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RESUMEN

Concepcién Meigoza Castillo Fecha de Graduacién: Agosto, 1998
Universidad Autdbnoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina
Titulo del Estudio: EFECTO DE LA RADIACION DE LAS MICROONDAS DE
2 450 MHz SOBRE LA VIABILIDAD, ULTRAESTRUCTURA
Y ACTIVIDAD ENZIMATICA EN Candida albicans
Namero de paginas: 55 Candidato para el grado de Maestro en
Ciencias con especialidad en
Microbiologia Médica
Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método del Estudio:

El presente trabajo se realiz6 para estudiar el efecto de la radiacién de fas microondas de 2 450
MHz sobre la viabilidad, ultraestructura y actividad enzimatica en Candida albicans. Se
realizaron experimentos, exponiendo las células de levadura, suspendidas en el medio de cultivo
a diferentes tiempos de radiacién de las microondas. Grupos de tubos fueron radiados por 15,
30, 45 y 60 s. Posteriormente se realizaron cuentas de células viables. Muestras controles y
radiadas se procesaron para microscopia electronica. Por medio de meétodos
espectrofotométricos, se determiné la actividad especifica de las enzimas catalasa, fumarasa y
lactato deshidrogenasa (LDH}.

Contribuciones y Conclusiones:

Los resultados obtenidos indican la pérdida rapida de la viabilidad de la levadura, siendo las
proteinas el principal blanco de |a radiacién. Este dafio se traduce como la disminucion de la
actividad enzimatica y la coagulacion citoplasmica, y ofrece apoyo para el entendimiento de los
mecanismos de la muerte en células de levadura y posiblemente para otros tipos de células
eucaridticas por medio de la radiacion de baja energia.
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CAPITULO UNO

INTRODUCCION

El espectro electromagnético esta constituido por un gran nimero de
franjas o bandas de manifestacion de la energia, que se interrelacionan por su
frecuencia y longitud de onda (Figura 1). Cada una de ellas posee una carga
de energia que esta regida por la ecuacién de Maxwell, la cual relaciona

electricidad y magnetismo'.

Las ondas de radio, televisidn, radar, infrarrojo, visible, ultravioleta,
rayos X, y rayos gamma son ejemplos de las ondas del espectro
electromagnético. El espectro visible representa solo una pequena parte del
espectro electromagnético. Las ondas pueden ser clasificadas de acuerdo a su
frecuencia o alternativamente a su longitud de onda o energia. En el vacio las
ondas electromagnéticas tienen la misma velocidad que las de la luz
c= 299 792 458 m/s®,

Las microondas estan ubicadas entre |las bandas usadas en la radio y
las ondas infrarrojas (Figura 2). Si las ondas electromagnéticas viajan en el
espacio la relacion entre la frecuencia ( )y la magnitud de onda ( A )esta dada
por la ecuacién f x A = ¢, donde ¢ es igual a la velocidad de la luz. De esta

ecuacion se nota que la frecuencia y la longitud de onda son inversamente
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Fig. 1 Espectro electromagnético

Thuéry. Microwaves 1992

LONGITUD DE ONDA (cm)
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Hornos de micrlondas industriales,
médicos y cientificos.
Fig.2 Banda de las microondas
Boon, Kok. Microwave Cookbook of Pathology 1988



proporcionales. La energia ( E ) de estas ondas es proporcional a la frecuencia
(f), de donde E = h x £, ( h = constante de Planck ) a medida que la frecuencia

aumenta la energia que poseen es mayor °.

El uso de las microondas estd regulado por agencias gubernamentales
ya que se utilizan en radar, equipo de navegacion y equipo de comunicacion.
En los Estados Unidos de América, la Comision Federal de Comunicacion
(FCC) ha asignado dos frecuencias: para la industria, microondas de 915 + 13
MHz y para aparatos cientificos y médicos de 2 450 + 50 MHz. Frecuencias
similares son reguladas en el mundo por la Unién Internacional -de
Comunicaciones *.

En las microondas las frecuencias de 300 a 300,000 MHz (300 MHz a
300 GHz) varian de un metro a un milimetro; la frecuencia mas usada en los
hornas de microondas es de 2 450 MHz (2.45 GHz). Esta radiacion es de
muy baja energia ( menos de 0.00001 electrén-volt ), produce ondas de

12.24 cm (Tabla |) y activa moléculas polares como las del agua®.

En este sistema, energia y radiacion son interdependientes y las
microondas al ser aplicadas hacen rotar a las moléculas polares a gran
velocidad, aproximadamente 2 450 000 000 veces por segundo. Esta vibracién
genera una friccibn en todas las moléculas cercanas, lo cual produce una
elevacion térmica en toda la masa irradiada en forma simultanea en cuestion

de segundos a minutos dependiendo de la potencia aplicada °.

La caracteristica fundamental de las microondas reside en que contienen
un campo eléctrico y un campo magnético perpendiculares entre si. Dado el
efecto oscilatorio del campo eléctrico, las moléculas tenderian a alinearse en
él, dependiendo de su momento dipolar. Las moléculas de agua, por su
estructura tienen un momento dipolar de 6.17 X 10 cm (Figura 3), y tienden a
alinearse con las ondas. Esto se debe a que la posicién de los atomos en la



TABLA |

Longitudes de onda y energia del espectro

Radiacion emitida

Longitud de onda (cm)

Energia de cada cuanto (eV)

Rayos gama
Rayos X

U.V. (alta energia)
U.V. (baja energia)
Luz visible

Luz infrarroja
Microondas
Ondas de radio

1x10 '
1x10°
4x10°
3x10°
5x10°
0.01
12.24
30 000

1240 000
124 000

479

3.1

25

0.012
0.000010
0.000000004

Thuery. Microwaves 1982




molécula la presentan con una distribucion de cargas que semeja un dipolo
eléctrico (Figura 4). Estas moléculas se comportan como antenas, absorbiendo
facilmente energia. Este dipolo en su campo eléctrico de caracter oscilatorio,
como en las microondas, es forzado a rotar. Asi pues todos y cada uno de
estos dipolos constituyen una especie de antena capaz de captar las

microondas’.

Una molécula dipolar sujeta a la acciéon de las microondas, va a rotar
para alinearse en el campo eléctrico. El tiempo necesario para hacerlo, se
llama tiempo de relajacién. Puesto que el campo eléctrico de las microondas es
oscilatorio, los dipolos tenderan a oscilar al cambiar el sentido del campo
eléctrico de las ondas en cada ciclo, de esta manera las sustancias dipolares
(como el agua) absorben energia de las microondas, creando con la oscilacién,
una agitacion molecular que por friccion eleva |la temperatura de las mismas.
Este es el principio fisico que fundamenta el caracter térmico de la radiacion

con microondas @,

Lo importante a considerar aqui, es que [a oscilacién de todas las
moléculas de agua ocurre simultaneamente, generandose calor en toda la
masa irradiada al mismo tiempo. De esta forma se presenta un diferencial
térmico. Cuando se trata de células dicho diferencial debera ocurrir tanto en el
agua extracelular como en el agua intracelular. Este principio es valido también
para una suspensiéon microbiana. Las células microbianas poseen un contenido
citoplasmatico de agua superior al 90%, y ademdas contienen solutos que
determinan presiones osméticas que van desde 5 a 20 atmésferas. La rotacion
de las moléculas de agua intracelular determina que por friccion entre ellas,
ésta se caliente y pueda alcanzar el punto de ebullicién, ocasionando cambios
en las células, que producen la muerte en tiempos muy cortos de exposicién a
fa radiacion con microondas. El agua extracelular simultaneamente ejerce un

efecto similar °.



METANOL 1 5.70 X 107 cm AGUA u 6.17 x 1020 cm

Fig. 3 Moléculas polares y sus momentos dipolares
Boon, Kok. Microwave Cookbook of Pathology 1988

Fig. 4 Molécula de agua
Thuéry. Microwaves 1882



La tecnologia de las microondas ha evolucionado mucho, asi también
sus aplicaciones. En biomedicina, el uso de las microondas se ha aplicado en
la técnica histol6gica, en quimica analitica, asi como en termoterapia *. Su uso
en microbiologia, en los campos de esterilizacién de instrumentos y
dispositivos diversos ha sido escaso y limitado debido a la falta de estudios de
su cinética e interaccién con la vida microbiana, evidenciado lo anterior por la

escasa literatura sobre el tema '*'"*2,

Los hornos de microondas aparecieron con patente americana en 1951,
La aplicacion de las microondas como método de esterilizacién se inicia en la
década de los sesenta . En el campo de la microbiologia, como método de
esterilizacion, se ha utilizado sobre bacterias tanto grampositivas como
gramnegativas , bacterias esporuladas, micobacterias y algunas

levadurag 3141516

Goldblith y Wang, aplicaron las microondas de 2 450 MHz a
suspensiones de Eschenichia coli y esporas de Bacillus subtilis, y encontraron
que las microondas inactivaban el crecimiento de dichos microogranismos.
Ellos concluyeron que la inactivacion era solo debida al efecto térmico de las

microondas 7.

Lechowich y col., evaluaron el efecto de las microondas de 2 450 MHz
sobre Streptococcus faecalis (Enterococcus faecalis) '® y Saccharomyces
cerevisiae, y encontraron disminucién de la viablidad de los microoganismos a
medida que se incrementaba el tiempo de exposicion a las microondas "
También Latimer y Matsen utilizaron las microondas como método de
descontaminacién para bacterias aisladas de laboratorio clinico microbiolégico,
y observaron que la radiacion de las microondas asegura la completa

esterilizacion de organismos cominmente encontrados en especimenes



Log ,, organismos viables/mL

Tiempo (s)

¢ Klebsiella pneumoniae O Pseudomonas aeruginosa
x Enterococcus & Staphylococcus aureus

Fig. 5 Efecto de las microondas en 4 muestras clinicas
Latimer and Matsen.. J. Clin. Microbiol. 1877
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Abara y col. ® han utilizado las microondas en la industria alimenticia
inactivando enzimas, ya que los tratamientos a los cuales se exponen frutas y
vegetales ( 82°C por varios min ), hacen que con frecuencia se pierda su
aroma. Las microondas ofrecen la ventaja de hacer mas cortos los tiempos de

exposicion, ( hasta 60 s ) para lograr el mismo efecto esterilizante.

La candidosis ¥?® es una micosis causada por diversas especies de
levaduras oportunistas dei género Candida, en especial C. albicans. Presenta
una variedad de cuadros clinicos, desde infecciones en mucosas (boca,
vagina, etc.), en piel, ufias y de manera excepcional otros érganos como

pulmones e intestino .

Se han reportado trabajos sobre la utilizacién de las microondas, como
método de esterilizacién, en material dental contaminado con levaduras como
Candida albicans y Saccharomyces, demostrandose que después de 8 y 10 min
de exposicién respectivamente, las levaduras ya no muestran crecimiento®"%
En lentes de contacto suaves, contaminados con Candida albicans, se ha

encontrado que 2 min son suficientes para lograr la descontaminacién ®,

En este trabajo, el interés de estudiar el efecto de las microondas de
2 450 MHz sobre la viabilidad, ultraestructura y actividad enzimatica en
Candida albicans, se debe a que este microorganismo es de gran importancia
médica, ya que es uno de los principales agentes que causan infecciones
intrahospitalarias, en particular en pacientes inmunocomprometidos. La
incidencia de candidosis esta aumentando, siendo una causa Ja contaminacion
con fomites *3% | Ademas del hecho de ser Candida albicans una célula

eucariética.
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar que las radiaciones de microondas de 2 450 MHz afectan la

viabilidad, ultraestructura y actividad enzimatica de Candida albicans

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la cinética de letalidad de Candida albicans expuesta a la

radiacion de las microondas de 2 450 MHz a diferentes tiempos.

2. Analizar la ultraestructura de las células de Candida albicans expuestas y no
expuestas, a |a radiacién de las microondas de 2 450 MHz.

3. Determinar el efecto de |a radiacion de las microondas de 2 450 MHz sobre
la actividad enzimatica de Candida albicans en enzimas marcadoras de

compartimentos celulares: citosol, mitocondria y peroxisoma.

4. Correlacionar los hallazgos morfolégicos con la actividad enzimatica y la

viabilidad celular.
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CAPITULO DOS

MATERIAL Y METODOS

21 MATERIAL

2.1.1. Reactivos.

Los productos quimicos utilizados fueron obtenidos comercialmente de

las siguientes compafias: Productos Quimicos Monterrey, Sigma, Biorad,
Pelco.

2.1.2. Material Biologico.

Levadura Candida albicans cepa HU181.

2.1.3. Equipo.

Incubadora estatica Sartorius

incubadora con agitador mecanico Lab-line Shaking Bath
Horno de microondas Kelvinator

Espectofotometro Perkin-Eimer

Espectrofotometro Spectronic 601 Milton Roy



Centrifuga Sol-Bat

Microcentrifuga Centrifuge 5415 C Eppendorf

Centrifuga con control de temperatura Beckman GPR
Balanza Analitica Sartorius

Microscopio de luz Carl-Zeiss

Ultramicrotomo Ultratome LKB V

Microscopio Electronico de Transmision Carl-Zeiss EM 109
Contador de Colonias Darkfield

2.2 METODOS

2.2.1. Métodos de cultivo

Las células de la levadura Candida albicans se mantienen viables a
través de |la resiembra cada tres meses en viales de agar Dextrosa Saboraud
(Apéndice), y se almacenan a 4°C.

Los cultivos liquidos de C. albicans, se realizaron de la siguiente forma:
se tomd una colonia de la levadura y se inoculd en medio caldo soya
tripticaseina (CST, Apéndice), después se incubd por 12 horas a 30°C,
posteriormente se transfirieron alicuotas del cultivo a medio de propagacién
CST. Los cultives de la levadura se iniciaron en todos los casos con una
turbidez del medio de 0.1 D.O./mL. Todos los cultivos se incubaron a 25°C por
12 hr bajo agitacion constante (20 rpm). Los cultivos se revisaron
periddicamente por microscopia de luz para evaluar la pureza y descartar
contaminacion.

13
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2.2.2. Curva de crecimiento de Candida albicans en un sistema cerrado

Para realizar la curva de crecimiento se inoculé una colonia de la
levadura en medio caldo soya tripticaseina incubando a 30°C por 12 horas, se
determing la turbidez de este cultivo para posteriormente pasar una alicuota al
medio de propagacion en caldo soya tripticaseina, incubando a 25°C bajo
agitacién constante (20 rpm). Los cultivos se iniciaron con una turbidez de 0.1
D.O./mL, se tomaron alicuotas cada hora y se determiné [a densidad dptica a
550 nm. Los resultados obtenidos se graficaron para obtener la curva de
crecimiento de la levadura. La fase logaritmica tardia corresponde al punto del

inicio de la fase estacionaria.

2.2.3. Cinética de Letalidad de Candida albicans Después de la Exposicion a la
Radiacion de las Microondas de 2 450 MHz

Una vez que se determind la fase logaritmica tardia se procedio a
evaluar el efecto de la radiaciéon de las microondas de 2 450 MHz sobre la
viabilidad de la levadura. Se expusieron alicuotas de 5 mL de los cultivos de
Candida albicans a diferentes tiempos: 15, 30, 45 y 60 s, como contrgl se usd
una muestra sin exponer. Posteriormente se realizaron cuentas de células

viables de cada uno de los tiempas de exposicion.

2.2.4. Conteo de Colonias en Placas de Agar

Para el conteo de colonias, de las alicuotas obtenidas después de la
exposicién a la radiacién y del control, se realizaron diluciones seriadas en
solucion salina ésteril. Las diluciones se colocaron en las placas y se
procesaron por medio de Ila técnica de vaciado en placa con agar
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tripticaseina®: Las placas se incubaron a 30°C por 48 hr. Posteriormente se

realizé el conteo de colonias en las placas de agar, en un contador de colonias

2.2.5. Preparacién del Extracto Celular Crudo de Candida albicans.

En un tubo de ensaye se pesaron 400 mg (peso humedo) de células de
C. albicans. Se resuspendieron en amortiguador de fosfato de potasio
(Apéndice) y se mezclaron con 3,5 g de perlas de vidrio. Las células se
trituraron mecanicamente por medio de agitacién en vortex 6 veces por 30 s,
colocando la muestra a 4°C entre cada agitacion durante 10 s. Las células
trituradas se separaron de las perias de vidrio por medio de una jeringa con un
cartucho de ailgodén en el fondo y se centrifugaron a 6000 rpm por 3 min a 4°C.
Las perias de vidrio se lavaron con 0.5 mL del amortiguador de fosfato de
potasio y se centrifugaron de nuevo bajo las condiciones antes mencionadas.
Una vez separadas las células trituradas de las perlas de vidrio se centrifugd
en una microcentrifuga durante 30 s. La fraccion con el sobrenadante
corresponde al extracto celular crudo y contiene las proteinas solubles. En este
extracto celular se determin¢ la actividad de las enzimas: catalasa, fumarasa y

LDH, asi como proteinas totales.

2.2.6. Métodos Analiticos

2.2.6.1. Medicion de la turbiedad del medio de cultivo

La turbiedad del medio de cultivo se determindé a través de su
densidad éptica (D.O./mL). Para esto se tomaron alicuotas de los cultivos de la
levadura y se midié su densidad 6ptica a una longitud de onda de 550 nm en

un espectrofotometro Perkin- Elmer.
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2.2.6.2. Determinacion de |a actividad de Catalasa

La actividad de catalasa se determiné segun el método descrito
por Aebi*®. Este es un método espectrofotométrico basado en la medicién de la
disminucion del peroxido de hidrégeno a 240 nm, pH de 74 y a 25°C
(Apéndice).

2.2.6.3 Determinacion de la actividad de Fumarasa

La actividad de fumarasa se determiné por medio de un método
espectrofotométrico®, basado en la medicion de la formacién del fumarato
a 240 nm, pH 7.4 y a 25°C (Apéndice).

2.2.6 4. Deteminacion de la actividad LDH

La actividad de LDH se determinéd a través de un meétodo
espectrofotomeétrico™, basado en la medicién de la disminucion de la coenzima
NADH a 340 nm, pH 7.0 y a 30°C (Apéndice).

2.2.6.5. Determinacién de protelnas totales

La determinacién de proteinas totales se efectud por el método de
Bradford®, el cual se basa en la union del colorante de Coomassie brillante G-
250 a las proteinas, causando un cambio del pico maximo de absorcién del
colorante, de 465 nm a 595 nm. El incremento de absorbancia a 535 nm es

proporcional a la concentracion de proteinas.(Apéndice)
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2.2.7. Microscopia Electrénica de Transmision

De los cultivos de C. albicans incubados a 25°C por 12 hr bajo
agitacién constante (20 rpm), se tomaron alicuotas y se expusieron a la
radiacién de las microondas de 2 450 MHz a diferentes tiempos: 15, 30, 45 y
60 s. Posteriormente las muestras se procesaron por la técnica de inclusién en
resina epodxica, obteniéndose cortes finos que se contrastaron con acetato de
uranilo para ser posteriormente observados por medio de microscopia

electrénica de transmision (Apéndice).

2.2 8. Analisis Estadistico

Tanto el conteo de colonias en placas de agar, como las
determinaciones analiticas: medicién de turbiedad del medio, determinacién de
las enzimas catalasa, fumarasa y lactato deshidrogenasa, asi como la
determinacion de proteinas totales se realizaron por triplicado y se sometieron
a la prueba t de Student para determinar la posible diferencia significativa con
respecto al control. La prueba t de student se realizé con un valor de n = 3,
utilizando un grado de significancia de p < 0.005. El valor critico de la prueba t
fue de 2.77



CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 Curva de crecimiento de Candida albicans

Los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento del C. albicans
mastraron que en un tiempo de 12 hr de incubacion a 25° C, se llega a la fase
logaritmica tardia (figura 8). Las lecturas de absorbancia obtenidas en la
cinética de crecimiento, son el promedio de tres valores de experimentos
independientes que no mostraron diferencia significativa entre si (tabla V
Apéndice).

3.2 Cinética de letalidad de Candida albicans

El efecto de |a radiacién de la microondas en C. albicans a diferentes
tiempos de exposicion, mostré que en 60 s se alcanza el 100 por ciento de
letalidad de un inéculo de aproximadamente 1x10” UFC/ mL (Figura 7). Las

cuentas de células viables realizadas de ia levadura, después de la exposicién

18
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Fig. 6 Cinética de crecimiento de Candida albicans




Tabla Il

Resultados de cuentas viables de Candida albicans

después de |la exposicion a las microondas

]Tiempo (segundos)

U.F.C./mL.

Log,c U.F.C./mL.

15
30
45
60

141 X107+ 4.1
1.27 X10°2£3.8
1.05X10°+45
<10+ 4.7
0

7.2
6.1
40
1.0
0.0
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a la radiacion muestran como va disminuyendo el namero viable de
microorganismos a medida que se incrementa el tiempo de radiacion (tabla 1l).

3.3 Evaluacion del efecto de la radiacién por microscopia electronica

La muestra control de C. albicans, presenta la estructura de la célula
bien preservada (Figura 8-A). El citoplasma se observa homogéneo con
apariencia finamente granular. La pared celular es continua, y los organelos:
nucleo, mitocondria, y reticulo endoplasmico, muestran membranas bien
definidas

Las células de levadura, después de 15 s de exposicion a [a radiacion
de las microondas (Figura 8-B), muestran alteraciones en los compartimentos
celulares, y las membranas de los organelos presentan fragmentacién. La
mitocondria ha perdido su estructura interna. El citoplasma presenta areas
vacias y electrodensidad aumentada con formacién de granulos gruesos. La
pared celular no presenta modificaciones.

Después de 30 s de exposicién a la radiacion, la estructura normal de
las células de levadura se pierde. El citoplasma presenta aumento en la
condensacion y electrodensidad. La pared celular continia sin cambios y el
compartimento nuclear ain puede ser identificado,(Figura 8-C).

Al incrementar el tiempo de exposicién a las microondas hasta 45 s, las
estructuras internas de la levadura no pueden ser identificadas, presentando
una alta condensacién citoplasmatica y discontinuidad de la pared celular
(Figura 8-D).

Después de 60 s de exposiciébn a la radiacion (Figura 8-E), aparecen
cuerpos laminares en el citoplasma, formados por fosfolipidos extraidos de [as

membranas dafadas.



Fig.8 Micrografias electrénicas de Candida aibicans., (12 000x). (A) Control.
Muestra |a estructura fina de la célula, nlcleo (N), mitocondria (M), reticulo
endoplasmico(*), vacuola (V), membranas bien definidas, citoplasma
homogéneo con apariencia finamente granular, pared celular continua. (B),
después de 15 s de exposiciéon a la radiaciéon de las microondas, todos los
compartimentos celulares muestran alteraciones y las membranas de los
organelos presentan fragmentacién (flechas). El citoplasma muestra areas
extraidas y aumento de la electrodensidad con formacion de granulos gruesos.
La pared celular no presenta modificaciones. (C), a los 30 s de exposicién a la
radiacion, solo el compartimento nuclear (N) puede ser identificado, el resto de
los organelas han perdido su estructura normal. (D) 45 s despues, se observa
una alta condensacion citoplasmatica y discontinuidad en la pared celular. (E),
después de 60 s, se observan cuerpos laminares en el citoplasma formados por

fosfolipidos extraidos de las membranas dafnadas.
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3.4 Efecto de la radiacion de las microondas sobre la actividad enzimatica de

Candida aibicans en el extracto celular crudo

Los resultados de la radiacién de las microondas sobre la actividad de
las enzimas en el extracto celular crude de C. albicans, mostraron que las
enzimas: catalasa, fumarasa y LDH, en los diferentes tiempo de exposicion a Ja
radiacién de las microondas (Figuras 9-A, 9-B y 9-C, tablas llI-A, 11I-B y 1II-C),
su actividad especifica se ve disminuida al incrementar el tiempo de exposicion

a la radiacion.

Posteriormente a partir de la actividad enzimatica de cada una de las
enzimas en el tiempo cero, se calculd la actividad especifica restante,
tomando dicho tiempo como el cien porciento de actividad para efectuar los

calculos (Figura 10)



TABLA I

Actividad especifica de las enzimas en el extracto celular crudo de

Candida albicans

26

Tiempo de exposicién | Act. total de Conc. de proteinas | Act. especifica de

a la radiacién (s) catalasa (U/mL) (mg/mL) catalasa (U/mg)
0 913.9 +0.15 3.90+0.10 234.33+1.14
15 384 +0.11 0.61+0.11 62.94 + 3.11
30 3.8+0.10 0.17+0.10 2262 +3.11

A) Catalasa

Tiempo de exposicion | Act. total de Conc. de proteinas Act. especifica de

a la radiacion (s) fumarasa (U/mL) (mg/mL) fumarasa (U/mg)
0 5.30 £0.20 3.90+0.10 1.35+0.06
15 0.20+0.18 0.61+£0.11 0.26 £ 0.04
30 0.02+0.10 0.17+0.10 0.13 +0.01

B) Fumarasa

Tiempo de exposicioén JAct. total de Conc. de proteinas Act. especifica

a la radiacién (s) LDH (U/mL) (mg/mL) de LDH (U/mg)
0 6.90 +0.15 3.80 +0.10 1.77 £ 0.11
15 0.15 10.09 0.61+0.11 0.26 £ 0.02
30 0.015 £ 0.05 0.17 £ 0.10 0.19+0.01

C) LDH
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Fig. 9 Actividad especifica de las enzimas en el extracto crudo celular. de
acuerdo a) tiempo de exposicion a la radiacion ae las microondas. (A) catalasa,

(B) fumarasa y C) LDH
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Fig 10 Actividad restante de enzimas con respecto
al tiempo de exposicion a la radiacion
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CAPITULO CUATRO

DISCUSION

El estudio del efecto de la radiacion de las microondas de 2 450 MHz
sobre la viabilidad de Candida albicans, demuestra que a medida que se
incrementa el tiempo de exposiciéon a la radiacién, el nimero de organismos
viables disminuye, lo cual concuerda con lo encontrado por Latimer y Matsen .
en su estudio del efecto de las microondas sobre bacterias grampositivas y

gramnegativas como método para descontaminacion bacteriana en laboratorios

clinicos microbiolégicos.

Roher, reporté el efecto de las microondas sobre Candida albicans, en
material dental, encontrando un tiempo de 8 min para lograr la
descontaminacion®. A su vez Gates, encontré, que se requieren 10 min, para
lograr la destruccion de Saccharomyces, en este tipo de material®. Harris en su
trabajo, al aplicar las microondas en lentes de contacto suaves contaminados
con Candida albicans, logré la descontaminacién después de 2 min de

exposicion a la radiacién *. Estos autores, utilizaron un nimero de células
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aproximado de 1x10* hasta 1x10° UFCimL. En el presente trabajo se encontré
que 60 s, son suficientes para lograr el cien por ciento de letalidad de un

indculo de aproximadamente 1x10” UFC/mL de C. albicans.

Por otra parte Lechowich y col. ®, evaluando el efecto de las microondas
de 2 450 MHz en Streptococcus faecalis (Enterococcus faecalis) y
Saccharomyces cerevisiae sobre la viabilidad y la tasa de respiracion para
estos microorganismos; encontraron que existe una relacion directa entre el
incremento de la exposicion a la radiacion y la disminucién en ambas: la tasa
de respiracién y cuentas de células viables en levaduras. Con un tiempo de &
min se lograron los efectos mencionados, con un in6culo desde 1x10° hasta
4x10° UFC/mL. En el presente trabajo se demostré también una relacion
directa, entre el tiempo de exposicién y la viabilidad de C. albicans. Es decir a
medida que se incrementd el tiempo de exposicion a la radiacion, disminuyd en

forma proporcional la viabilidad de este microorganismo.

Goldblith y Wang ' reportaron el efecto de las microondas como método
de esterilizaciéon en Escherichia coli y esporas de Bacillus subtilis. Al comparar
el efecto total de esta radiaciébn, demostraron que el grado de inactivacion
causado por las microondas, es idéntico al causado por los métodos
convencionales. Por lo que este tipo de energia, representa una alternativa

efectiva como método de esterilizacién.



Vela y Wu % en su investigacion sobre el mecanismo de la accion letal
de la radiacion de 2 450 MHz sobre diferentes microorganismos: bacterias,
actinomicetos, hongos y bacteriéfagos, en presencia y ausencia de agua,
demostraron que los microorganismos solo son inactivados en presencia de
agua, lo que concuerda con las propiedades de las microondas de hacer rotar
moléculas polares orientandolas en los campos eléctrico y magnético, lo cual
produce una elevacién térmica.

I. % al estudiar el efecto de las microondas, como un

Rosaspina y co
sistema de esterilizacion, lograron el mismo efecto esterilizante, en un tiempo
menor, que el requerido por métodos convencionales.

Aunque el mecanismo de |la actividad microbicida de las microondas no
esta bien dilucidado y existe poca informacién acerca de la morfologia
microbiana después de la exposicion a |la radiaciéon de las microondas, los

trabajos de Rosaspina y col ?

, apoyan el hecho de que las microondas tienen
efecto sobre las células microbianas, ocasicnando cambios observables en la
morfologia celular con microscopia electronica de barrido. En sus
observaciones las bacterias presentan alteraciones progresivas, consistiendo
inicialmente en la formacién de perforaciones en la membrana celular de la

bacteria y la completa desintegracion de los microorganismos, a medida que se

incrementa el tiempo de exposicion a la radiacion.
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En este trabajo sobre la ultraestructura por microscopia electrénica de
transmisién, se encontré que al incrementar el tiempo de exposicion a la
radiacion de las microondas, el dafio celular se hace mas evidente, ya que las
células de la levadura presentan cambios en su ultraestructura, que van
inicialmente modificando el aspecto del citoplasma en los primeros tiempos de
exposicién, asi como fragmentacién de las membranas de los organelos, y
progresivamente formacién de granulos gruesos en el citoplasma,
disconitinuidad en la pared celular y formacién de cuerpos laminares en el

citoplasma, formados por fosfolipidos extraidos de las membranas dafiadas.

Las observaciones de Rosaspina® con microscopia electrénica de
barrido, al igual que las obtenidas en el presente estudio con microscopia
electronica de ftransmision revelan cambios progresives al incrementar el
tiempo de exposicién a la radiacion de las microondas en las membranas de

los microorganismos.

En relacion al efecto de las microondas sobre la actividad enzimatica,
Yeargers y col. mencionan que existen dos mecanismos por los cuales la
energia de las microondas puede interactuar con las enzimas; uno de ellos la
absorcibn directa a través del proceso de relajacibn o resonancia o
indirectamente a través del calentamiento de las moléculas del solvente por

accién del campo de la microonda®.
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En este trabajo, se encontrd que la actividad de las enzimas: catalasa,
fumarasa y LDH disminuye, a medida que se incrementa el tiempo de
exposicion a la radiacion. Se puede observar como la enzima LDH que se
encuentra en el citoptasma es la mas afectada, en cuanto a la fumarasa y la
catalasa también presentan una disminucién pero no tan evidente como Ja LDH
probablemente por ser enzimas presentes en estructuras subcelulares
(mitocondria y peroxisoma respectivamente). De acuerdo con |o propuesto por
Yeargers sobre los posibles mecanismos de accién de |las microondas, los
resultados de este trabajo sugieren que la disminucién en la actividad de las
enzimas puede deberse al calentamiento de las moléculas del solvente, en este

caso el agua intracelular.

Con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo sobre el efecto
de las microondas en la viabilidad de la levadura, se encontré gue la radiacion
de las microondas, destruye a los microorganismos a medida que se
incrementa el tiempo de exposicién, presentando un efecto esterilizador. Por lo
que dicho efecto tiene aplicaciones en la descontaminacién de materiales y
dispositivos médicos, como sondas y catéteres. La aplicacion de eéstos
conocimientos en el medio hospitalario, brindan un método alternativo de
esterilizaciéon para dichos materiales y beneficios en cuanto a [a reduccién de
tiempo en la descontaminacién de este material, con respecto a los métodos

convencionales de esterilizacion.



Asimismo las observaciones en la ultraestructura de C. aibicans
muestran cambios; primeramente en el citoplasma y van siendo progresivos,
hasta llegar a la pérdida de |a ultraestructura de las células.

Los resultados obtenidos de la ultraestructura, de Jla actividad
enzimatica, asi como la viabilidad se correlacionan y muestran el efecto de la

radiacion de las microondas sobre C. albicans.
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CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES

* Se cumplié el objetivo del trabajo propuesto, ya que los resultados obtenidos
demuestran gue la radiacién de las microondas de 2 450 MHz sobre las células
de Candida albicans, afecta la viabilidad, ultraestructura y actividad de enzimas

marcadoras de compartimentos celulares.

* A medida que se incrementa el tiempo de exposicidn a la radiacion, la
viabilidad de la levadura disminuye. A nivel morfolégico el dafo celular se hace
mas evidente y la actividad enzimatica disminuye hasta no ser detectable.

* De acuerdo con los resultados obtenidos, las proteinas parecen ser el blanco
maés inmediato de la radiacién, ya que el dano sobre estas se traduce como la

pérdida de la actividad enzimatica y la coagulacién citoplasmatica.

* Los hallazgos observados brindan apoyo para comprender los mecanismos
de la muerte en células de levadura, y posiblemente para otros tipos de células

eucaridticas, por medio de |a radiacion de baja energia.
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APENDICES I y I

Tabla IV

Absorbancias de la cinética de crecimiento de

Candida albicans

Tiempo (hr)

Absorbancia (550 nm)*

@ o ~N O U A O N =2 O

e N (I
W N A ©

15

0.041 + 0.023
0.057 +0.013
0.130 + 0.020
0.267 +0.011
0.370 + 0.019
0.392 +0.020
0.436 +0.019
0.449 + 0.025
0.495 + 0.022
0.540 + 0.017
0.568 + 0.024
0.600 + 0.030
0.660 + 0.017
0.651 + 0.023
0.652 + 0.024
0.640 + 0.021

*Ensayos realizados por triplicado
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TABLAV

Determinacion de la cinética de las enzimas

Tiempo ( min) Absorbancia a 240 nm
0 0.781 £ 0.004
1 0.701 £ 0.005
2 0.650 + 0.014
3 0.613 + 0.003
4 0.588 + 0.002
5 0.574 1+ 0.006
6 0.561 + 0.008

A) Catalasa

Tiempo ( min) Absarbancia a 240 nm
0 1.107 + 0.010
1 1.135+ 0.013
2 1.168 + 0.014
3 \ 1.199 + 0.009
4 1.227 + 0.009
B 1.247 + 0.007
6 1.269 + 0.011

B) Fumarasa

Tiempo ( min) Absorbancia a 340 nm
0 2678 £ 0.011
1 2658 + 0.003
2 2628+ 0.014
3 26804 £ 0.006
4 2.577 + 0.004
5 2.551 £ 0.005
& 2528 + 0 010

C) LDH
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APENDICE Ili

1. Medios de cultivo

1.1 Agar Dextrosa Sabouraud

Composicion:
Peptona especial 10049
Dextrosa 400g
Agar-Agar 156049

Se disolvid en un litro de agua destilada, pH final 5.6 + 0.2.
Se esterilizo a 121°C a 15 libras de presién por 15 min.

1.2. Caldo Soya Tripticaseina

Compasicién:
Peptona de carne 1709
Peptona de soya 30g
NaCli 50g
K.HPO, 25¢g
Dextrosa 25g

Se disolvid en un litro de agua destilada, pH final 7.3 + 0.2.
Posteriormente se esterilizé a 121°C a 15 libras de presién por 15 min.

1.3. Placas de Agar Soya Tripticaseina
Al medio de cultivo caldo soya tripticaseina se le agrego:
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Agar bacteriolégico 1.5 g por 100 mL de medio
Se esterilizé a 121°C por 15 min y se dej6 enfriar aproximadamente a
45°C para vaciar en placas de Petri estériles.

2. Procedimiento para la determinacion de actividad de catalasa

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto éptico se colocé:
Amortiguador de fosfato de potasio S0 mM 950 uL
Muestra 40 pl
Se mezclé y se tomé la lectura de absorbancia a 240 nm, esta lectura
correponde al blanco de reactivos
Peréxido de hidrégeno al 30% (1:10) 10 uL
Se mezcld e inicié la cinética por 6 min. La actividad de la catalasa (U/mL) se

obtuvo multiplicando el AA/min por el factor 692.5.

El origen de este factor se describe a continuacion: la actividad
enzimatica se expresa en unidades internacionales (U), definiéndose una
unidad como la transformacion de 1 pmol de sustrato o la formacion de 1 pmol
de producto por minuto durante la reaccion enzimatica. Matematicamente se
expresa con la siguiente ecuacion:

U= ACA ec’n (1)

En general la actividad enzimatica se expresa por unidades de volumen,

esto es en U/mL. Donde al despejar AC se obtiene:

AC = (U/mL) () ec’n (1a)



Las determinaciones espectrofotométicas se basan en la ley de Lambert-
Beer. Esta ley establece que el cambio de absorbancia es directamente
proporcional tanto a la absortividad molar y al cambio de concentracion del

compuesto problema, como al trayecto Optico del haz. Matematicamente se

expresa por medio de la siguiente ecuacion:

AA = (g) (AC) (d) ec’n(2)
Al sustituir la ec’n(1a) en la ec’'n(2) resultara:

AA = (g) (U/mL) (1) (d) ec’n (3)
Al despejar U/mL se obtendra:

U/mL=AA/edt ec'n (3a)

donde: U = Unidades de actividad (umol/min)
AA = cambio de absorbancia del compuesto

¢ = coeficiente de absortividad molar del H,O, (0.036 cmzlumol)
d = espesor de la cubeta (cm)
t = tiempo (min)

AC = cambio de concentraciéon del compuesto (umol)

Entonces:

U/mL = AA /(0.036 cm%umol) (1 em) (1 min)

U/mL = AA / 0.036 cm® min/umol

U/mL = AA (27.7 pmol/min mL)

U/mL = AA (27.7 U/mL) ec’n (3b)



43

Para el calculo de la actividad de catalasa (U/mL), se toman ademas en
cuenta otros parametros como: el volumen total del ensayo en la cubeta y la
dilucién de la muestra y se tuvo un volumen de reaccion de 1 mL, por lo que la
dilucién en la cubeta es 1:25.

Integrando estos nuevos parametros en la ec’'n (3b) quedaria de la
siguiente forma;

U/mL = AA (0.036 U/mL) (dilucién en la cubeta) (vol. en [a cubeta)
U/mL = AA (27.7 U/mL) (25) (1)
U/mL = (AA) (692.5 U/mL)

Al multiplicarse el cambio de absorbancia del peroxido de hidrogeno/min
por el factor 692.5 se obtuvo la actividad de la catalasa en |a cubeta expresada
en U/mL. La actividad de la catalasa en una muestra biolégica se calcula
considerando la dilucion previa de ésta. Cuando se desea conocer la
proporcién de una enzima con respecto a la cantidad total de proteinas de la
muestra se determina la actividad especifica de |la enzima (U/mg). La actividad
especifica se calculé dividiendo la actividad de la catalasa (U/mL) entre la

concentracién de proteinas (mg/mL).

3. Procedimiento para la determinacion de actividad de fumarasa

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto optico se coloco:
Amortiguador de fosfato de potasio S0 M 950 uL
Malato 0.2 M (dilucion1:50) 40 uL
Se mezcld y se tomd el valor de la absorbancia a 240 nm, este valor
correspondio al blanco de reactivos.
Muestra 10 uL



Se mezcl6 e inicid la cinética por 6 min. El volumen total del ensayo fue
de 1 mL. La actividad de la fumarasa (U/mL) se obtuvo multiplicando el AA/min
por factor 0.068

Este factor se obtuvo de la misma forma ya descrita para catalasa,
tomando en cuenta que el coeficiente de absortividad molar del fumarato
que es de & =2.44 cm? jumol.

4. Pracedimiento para la determinacion de la actividad de LDH

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto dptico se colocé:

Amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M 890 L
Piruvato (16.5 mg/10 mL) 50 uL
NADH (33 mg/10mL) 50 uL

Se mezcld y se tomé el valor de la absorbancia a 340 nm, este valor

correspondié al blanco de reactivos.
Muestra 10 uL

Se mezclé e inici6 la cinética por 6 min. El volumen total de la reaccion
fue de 1 mL. La actividad de la fumarasa (U/mL) se obtuve multiplicando el
AA/min por el factor 0.027

El origen de este factor se obtuvo al igual que para catalasa,
tomando en cuenta que el coeficiente de absortividad molar dei NADH es

de £=6.22 cm? /umol.



5. Preparacion del amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.4

Solucién A = 100 mL de KH,PO, 1M
Solucién B = 100 mL de K;HPQO, 1M
Solucion madre = Ajustar el pH de la solucionBa 7.4

utilizando la solucién A, almacenar 4°C.
La concentracion de fosfato de potasio
de la solucion madre es 1M

Solucioén de trabajo = Realizar dilucién 1:20 de la solucién ma
madre en agua destilada.
La concentracion final de esta solucion
de fosfato de potasio es de 50 mM

6. Preparacion del amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.0

A partir de la solucion madre de fosfato de potasio se preparo el

amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M, realizando una dilucién 1:10

7. Amortiguador para la preparacion del extracto celufar crudo de

Candida albicans

Para la preparacién del extracto celular crudo se utilizé como
amortiguador una solucidn de fosfato de potasio 10 mM pH 7.4 conteniendo
DTE 0.5 mM, PMSF 1 mM y EDTA 2 mM. Estos fres Oltimos compuestos se
adicionaron inmediatamente antes de su uso. La cantidad necesaria de PMSF

se tomo de una solucion madre al 2% en etanol.
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8. Curva de calibracién de proteinas

Para cada determinaciébn de proteinas se realizd una curva de
calibracion con estandares de albimina sérica bovina conteniendo 2.5 a 20 g
de proteina. Cada uno de los estandares se prepard por ftriplicado a partir de
una solucién patrén de albimina sérica bovina (1 mg/mL) como se describe en
la Tabla VI. El volumen final de cada tubo fue de 200 pL. A cada uno de éstos
se les agregd' 1 mL del reactivo de Bradford (diluide 1:5 en agua destilada). Se
agitaron los tubos en vortex y se dejaron reposar 30 min a temperatura
ambiente. Se determiné el valor de absorbancia a 595 nm de cada uno de los
estandares. Se utiliz6 el paquete estadistico de Excel para trazar la curva de

calibracion.

Determinacion de |la concentracion de proteinas del extracto celular

crudo de Candida albicans

Se prepararon diluciones de la muestra del extracto celular crudo
en agua destilada. Alicuotas de 200 ulL de cada una de estas diluciones se les
agregé un mL del reactivo de Bradford (dilucion 1:5 en agua destilada). Se
agitaron en vortex, se dejaron reposar por 30 min a temperatura ambiente y
posteriormente se les determind su absorbancia a 595 nm. Los valores de
absorbancia de cada dilucién se interpolan en la curva de calibracién para
obtener la cantidad de proteinas (ug) en un volumen de 200 microlitros. Para
calcular la concentracion de proteinas del extracto celular crudo expresada en
mg/mL se aplicé la siguiente formula:

mg/mL= (X) (D) (5)
1000
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donde:

X = cantidad de proteina (pg/200uL)

D = dilucién realizada

§ = factor para expresar el valor de 1 mL

1000 = factor para transformar de ug a mg/mL

Tabia VI
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Estandares para la determinacién de proteinas totales

Tubo No Proteina (ng)
25
5.0
7.5
10.0
125
15.0
20.0
0.0

o ~N O O A W N

Solucién patrén (ul)
2.5
5.0
7.5
10.0
15
15.0
20.0
0.0

Agua destilada (pL)
197.5
195.0
192.5
190.0
187.5
185.0
180.0
200.0

9. Técnica de inclusion en resina epdxica

Las muestras se lavaron tres veces con agua destilada, centrifugando 3

min a 3000 rpm. Se fijaron en permanganato de potasio al 1.5% en agua

desionizada durante 20 min. Se centrifugaron y las pastillas se lavaron con

agua destilada hasta que el sobrenadante fue transparente. Posteriormente se
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contrastaron con acetato de uranilo 1% en agua electropura por 60 min y se

deshidrataron de |a siguiente manera:

15 min en etanol al 50%

15 min en etanol al 70%

15 min en etanol al 90%

15 min en etanol al 96%

15 min en etanol al 100%

60 min en etanol al 100% (2 tiempos)
Se aclararon con éxido de propileno, dos veces durante 15 min.
Se incluyeron en resina epoxica:

60 min en resina epéxica-6xido de propileno (1:1)

3 veces de 60 min en resina epoxica-éxido de propileno (3:1)

2 veces de 30 min en resina epoxica pura

60 min en resina epdxica pura

La polimerizacion se realizd en placas de plastico a 60°C por 12 horas.
De los bloques resultantes se hicieron cortes finos utilizando el ultramicrotomo
Ultratome LKB V. Estos cortes fueron contrastados de la siguiente forma: en
una placa de petri se colocd un papel parafilm con gotas de acetato de uranilo
al 0.5% en solucién alcéholica al 50% por 2 min. Posteriormente se lavaron
durante un minute con agua electropura y se secaron. Por Gltimo se realizd la
observacion bajo el Microscopio Electronico de Transmisién Carl-Zeiss EM 109

a un aumento de 12 Q00x
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Resina Epoxica

En la preparacion de la resina epoxica se utilizaron reactivos de la
compaiifa Pelco, en las siguientes cantidades con el fin de lograr la

consistencia requerida para procesar las muestras

Resina epobxica 28.0g
DDSA 215¢g
NMA 85g
DMPz, 10g

Una vez pesados todos los componentes en un mismo recipiente se

mezclaron hasta tener una solucién homogénea.
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Determinacion de la cinética de las enzimas catalasa, fumarasa y LDH.

Previo a la determinacién de la actividad especifica de las enzimas en el
extracto celuiar crudo, se determiné la cinética de éstas, a partir de enzimas
purificadas de la marca Sigma.

Los resultados obtenidos de los ensayos enzimaticos, a lo largo de |a
prueba de 6 min.,, con las enzimas purificadas para encontrar la dilucion
necesaria de cada una de ellas, en donde el cambio de absorbancia fuera
gradual a lo largo del tiempo que duré el ensayo, fueron los siguientes: para la
enzima catalasa, en la que se midié la disminucion del peroxido de hidrogeno a
240 nm, se encontrd que fue necesario diluir 1:300 la enzima purificada para
lograr el cambio de absorbancia gradual (Apéndice). Los resultados de los

valores de densidad optica, son el promedio de tres mediciones (tabla V-A).

Para la cinética de la enzima fumarasa, se midié la formacion de
fumarato a 240 nm, el cambio de absorbancia gradual a |o largo del ensayo, se
obtuvo con una dilucion de la enzima 1:100 (Apéndice, tabla V-B).

En la determinacion de la cinética de la enzima LDH purificada, de ésta
se hizé una dilucién 1:700. En ésta prueba se midié la absorbancia de la
disminucién de la coenzima NADH, a 340 nm, la cual actia en la
transformacion de piruvato a lactato (Apéndice, tabla V-C).
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