, antivioticos, enzimas,

"t @ey  factores de crecimiento, cromatografia
Reactivos para biologia molecular
electroforesis, medios de cultivo
SCIENTIFIC

NN\

Skerra, A., 2007. Anticalins as alternative binding proteins
for therapeutic use. Curr Opin Mol Ther 9, 336-344.

Skerra, A., 2008. Alternative binding proteins: anticalins
- harnessing the structural plasticity of the lipocalin ligand
pocket to engineer novel binding activities. FEBS | 275,
2677-2683.

Souriau, C., Chiche, L., Irving, R., Hudson, P, 2005. New
binding specificities derived from Min-23, a small cystine-
stabilized peptidic scaffold. Biochemistry 44, 7143-7155.
Turner, A.P, 2000. Tech.Sight. Biochemistry. Biosensors--
sense and sensitivity. Science 290, 1315-1317.

Yoo, E.H., Lee, S.Y., 2010. Glucose biosensors: an overview
of use in clinical practice. Sensors (Basel) 10, 4558-4576.

Cientifica Senna SA. de CV. ofrece soluciones para la investigacion cientifica, nuestra
compafiia ofrece productos de marcas con renombre internacional, como Sore

Lineas celulares, bacterias, cepas de

ATCC Referencia, SUeros y medios de cultvo

\-L)"’" Anticuerpos para detectar actinay

creaiie proteinas, proteinas motoras
Medios de Cultivo, suplementos,

ce | | gro° buffers, antibidticos, Suero fetal

Extraccion de &cidos nucleicos, medios de
cultivo, enzimas, reactivos

" Cosio

~ Para mayor informacion de productos o marcas que ofrecemos

favor de comunicarse a: Tel: (55) 5740-2603
info{@cientificasenna.com  www.cientificasenna.com




5

Higareda-de Sales L.G.'3, Ramirez-Cervantes F)?. Razo-lbarra F?, Milian-Suazo F', Aguilar-

Tipacamu G.!, Herrera-Rodriguez S.E.}
(1) Maestria en Salud y Produccion Animal Sustentable. Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Auténoma de
Querétaro. Av. de las Ciencias S/no. Juriquilla, Querétaro. luishigareda@hotmail.com
(2) Region Sanitaria lll Altos Sur, Secretaria de Salud Jalisco; Av. Jacarandas No. 1568, Tepatitlan de Morelos, Jalisco.
3) Area de Biotecnologia Médica y Farmacéutica, Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco A.C. Av. Normalistas No. 800 Col. Colinas de la Normal, Guadalajara, Jalisco México. Tel. (33) 33-45-52-00 ext. 1431
E-mail: sherrera@ciatej.mx

Resumen

La prevalencia de Tuberculosis Zoondtica (TBz) por
Mycobacterium bovis en regiones endémicas de
Tuberculosis Bovina (TBb) es desconocida. Existen estudios
que relacionan a la TBz con presentaciéon extra pulmonar
(TBEP), sin embargo, existen reportes de que M. bovis
es capaz de causar también la TB pulmonar. En este
trabajo se realizé un estudio retrospectivo de los casos de
tuberculosis humana en la Regién Sanitaria Ill, Altos Sur de
Jalisco, considerada zona endémica de TB en el ganado, con
la finalidad de evaluar la posible participacién de M. bovis. Se
analizaron 120 casos reportados en el periodo 2010-2013.
La tasa de casos fue de 5.9 por cada 100,000 habitantes, la
frecuencia de TBEP fue del 56.6%. La proporcién de casos
de TBEP fue mayor en personas de 19 a 60 anos. Y fue
el Unico tipo de presentacion en personas de 0 a |8 afos.
Aunque no se pudo confirmar la presencia de M. bovis dado
que no se tuvo acceso a las muestras biolégicas, se sospecha
la participacién de M. bovis en los casos de TB humana en
esta zona endémica de TB en el ganado.

Palabras clave: Tuberculosis Zoonédtica, Mycobacterium
bovis, tuberculosis extra pulmonar

Abstracts

The Prevalence of zoonotic tuberculosis (TBz) caused by
Mycobacterium bovis is still unknown in regions where the
bovine tuberculosis (TBb) is endemic. Some studies have
related clinical presentation of extra pulmonary tuberculosis
(TBEP) with TBz. In the present study, the aim was to
quantify the possible participation of M. bovis in cases of
human tuberculosis in a set of cases of tuberculosis reported
in humans in the Southern Health Region Ill of Los Altos
of Jalisco. This region was selected due to the prevalence
of bovine tuberculosis (>16%). From the total of cases
reported between 2010 to 2013 (n=120), the rate of
tuberculosis was 5.9 cases per 100,000 inhabitants. The rate
of TBEP (56.6%), was higher than pulmonary tuberculosis
(43.4%), suggesting the participation of Mycobacterium
bovis. According to age, the highest proportion of TBEP was
in ages between 19 and 60 years old. TBEP was the only
type of tuberculosis in ages between 0 to 18 years. It was
no possible to confirm the participation of M. bovis in the
TB cases because the biological samples were no available,




however, the high number of cases of TBEP suggest
that this pathogen may be involved.

Keywords: Zoonotic tuberculosis, Mycobacterium
bovis, extra pulmonary tuberculosis

Introduccion

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas
que aquejan a la humanidad, y es probable que también
a los animales domésticos. Los sintomas causados por
la TB en ambas especies son
similares, por lo que originalmente
se crefa eran causadas por el
mismo agente etioldgico, con el
paso del tiempo se comprobd
que eran dos agentes diferentes; 7°
Mycobacterium tuberculosis &0
(humanos) y Mycobacterium 5o
bovis (bovinos). Se hademostrado 4o
que las lesiones recuperadas 3o
de bovinos son capaces de
causar enfermedad en los
humanos. [1,2,3] Se estima que
la tuberculosis es la tercera causa
de muertes en el mundo debido
a una enfermedad infecciosa
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elevada de G+C (aproximadamente 65 %), y poseen
una secuencia idéntica de la subunidad 16S del ARNr
[9, 10,I1]. La diferenciacién de estas especies se
realiza mediante caracteristicas fenotipicas, pruebas
bioquimicas y propiedades de sus cultivos [12]; sin
embargo, estas caracteristicas fenotipicas no permiten
la diferenciacién de especies de manera rapida y
precisa, por lo que actualmente se utilizan técnicas de
biologia molecular [9, 13, 14, 15y 16]. Mycobacterium

Proporcién de tipos de tuberculosis

56% (68)

44% (52)
= TREP

ETBP

% de Casos de TB

Porcentaje de casos de tipo tuberculosis en la regién de los Altos Jalisco 2010-2013, se observa

una proporcién de tuberculosis extra pulmonar mayor a la reportada por la Secretaria de Salud a

de acuerdo a la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), y la
combinacién Tuberculosis-Sida es
la primera causa de muerte [4,5].

Este conocimiento llevé a los paises industrializados
a implantar medidas para evitar la trasmisiéon de la
tuberculosis bovina al humano e implementaron
medidas para el control de la infeccién en el ganado
[5,8]. Mycobacterium bovis, el causante de la
tuberculosis bovina: y el segundo agente causal de la
tuberculosis en humanos[3,4]. Existen estudios que
reportan el aislamiento de Mycobacterium bovis en
pacientes humanos, donde causan la enfermedad
conocida como “tuberculosis zoonética” (TBz),
asociada con una presentacién extrapulmonar, aunque
las lesiones se puede desarrollar en cualquier otro
o6rgano, incluidos los pulmones [3,4,7]. La prevalencia
de la TBz en paises en vias de desarrollo no se conoce
con precision, algunos reportes en México mencionan
del 61% hasta un 75 % de los casos de tuberculosis
extra pulmonar es causada por M. bovis [4, 6].

M. bovis y M. tuberculosis presentan una homologia
del 99.95 % en su genoma, tienen una proporcién

nivel nacional, se sospecha de la asociacién de este tipo de tuberculosis con altas prevalencias de
tuberculosis bovina de la regién de estudio.

bovis es resistente natural a la pirazinamida, farmaco
presente en el tratamiento primario de la tuberculosis
[7, 8, 17 y 18]. Rodwell y colaboradores, en California
EE. UU., encontraron a Mycobacterium bovis asociado
a casos de TB en menores de edad de origen hispano y
asociado al consumo de productos lacteos [17]

En México tampoco se conoce con precisién los casos
de TB humana causada por M. bovis, en especial
porque no se realiza diagnostico diferencial [4,18].
Algunos estudios han identificado cepas de M. bovis
en muestras biologicas de pacientes humanos con
tuberculosis con la técnica de spoligotyping [4, 6].

Se estima que el 45 % de la leche que se produce en
México no va directamente a plantas de pasteurizacién
[6, 20], lo que representa un riesgo constante de
infeccién, la cual es mayor en regiones donde la
prevalencia de la tuberculosis en el ganado es alta [I,
3, 6, 19, 20]. Por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la posible participacién de M. bovis
en infecciones de TB en humanos en una regiéon donde
la tuberculosis bovina es endémica.
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Material y Métodos

Se realizd un estudio
transversal para conocer la
frecuencia de tuberculosis -
pulmonar y extra pulmonar
a partir de los expedientes
epidemiolégicos de todos
los casos reportados en la 30
Region Altos Sur del estado 55
de Jalisco para el periodo
2010-2013.

Esta es una regién que se 1o
caracteriza por unidades de
produccién de tipo familiar,
donde el contacto entre
las personas y el ganado es
muy estrecha, ademas, la
prevalencia de la TBb es alta
(>16%) (21). Las variables
que se analizaron fueron:
género, edad, ocupacién,
organo afectado y técnica
de diagnéstico, con la finalidad de determinar su asociacién
con los casos de tuberculosis.

1-18 afios

Resultados

La tasa de incidencia fue de 5.9 por cada 100,000 habitantes.
La frecuencia de tuberculosis extra pulmonar fue del 56%
(68/120) (Figura I), la frecuencia de linfoadenopatias fue
del 39% (25/68), cominmente conocidas como escréfula
[3]. La TBEP en personas mayores de 20 anos presento
una frecuencia del 74% (50/68), en menores de |8 anos la
frecuencia fue 26% (18/68), donde no se presentaron casos
de TBP

Al analizar ambos tipos de tuberculosis, pulmonar y extra
pulmonar, se observa que el grupo de edad con mayor
frecuencia representa al grupo de personas con edad
econémicamente activa (19 a 60 anos), con un 48%
(58/120), seguido por adultos mayores con un 28% (34/120)
y por ultimo de los menores de |8 afos con 15% (18/120)
(Figura 2). Solo 1.6% (2/120) de los casos de tuberculosis
fue diagnosticado mediante cultivo bacteriano, considerado
la prueba de oro para confirmar que los bacilos pertenecen
al Complejo Mycobacterium tuberculosis.

Discusién

La prevalencia de tuberculosis extra pulmonar en la
regién sanitaria lll Altos Sur de Jalisco (56%), es superior
a la reportada en otras regiones del pais, 31% y 25% en
Querétaro y Jalisco respectivamente [4,6], lo que pudiera
indicar una asociacion mayor con Mycobacterium bovis,

B TBEP Extrapulmonar

Distrubucion de Tuberculosis

por grupos de edades

19-60 afios 61-90 afios

B TBP Pulmonar

Casos de Tuberculosis por grupo de edad del paciente en un estudio retrospectivo en la regién de los Altos
de Jalisco entre 2010 y 2013. Se observa la mayor proporcién de casos en el grupo de edad de 19 a 69 afios,
la cual es considerada como poblacién economicamente activa.

debido a la presencia de tuberculosis bovina en hatos
ganaderos manejados por los miembros de la familia. Por
lo tanto, las probabilidades del consumo de leche bronca
y quesos frescos elaborados con leche sin pasteurizar, son
mayores [3,4, 7].

Sin embargo, al no tener certeza del agente etioldgico en
los casos de tuberculosis extra pulmonar, es necesario
implementar el diagndstico diferencial de todos los casos de
tuberculosis en la regién para comprobar la participacion
de M. bovis, donde se debe considerar tanto los casos de
tuberculosis pulmonar como extrapulmonar, la cual tiende a
ser mas dificil de diagnosticar por el médico clinico, debido
a su presentacién atipica y compatible con sintomas de otras
enfermedades [4,7].

Por esta razén es pertinente establecer de manera rutinaria
mediante la técnica PCR el diagndstico diferencial de
pacientes que provengan de regiones con exposicién
al Mycobacterium bovis, para identificar el agente
etiolégico y poder realizar el diagnéstico preciso en los
estratos poblacionales afectados, cuantificar los beneficios
econémicos y determinar las acciones correspondientes
a mejorar la salud pulblica a partir de los hallazgos para
disminuir el riesgo de enfermar y morir.
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