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Resumen

La Fotobiomodulacion (FBM) es una terapia de luz de baja intensidad en la que se
emplea luz en el rango del espectro visible e infrarrojo para producir un efecto
biolégico benéfico. Es una técnica ampliamente estudiada que ha mostrado buenos
resultados en células animales y organismos vivos. Sin embargo, existe una falta
de informacién con respecto a los efectos en microrganismos, como lo son bacterias
y levaduras. Los microrganismos son vitales para la medicina moderna, ya que son
necesarios para la produccién de una gran parte de los biofarmacos que se utilizan
hoy en dia a nivel mundial.

Con esta investigacion se propuso utilizar la FBM en bacterias Gram negativo y
Gram positivo, como lo son la Escherichia coli y Bacillus subtilis, ademas de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, para evaluar el efecto proliferativo de la terapia
empleando 4 diferentes tratamientos; luz azul, luz roja, luz verde y una mezcla de
las 3 luces anteriores.

Los resultados demostraron que al utilizar FBM con luz roja en bacterias, se obtiene
un gran efecto proliferativo, generando un incremento de 69% de unidades
formadoras de colonia (UFC) comparado con el grupo control, del mismo modo la
FBM con luz roja fue la que mas promovié el incremento de la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) producida por E. coli respecto al control,
generando un incremento de 52.7%. Mientras que, para las levaduras, la FBM con
mezcla de luces resultdé promover un 160% el tamafio de las UFC con respecto al
control

Los resultados demostraron que es posible incrementar la proliferacion de los
microorganismos E. coli, B. subtilis y S. cerevisiae, especies de gran interés
biomédico e industrial al ser los principales productores de biofarmacos a nivel
mundial. Ademas de que, en E. coli se logré aumentar el ritmo de la proliferacion de
proteinas.



Abstract

Photobiomodulation (PBM) is a low-level light therapy in which a visible-NIR light is
used to provoke a biological beneficial effect. It is a technique widely studied which
has shown amazing results in animal cells and living organisms. However, there is
a lack of information regarding the effects in microorganisms such as bacteria and
yeast. Microorganisms are vital in modern medicine because they are necessary for
a great part of the biopharmaceutical production used today worldwide.

With this investigation it was proposed the use of PBM in Gram-positive and Gram-
negative bacteria, such as Escherichia coli and Bacillus subtilis, and the yeast
Saccharomyces cerevisiae, to evaluate the proliferative effect of the therapy using 4
different treatments: blue light, red light, green light and a mixture of the previous 3
lights.

The results showed that when using the PBM with red light in bacteria, a proliferative
effect is obtained, generating an increase of 69% in colony former units (CFU) with
respect to the control groups. In the same way, the PBM with red light was the better
therapy promoting an increase in the green fluorescent protein (GFP) production by
E. coli in respect to the control group, generating an increase of 52.73%. Meanwhile,
in the case of the yeasts, the PBM with light mixture promoted the size increase of
the CFU 160% with respect to the control.

The results showed that it is possible to increase the proliferation of the
microorganisms E. coli, B. subtilis and S. cerevisiae, species of great biomedical and
industrial interest, being the principal biopharmaceutical producers worldwide.
Furthermore, in E. coli it was possible to increase the protein proliferation rate.
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Capitulo 1
1.Introduccidn
1.1 Antecedentes

La luz ha influenciado en la evolucién de la vida en la Tierra, siendo asi que los
animales y las plantas han desarrollado una variedad de respuestas fisiol6gicas a
la radiacion solar'? .Por ejemplo: cuando la luz es captada por el ojo humano, la
retina activa sefales eléctricas, que el cerebro interpreta como imagenes. La luz, en
la piel, provoca reacciones quimicas que permiten la sintesis de la vitamina D, para
la asimilacion del calcio en los huesos? .Por ello la humanidad ha tomado conciencia
de los efectos benignos de la luz desde hace méas de tres milenios; ya los antiguos
egipcios, chinos e indios la utilizaban para tratar diferentes enfermedades, como

psoriasis, raquitismo, vitiligo, entre otras.

La fotobiomodulacién (FBM) fue descubierta en 1967 por Endre Mester en Hungria.
Mester estaba intentando repetir un experimento realizado por primera vez por Paul
McGuff en Boston, EE. UU., quien habia utilizado con éxito el laser de rubi recién
descubierto para curar tumores malignos en ratas 4 .Sin embargo, el laser de rubi
hecho a medida de Mester poseia solo una fraccion muy pequefia del poder que
poseia el laser de McGuff. A pesar de no curar ningun tumor con su rayo laser de
baja potencia, si observo una mayor tasa de crecimiento del cabello y una mejor
cicatrizacion de heridas en las ratas en las que habia implantado quirdrgicamente
tumores. Esta fue la primera indicacion de que la luz laser de bajo nivel (en lugar de
los laseres térmicos de alta potencia) podria tener sus propias aplicaciones

beneficiosas en medicina °9.

Desde esos primeros dias, se encontrd6 que un LED podria mostrar los mismos
efectos bioldgicos que un laser monocromatico de baja potencia. Teniendo en
cuenta que se demostr6 que los laseres no eran necesarios, y que el término “baja
potencia” aun no estaba definido y considerando el hecho de que tanto la inhibicion
como la estimulacion de procesos biolégicos podrian ser terapéuticamente Utiles,

finalmente se tomo la decisién de cambiar el nombre a FBM 7.



8

Los mecanismos de accion de la FBM se han investigado intensamente a partir del
trabajo de Tina Karu en Rusia 8. Karu fue la primera en atribuir los efectos de la luz
roja e infrarroja cercana (NIR, por sus siglas en inglés) a la absorcion de fotones por
la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias, y por la unidad IV

citocromo c¢ oxidasa (CCO) en particular® .

Dado que el CCO tiene picos de absorcion en las regiones roja (600-700 nm) e NIR
(760-900 nm) del espectro (dependiendo de su estado de oxidacion preciso), la luz
roja e NIR han sido las longitudes de onda empleadas con mayor frecuencia para
FBM 10,

En los dltimos afios, se ha hecho evidente que hay otros croméforos que operan en
diferentes regiones del espectro®!l. Los cromoéforos alternativos mas importantes
parecen ser los canales idnicos del potencial receptor transitorio (TRP) que pueden
activarse con la luz o el calor'2. Un ejemplo es el canal de calcio TRPV1 que se
puede activar con luz azul o verde 314 y es crucial para activar rutas metabodlicas

celulares 15,

Diferentes enfermedades, afecciones y campos de tratamiento médico diferentes
ahora se estan volviendo susceptibles a los efectos beneficiosos de la FBM?,
Existen muchos avances en estudios de cultivos celulares in vitro relacionados con

los efectos benéficos de la FBM 17, entre estos:

Tuby et al.'® observé que la FBM promueve la proliferaciéon de células madre
cardiacas y mesénquimales. Moore'® demostré que los fibroblastos se proliferan
mas rapido utilizando FBM, al igual que Almeida-Lopes ?° que descubrié que
también se ha obtenido incremento en la produccion de colageno de estas células
tras la terapia. Oron?! y Benedicenti 2> descubrieron que la cantidad de ATP en

neuronas Y linfocitos es superior a las células control.

En la década de los 1980, Karu 22 observé que se podia inducir una estimulaciéon en
la proliferacion de E. coli al utilizar FBM con luz azul y roja. Posteriormente, ella
junto a Lyapunova ?* determinaron que la terapia podria promover la activacion del
metabolismo celular en levaduras, asi como una estimulacién en la produccion de

sintesis proteica.
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En el 2003 Nussbaum?® encontr6 efectos proliferativos en E. coli utilizando luz IRC
y luz roja. Y mas recientemente, en el 2019, Lima 2° obtuvo resultados significativos
con respecto a la irradiacion en bacterias utilizando una mezcla de longitudes de

onda.

Dado que existe un efecto de proliferacion evidente en la mayoria de los
tratamientos realizados con FBM, se ha hecho posible utilizar una variedad de
huéspedes no mamiferos que se han vuelto populares en biomedicina,
biotecnologia y en laboratorios de investigacion en todo el mundo en los ultimos

afios. Estos incluyen microorganismos modelo como levaduras y bacterias.

1.2 Problema de investigacion

Aunque la FBM es actualmente utilizada en algunos tratamientos, alin se mantiene
la controversia entre incluirla 0 no como una terapia, esto debido a dos sencillas
razones: Primera, los mecanismos bioquimicos subyacentes siguen siendo poco
conocidos, por lo tanto, la utilizacion sigue siendo bastamente empirica. Segunda,
una gran cantidad de parametros como lo es la longitud de onda, dosis, densidad
de energia, estructura de pulso, y sincronizacién de la luz aplicada deben de ser
cuidadosamente optimizados para cada tratamiento. Una eleccion no optima de
parametros puede resultar en la efectividad reducida del tratamiento, o en su

defecto, en un resultado negativo?’.

Por consiguiente, muchos resultados de FBM incluyen respuestas nulas o negativas
en las consecuencias del tratamiento, debido a la seleccion inapropiada de luz o de
la dosis. Esta seleccion es particularmente importante, ya que hay una dosis 6ptima
de luz para cada aplicacién particular, y las dosis mayores o menores a este valor
Optimo pueden desembocar en no crear ningun efecto o producir algun efecto

fototérmico?8.

Uno de los problemas mas relevantes relacionados con esta investigacion es el de
la falta casi total de estudios relacionados con los efectos de FBM para promover la
proliferacion de bacterias y levaduras, en la mayoria de los articulos, se busca

realizar inhibicion de microorganismos debido a las dosis utilizadas en estos
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experimentos. Como lo menciona Hamblin?® a pesar de la cantidad de articulos
publicados, no se ha investigado mucho sobre los mecanismos moleculares
involucrados. Teniendo en cuenta la amplia gama de células capaces de producir
proteinas, esta parece ser una oportunidad perdida.

1.3 Justificacion

Se ha demostrado que la FBM es una técnica que promueve la proliferacion de
células mamiferas?’ , sin embargo, existe poca informacién con respecto a otros
modelos bioldgicos, uno de estos seria el efecto sobre la proliferacion de bacterias

para promover la secrecion de proteinas o antibioticos.

El uso de células microbianas recombinantes ha permitido la produccion a gran
escala de un gran numero de productos de interés farmacéutico (hormonas,
anticoagulantes, proteinas de alto valor, anticuerpos y antigenos, interferones o
interleucinas, entre otros). Los principales microorganismos explotados como
«biofébricas» son la especie bacteriana E. coli, seguida de la levadura S.
cerevisiae30.

En el &rea de la salud, uno los productos de base biotecnolégica mas relevantes
son los denominados biofarmacos 2°. Las proteinas y biofarmacos, son producidos
a partir de sistemas biolégicos vivos (bacterias, hongos, levaduras, células de

mamiferos, tejidos de origen vegetal o animal, animales de laboratorio)31.

Los resultados obtenidos permitiran afadir informacidén y conocimiento respecto a
las aplicaciones de la FBM, aportando herramientas que permitan un mejor
aprovechamiento del potencial que ofrecen los microrganismos en la mejora de la

calidad de vida de los seres humanos y otros seres vivos.

La produccion de proteinas recombinantes para su uso como productos
farmacéuticos, los denominados biofarmacéuticos representan una industria
multimillonaria que ha incrementado grandemente la esperanza de vida humana en
las dltimas décadas 30. Se utilizan muchas fabricas de células diferentes para la
produccion de productos biofarmacéuticos, entre las que destacan la levadura S.

cerevisiae®? vy la bacteria E. coli *® que se utilizan para la elaboracién de varios
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productos de gran volumen. La insulina y los analogos de la insulina son, con
mucho, los biofarmacéuticos dominantes producidos por la levadura®. Otros
productos biofarmacéuticos importantes producidos por S. cerevisiae son la
albumina sérica humana, las vacunas contra la hepatitis y las particulas similares a

virus utilizadas para la vacunacion contra el virus del papiloma humano3®.

De los 374 biofarmacos existentes aprobados en el 2018 por la FDA, 91 (25%) son
producidos por bacterias como la E. coli o B. subtilis, mientras que 38 (10%) son

producidos por la levadura S. cerevisiae 6.

La FBM est& estudiada principalmente en la longitud de onda en el rango de IRC
hasta el rojo, sin embargo, existen pocos estudios en microorganismos y ain menos
relacionados con longitudes de ondas mas pequefias dentro del rango del espectro
visible, como lo son: luz azul y luz verde. De aqui la importancia de este trabajo, ya
que se realizard una comparacion directa entre la FBM utilizando luz con longitudes
de onda en los colores rojo, verde y azul sobre microorganismos modelo de

diferentes grupos, como lo son levaduras, bacterias Gram positivo y Gram negativo.

Aqui se remarca la importancia de este proyecto, ya que se estudiara el efecto de
la FBM en los microorganismos modelos mencionados, al poder influir en la
proliferacion celular y sintesis de proteinas se podria llegar a aumentar la
produccion de biofarmacos incrementando su accesibilidad y reduciendo sus

costos.

1.4 Pregunta de investigacion

* . Es posible aumentar significativamente la proliferacion y/o sintesis de proteinas
de diferentes organismos modelo empleando FBM utilizando longitudes de onda

roja, azul y verde?
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1.5 Hipotesis

La aplicacion de la FBM utilizando luz roja, azul y/o verde puede aumentar la
proliferacion celular de bacterias y levaduras ademas de la secrecion de proteinas

en bacterias.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Valorar la eficiencia de la FBM en 3 microorganismos de familias diferentes y con 3

diferentes longitudes de onda.

1.6.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la FBM sobre la proliferacion bacteriolégica al
emplear diferentes tratamientos con luz roja (630 nm), verde (520 nm) y azul
(450 nm) en E. coli utilizando dosis que varian de 0.3 — 10 J/ cm?.

2. Determinar el efecto de la FBM sobre la secrecién de la proteina verde
fluorescente al emplear diferentes tratamientos con luz roja (630 nm), verde
(520 nm) y azul (450 nm) en E. coli utilizando las mejores dosis obtenidas al
realizar la FBM para la proliferacion bacterioldgica.

3. Determinar el efecto de la FBM sobre la proliferacion bacteriolégica al
emplear diferentes tratamientos con luz roja (630 nm), verde (520 nm) y azul
(450 nm) en B. subtilis utilizando dosis que varian de 0.3 — 10 J/ cm?

4. Determinar el efecto de la FBM sobre la proliferacion de levaduras S.
cerevisiae al emplear diferentes tratamientos con luz roja (630 nm), verde
(520 nm) y azul (450 nm) utilizando dosis que varian de 0.3 — 10 J/ cm?

5. Analizar los resultados y comparar la eficiencia de las diferentes longitudes

de onda en el cultivo de los organismos modelo
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Capitulo 2
2. Marco Teorico

En este capitulo se describiran los temas mas importantes para esta investigacion,
como los organismos modelo, los microorganismos E. coli, B. subtilis y S. cerevisiae

hablando de sus organelos, morfologia y cromoforos.

Ademas, se presentara el concepto y funcionamiento de la FBM, los elementos
necesarios para que se lleve a cabo y el mecanismo de accion. Adicionalmente se
presentan las fuentes de luz que se han utilizado en la aplicacion de la FBM, el
concepto de densidad optica y la ley Arndt- Schulz. Y finalmente se lleva a cabo una

sintesis de los trabajos relacionados a la aplicaciéon de FBM en organismos modelo.

2.1 Organismos modelo

Los organismos modelo se definen como especies no humanas que se estudian
ampliamente para comprender una variedad de fenédmenos biolégicos, con la
esperanza de que los datos y teorias generados seran aplicables a otros
organismos, particularmente aquellos que son de alguna manera mas complejo que

el original %7,

El inventario de organismos modelo mas reconocido, compilado por el Instituto
Nacional de Salud de EE. UU., comprende solo trece especies, incluida la levadura
S. cerevisiae, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, el gusano nematodo
Caenorhabditis elegans, la planta Arabidopsis thaliana, el pez cebra Danio rerio, el

ratbn Mus musculus y las bacterias E. coli y B. subtilis 38.

El uso de organismos modelo para la investigacion es un sello distintivo del esfuerzo
cientifico®®. Estos organismos se utilizan porque a) pueden ayudar a superar las
limitaciones éticas y experimentales que se aplican a la forma de vida objetivo, b)
proporcionan un marco sobre el cual desarrollar y optimizar métodos analiticos que
facilitan y estandarizan el analisis, c) se cree que puede ser representativo de una
clase mas amplia de seres vivos para cualquier fendmeno o proceso bioldgico en el

que la comunidad esté interesada*°.
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2.1.1 E. coli

La E. coli es una bacteria gramnegativa, no esporulante y facultativamente
anaerobica con forma de bastén, se puede observar en la Figura 1. Sus
dimensiones son de aproximadamente 2.0 (um) de longitud y su el didmetro es de
0.25-1.0 ym“L,

Nucleoid

apsule or slime
layer

Cytoplasm s
Plasma membrmwa' dwall

Figura 1. E. coli tefiida con azul de metileno tomada en un microscopio invertido con un objetivo de

microscopio 100X. Figura 2. Imagen que representa la estructura interna de la E. coli42.

E. coli ocupa una posicion importante en la industria de microbiologia e ingenieria
biolégica moderna debido a su facil manipulacion y proliferacion, el trabajo de
investigacion de Herbert Boyer y Stanley Norman Cohen con respecto al uso de la
restriccion de enzimas y plasmidos con el fin de crear ADN recombinante por E. coli

se convirtié en la base de la biotecnologia43.

Es considerada un microorganismo muy util para la produccion de proteinas
heterdlogas44. La produccion de proteinas recombinantes involucra la expresion de
varias proteinas en la E. coli. Para poder realizar esto, se utilizan plasmidos, los
cuales sirven para introducir genes en los microrganismos, y esto tiene como
resultado una alta expresion de proteinas. Estas proteinas pueden ser producidas
por el proceso de fermentacion en masa a nivel industrial. Una aplicacion muy
importante de la tecnologia recombinante de ADN en la E. coli es la produccion de
la insulina humana45. En la Figura 2, se observa un diagrama de los organelos de

la E. coli.
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2.1.2 Proteina verde fluorescente

Otra proteina recombinante generada por E. coli es; la proteina verde fluorescente
(GFP por sus siglas en inglés), esta es una proteina que proporciona un entorno
anico para tres aminoacidos en su secuencia primaria, estos tienden a doblarse
entre ellos para actuar como un fluoréforo, esto es un grupo quimico que absorbe y
emite luz*®. Lo interesante de este grupo de aminoacidos es que no se requiere
modificacion adicional o cofactor para proporcionar fluorescencia. Estas proteinas
tienen excitacion / emision maxima de 395/509 nm?#¢47, Las caracteristicas de
fluorescencia de GFP se pueden cuantificar para estudios in vivo e in vitro, mediante
una variedad de técnicas como lo son: microscopia de fluorescencia, citometria de
flujo y espectrofluorometria. Se observa la fluorescencia de la proteina verde en la

Figura 3.

Figura 3. E. coli generadoras de GFP, crecidas en cajas Petri en agar de soya tripticaseina,
observadas bajo los efectos de luz ultravioleta, la fotografia fue tomada 24 horas después de la

siembra.

2.1.3 B. subtilis

B. subtilis es el organismo modelo mejor estudiado del linaje Gram positivo. Es
naturalmente transformable y tiene una caja de herramientas genética
extremadamente poderosa. Es de crecimiento rapido y facil de cultivar. Es un

organismo industrial importante, que es competente en la secrecion de proteinas y
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la produccidn de pequefias sustancias quimicas finas, ademas de actuar como

promotor del crecimiento de las plantas.

B. subtilis es una bacteria aerébica grampositiva de crecimiento rapido con células
en forma de baston que suelen tener entre 2 y 6 um de largo y poco menos de 1 um
de diametro. La temperatura de crecimiento 6ptima es de unos 30 a 35°C, lo que da
un tiempo de duplicacion de tan solo 20 min. Se pueden observar los B. subtilis en
la Figura 4.

Otro importante impulsor de interés en B. subtilis se basa en su importancia como
organismo industrial, principalmente a través de su prodigiosa capacidad para
secretar varias enzimas hidroliticas importantes directamente en el medio de cultivo,
pero también como productor de productos quimicos finos, como la riboflavina,
conocida también como vitamina B2.
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Figura 4. B. subtilis observados desde un microscopio 100X, cultivados en caldo de soya

tripticaseina, la imagen fue capturada 24 horas después del cultivo.

2.1.4 S. cerevisiae

S. cerevisiae es un hongo unicelular, un tipo de levadura que se ha desarrollado

como organismo eucariota modelo por varias razones, por ejemplo:

S. cerevisiae es una pequeia célula redonda u ovoide, de 5 a 10 ym de diametro
con un tiempo de duplicacion de 1,25 a 2 h a 30° C vy, lo que es mas importante, se

puede cultivar facilmente. En consecuencia, esto permite la produccion rapida y el
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mantenimiento de multiples cepas a bajo costo. Ademas de que S. cerevisiae puede
manipularse genéticamente permitiendo tanto la adicion de nuevos genes como la

delecién a través de una plétora de técnicas de recombinacién homdloga“®.

S. cerevisiae fue el primer genoma eucariota en ser completamente secuenciado.
La secuencia del genoma se publicé en 1996 y se ha actualizado periédicamente
en la base de datos del genoma de Saccharomyces*%48, Actualmente, se considera
que el genoma est4 compuesto por 12 156 677 pares de bases y 6275 genes
organizados en 16 cromosomas. La capacidad de cultivar esta especie de levadura
como haploide simplifica el aislamiento de mutantes e hibridos haploides-

diploides®.

Como eucariota, S. cerevisiae tiene una estructura celular interna similar a la de las

plantas y los animales, como se observa en la Figura 5.

Los estudios sobre organelos intracelulares en S. cerevisiae (membranas, vacuola,
nacleo, reticulo endoplasmico y mitocondrias) han contribuido considerablemente al

conocimiento basico de los organelos eucariotas®®.

Pared celular

|
Membrana celular Vacuola

Nucleo
Complejo de
Golgi
Reticulo Vesicula
endoplasmatico
Mitocondria

Globulo graso
3 Fibra de actina

Figura 5. Imagen de célula de S. cerevisiae, mostrando los organelos de esta®
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2.2 Laluzy el espectro electromagnético

La luz es una onda electromagnética que tiene la capacidad de ser detectada por el
ojo humano y cuya frecuencia determina su color®. Es llamado espectro
electromagnético a la agrupaciéon de ondas electromagnéticas que absorbe o emite

un objeto.

La forma en la que se organiza el espectro electromagnético es dada por su longitud
de onda (la distancia existente entre dos crestas o valles consecutivos), las ondas
agrupadas de menor a mayor longitud son: los rayos cosmicos, los rayos gamma,
rayos X, luz ultravioleta, luz visible, infrarroja, microondas y ondas de radio®2. Como

se observa en la Figura 6.

Radio Microondas Infrarrojo Visible Ultravioleta Rayos X Rayos gamma

L5 &8 o

Edificios Humanos Mariposas Puntade Protozoos Moléculas  Atomos Nucleo atémico

aguja
10* 108 10%? 10*° 10%® 10'® 10%°
1K 100 K 10.000 K 10.000.000 K
-272°C -173°C 9.727 °C ~10.000.000 °C

Figura 6. Diagrama del espectro electromagnético, mostrando el tipo, longitud de onda con

ejemplos, frecuencia y temperatura de emision de cuerpo negro®3,
2.2.1 El espectro visible
La luz visible forma parte de una franja que va desde longitudes de onda de 380 nm

(violeta) hasta los 780 nm (rojo). Los colores del espectro se ordenan como en el
arco iris, formando el llamado espectro visible®.Frecuencia y longitud de onda se



19

relacionan por la expresion: ¢ = Av donde c es la velocidad de la luz en el vacio, v

es la frecuencia, y A es la longitud de onda®.

La luz es la region del espectro electromagnético la cual puede ver el ojo humano.
En el extremo azul el limite esta en la longitud onda de 390 nm (una frecuencia de
770 THz) para el extremo violeta. En el extremo rojo, esta alrededor de 700 nm (430

THz). El espectro se muestra en la Figura 7.

Espectro visible por el ojo humano (Luz)

— Infrarrojo
_>
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L ;
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v

Figura 7. Espectro visible de la luz. Las ondas con frecuencia mayor que el extremo violeta son
llamadas ultravioletas y aquellas con frecuencia menores que el extremo rojo se llaman
infrarrojas®*.

2.3 Fotobiomodulaciéon

La FBM es una terapia de luz de baja intensidad. El efecto es fotoquimico, no
térmico. La luz desencadena cambios bioquimicos dentro de las células y se puede
comparar con el proceso de fotosintesis en las plantas, donde los fotones son

absorbidos por los fotorreceptores celulares y desencadenan cambios quimicos °°.

La FBM es la aplicacion de luz (generalmente un laser de baja potencia o un LED
con rango de potencia de 10 mW-500 mW)%. Comiinmente se utiliza luz con una
longitud de onda en la regiéon del rojo al IRC del espectro (660 nm-905 nm) esto
debido a que los organelos celulares tienen mayor absorcion en estas longitudes de
onda®’. Sin embargo, esta no es la Unica longitud de onda que puede ser absorbida
por las células. También se han informado algunos experimentos con muchas otras
longitudes de onda en el rango de 300 a 800 nm obteniendo resultados positivos

con respecto a la aceleracion transitoria de la division celular®.
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2.3.1 La ley de Arndt-Schultz o respuesta bifasica para
fotobiomodulacidn

El concepto de Ley de Arndt-Schulz data de los afios en torno al final del siglo XIX,
cuando H. Schulz publicé una serie de articulos que examinaban la actividad de
varios tipos de venenos (yodo, bromo, cloruro de mercurio, &cido arsenioso, etc.) en
la levadura, lo que demuestra que casi todos estos agentes tienen un efecto
ligeramente estimulante sobre el metabolismo de la levadura cuando se administra
en dosis bajas®®°°. Entonces él entré en contacto con el psiquiatra R. Arndt y juntos
desarrollaron un principio que mas tarde se conocié como la "ley de Arndt-Schulz o
respuesta bifasica”, que establece que los estimulos débiles aceleran ligeramente
la actividad vital, los estimulos mas fuertes aumentan mas, pero se alcanza un pico
y estimulos aun mas fuertes lo suprimen, hasta que finalmente se logra una
respuesta negativa®®. En la Figura 8 se observa un ejemplo de la curva de Arndt-
Schulz.

cell-
activation
cell-
retardation | J N
1 4 Energy density
(10%Jm™)

Figura 8. Grafica mostrando la curva caracteristica de ley de Arndt-Schulz®?.

Esto se ha observado en estudios de cicatrizacion de heridas en los que una dosis
demasiado baja no tuvo impacto y una dosis demasiado alta prolongé la
cicatrizacion de la herida, mientras que la dosis Optima resulté en una cicatrizacion

mas rapida®%93,
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2.3.2 Efectos de la FBM en los sistemas bioldgicos

Para que la luz visible o IRC de baja potencia tenga un efecto sobre un sistema
biolégico, el fotbn debe ser absorbido por bandas de absorcidon electronicas
pertenecientes a un aceptor de fotéon o cromé6foro®®. Un cromoéforo es una molécula
(o parte de una molécula) que imparte un color a un compuesto (por ejemplo,
clorofila, hemoglobina, mioglobina, CCO, otros citocromos, flavina, flavoproteinas o
porfirinas)®®. La “ventana éptica” en un tejido describe un rango de longitudes de
onda donde la penetracion de la luz en el tejido se maximiza mediante el empleo de
longitudes de onda del espectro visible y del IRC®’. Las mitocondrias son "las
plantas de energia celular" en las células eucariotas y, como tales, convierten las
moléculas de los nutrientes y el oxigeno en energia (ATP) por fosforilacion oxidativa.
Se ha propuesto que el CCO es el fotoaceptor principal para el rango de longitud de
onda del rojo-NIR en células de eucariotas®®. El 6xido nitrico (NO) producido en las
mitocondrias puede inhibir la respiracién al unirse al CCO y desplazar el oxigeno,
especialmente en las células lesionadas o hipdxicas®’. Se propone que la FBM
puede foto-disociar NO de CCO y revertir la inhibicion mitocondrial de la respiracion
debido a la unién excesiva de NO®,

Independientemente de si el CCO se activa con luz roja / IRC, o si los canales
ibnicos TRP se activan con luz azul / verde /infrarroja, los resultados celulares tienen
algunos aspectos en comun, pero también muestran algunas diferencias. Ambas
vias dan lugar a un aumento de ATP y un breve estallido de especies reactivas de
oxigeno. Sin embargo, es mas probable que la via CCO conduzca a la liberacion de
oxido nitrico y la via PRT a que genere cambios en los niveles de calcio citosoélico y
mitocondrial'®.La FBM es capaz de producir un cambio en el potencial redox celular
general en la direccion de una mayor oxidacion al aumentar las especies reactivas
de oxigeno (ROS) y disminuir las especies reactivas de nitrégeno (RNS)>5-57.64.65
Se cree que los efectos a largo plazo de la FBM se deben a la activacion de varios
factores de transcripcion por las moléculas de sefalizacion quimica inmediata

producidas por la estimulacién mitocondrial por la FBM. Se cree que las mas
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importantes de estas moléculas de sefializacion son ATP, AMP ciclico, NO y ROS®.

El mecanismo de accién se observa en la Figura 9.

Luz

Mitocondria
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Ruta descendente

f acoreade— —\
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* Procesos Anti
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* Sintesis proteica

+ Metabolismoy
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Figura 9. Esquema que muestra la mitocondria siendo irradiada por luz visible, se muestran los

metabolitos y efectos de cascada descendente que pueden ser generados por la FBM®S.

2.4 La mitocondria

En las mitocondrias se produce la mayor parte del ATP de las células eucariotas.
Metabolizan el acetil coenzima A mediante el ciclo enzimético del acido citrico,
dando como productos al CO2y al NADH. Es el NADH el que cede electrones a una
cadena de transportadores de electrones que se encuentra en la membrana
interna®’. Estos electrones pasan de un transportador a otro llegando como ultimo
paso al Oz, resultando H20. Este transporte de electrones se acopla al transporte
de protones desde la matriz hasta el espacio intermembranoso. Es este gradiente
de protones el que permite la sintesis de ATP gracias a la ATP sintasa. Por unir
fosfato al ADP y por usar el oxigeno como aceptor final de electrones, a este proceso
se le llama fosforilaciébn oxidativa. En las bacterias aerdbicas, que no poseen

mitocondrias, este proceso ocurre en su Unica membrana celular®®,

Las mitocondrias estan rodeadas por una membrana lisa en el exterior que permite
el paso de diferentes moléculas, y por una membrana interna con una gran cantidad
de pliegues, y se encarga de regular el tipo de moléculas que pueden atravesarla.

Estos pliegues proporcionan una gran superficie que contiene muchas proteinas
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con actividad enzimatica necesarias para las reacciones quimicas que transforman

la energia quimica de las moléculas alimenticias en ATP®°,

2.4.1 Cadena de transporte de electrones

La forma de transportar a los electrones para realizar la sintesis de ATP se
encuentra en la membrana interior mitocondrial, este mecanismo es denominado
como cadena de transporte de electrones. Y esta formada por una serie de enzimas
gue pueden pasar por estados de reduccion y oxidacion con el fin de recibir y ceder

electrones. El ultimo receptor de electrones en esta cadena es el oxigeno.

La mayor parte del oxigeno que respiran los seres vivos se usa para aceptar los
electrones que pasan por la cadena respiratoria; después de que un atomo de
oxigeno recibe dos electrones, éste reacciona con dos H+ y forma una molécula de
agua’®. El trayecto de los electrones mediante de la cadena respiratoria es la fuente
energeética para la sintesis de ATP. Una parte de los elementos que conforman a la
cadena respiratoria poseen un color caracteristico’t, denominados citocromos, y

estos absorben luz a longitudes de onda especificas se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Los espectros de extincion de los citocromos absorbentes en la cadena de transporte de

electrones en el visible y NIR. Visualizado entre 400 y 1000 nm 72 .

La cadena de transporte de electrones mitocondrial (Figura 11) utiliza electrones
desde un donador ya sea NADH o FADH 2 y los pasa a un aceptor de electrones
final, como el O2, mediante una serie de reacciones redox 1. Estas reacciones
estan acopladas a la creacion de un gradiente de protones generado por los
complejos I, 1l y IV. Dicho gradiente es utilizado para generar ATP mediante la ATP

sintasa’®.

Electron Transport Chain

Intermembrane space

R

+

NAD" + H

Mitochondrial matrix Inner mitochondrial membrane

Figura 11. Diagrama del funcionamiento de la cadena transportadora de
electrones’.

2.4.2 Cromoéforos en células procariotas

La cadena respiratoria aerObica de B. subtilis estda compuesta por varias
deshidrogenasas, a saber, NADH deshidrogenasa de tipo 2 (NADH), succinato
deshidrogenasa (SDH) y glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, que reduce la reserva

de menaquinona, que es una vitamina antihemorragica. Varios complejos
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respiratorios estan involucrados en la oxidacion de menaquinol. Los electrones
pueden fluir a un complejo b6c, un citocromo ¢550 unido a membrana y un citocromo
caa3 oxidasa’*’>. Como se ha observado anteriormente, los citocromos pueden
actuar como cromoéforos y tienen espectros de absorcion en distintas longitudes de

onda.

Otro cromoforo del B. subtilis, el YtvA, se encuentra involucrado en la respuesta
general al estrés, regulada por un mecanismo de cambio de pareja en el que la
fosforilacion de serina y treonina controla las interacciones de las proteinas en la
via de sefializacion del estrés’®. La rama ambiental de esta via contiene una familia
de cinco proteinas paralogas que funcionan como reguladores negativos. Y una
sexta proteina paraloga actia como un regulador positivo en la misma rama de
sefializacién ambiental, esta proteina es denominada YtvA 76, Esta fue encontrada
como el primer fotorreceptor procariota sensible a la luz azul, y actia de una manera
similar a la fototropina, la cual es una flavoproteina que permite alterar el crecimiento

de las células en respuesta a la luz ambiental””.

En el caso de E. coli, se ha afirmado que los citocromos b y d juegan un papel activo
como un desencadenante de la foto estimulacion cuando las células de E. coli se

exponen a 632,8 nm de luz de un laser HeNe 787°,

Por otro lado, todavia existe un grado de incertidumbre en lo que respecta a la
naturaleza de los procesos que son responsables de la conversion de la foto sefal
en los efectos bioldgicos vy fisioldgicos, los mecanismos considerados hasta ahora
incluyen: un calentamiento localizado transitorio en el microambiente de los
cromoéforos absorbentes de 1uz’®8, un cambio en las propiedades redox de
moléculas criticas como consecuencia de la foto excitacion de los cromoforos
absorbentes iniciales (similar a lo que se sabe que ocurre en el caso de sistemas
fotosintéticos)®! y la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de
la transferencia de energia o de electrones desde los estados excitados
electrénicamente del cromdéforo absorbente en dioxigeno molecular®? . Estos
altimos procesos conducirian a la generacion de especies potencialmente dafinas,

como el superoxido anion (Oz¢ 2), el radical hidroxilo (OH ¢) y oxigeno singulete
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(*O2). Si el dafio oxidativo es de naturaleza subletal, como cabria esperar en el caso
de condiciones de irradiacion leve, la célula puede reaccionar activamente con una

aceleracion de su metabolismo general.

2.5 Microorganismos para la produccion de biofarmacos

Las moléculas de baja masa molecular se denominan genéricamente farmacos,
mientras que los farmacos de alta masa molecular, que estan representados por
polimeros de nucleétidos (ARN o ADN) o aminoéacidos (péptidos y proteinas), se

denominan biofarmacéuticos®3.

Los biofarmacos estan revolucionando el mundo médico, salvando miles de vidas
todos los dias. Los pacientes que padecen cancer, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades inmunitarias y otros problemas de salud se han
beneficiado de los medicamentos bioldgicos, que brindan tratamientos especificos

y menos efectos secundarios®.

El problema con los medicamentos a menudo es que, una vez que se descubren,
no estan inmediatamente disponibles en grandes cantidades. Ahi radica una gran
oportunidad para la biotecnologia. Los microorganismos ya han demostrado que
pueden funcionar como poderosas fabricas de medicamentos®. Asi es como la
insulina para diabéticos, una vez adquirida con gran dificultad del pancreas de los
cerdos, ahora puede ser producida en grandes cantidades por hongos y bacterias
fermentadoras. Los fermentadores son grandes reactores en las que se pueden

cultivar microorganismos en condiciones controladas.

El uso de proteinas como farmacos se ha destacado principalmente por la alta
versatilidad de estas biomoléculas, que tienen diferentes roles fisiologicos en el
cuerpo humano como catalizadores, receptores, canales de membrana, portadores
de macromoléculas y agentes de defensa celular®38. Algunas terapias proteicas
proporcionan una alta especificidad, como la sustitucion de la proteina defectuosa
de un paciente o incluso cumplir con su ausencia debido a defectos genéticos o

complicaciones inmunoldgicas.
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Con los avances de la biologia molecular y el ADN recombinante, las proteinas
humanas pueden obtenerse mediante expresion heteréloga utilizando E. coli, asi
como otras bacterias. El ejemplo clasico es la insulina humana, que se usa para
tratar la diabetes mellitus tipo | y Il (DMI'y DMII). Inicialmente, la insulina se purificd
a partir de extractos de pancreas bovino y porcino. Sin embargo, el proceso fue
costoso y se reportaron muchos casos de respuestas inmunes causadas por
insulina animal en pacientes®”88. Luego se aisl6 el gen de la insulina y la proteina
humanas obtuvo mediante expresion heteréloga usando E. coli. gracias al trabajo
conjunto de investigadores de la firma Genentech Inc., en San Francisco, y del

centro médico Nacional City of Hope de Los Angeles, el 6 de septiembre de 1978.

Los responsables del hallazgo habian empezado por sintetizar las dos
cadenas de ADN correspondientes al gen de la insulina humana y por
separado realizaron un proceso de produccion para cada una. Primero las
insertaron en sendos plasmidos (moléculas circulares de ADN) y luego
introdujeron esos plasmidos en las E. coli. Luego, al reproducirse
normalmente esas bacterias sintetizan las proteinas codificadas en sus
propios genes y también multiplican y expresan el ADN humano que se les
ha inoculado, para generar hileras de aminoacidos idénticas a las de nuestra
insulina. Finalmente, mediante métodos quimicos se purifican y enlazan las

dos cadenas para crear la insulina humana en su forma activa®®.

Actualmente, las ventas totales del mercado de productos microbianos
recombinantes alcanzaron aproximadamente $ 50 mil millones, lo que representa
un tercio de las ventas totales de productos biofarmacéuticos®. La eleccion del
microorganismo en la produccion de productos biofarmacéuticos se basa en
muchos factores, incluida la produccién de bajo costo, la facil manipulacion y
propagacion, y los métodos de biologia molecular®. Algunos de los
biofarmacéuticos mas importantes obtenidos por expresion heterdloga se muestran

enlas Tablas 1y 2.



Tabla 1. Ejemplos de biofarmacos producidos por E. coli %2
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Biofarmacos Uso clinico |Biofarmacos | Uso clinico | Biofarmacos Uso clinico
Tratamiento Nesiritidio
Aldesleucina de Insulina . (Péptido Descompensacion
. . - Diabetes : .
(interleucina-2) | melanomay (Réapida) natriuretico aguda
cancer renal tipo B)
Ancira : . Tratamiento | Nesiritidio L
. : Tratamiento Insulina P Insuficiencia
(interleucina 1 o . para (Péptido -
de artritis (extendida . S cardiaca aguda
(IL1) receptor . . diabetes | natriuretico
. reumatoide con zinc) . : descompensada
antagonista) mellitus tipo B)
Tratamiento
CaI-C|to_n|na o . interferon- | Hepatitis C y Qprelvec[na Prevencion de
(calcitonina de | osteoporosis : (interleucina ) .
a2a leucemia trombocitopenia
Salmon) post 11)
menopausico
Denleucina diftitox Tratamiento
(interleucina-2 y . interferon- | Hepatitis Cy . . Tratamiento de
: ; de linfoma . Palifermina o
toxina fusionada . azb leucemia mucositis oral
. de células T
con difteria)
Tratamiento | . , - Tratamiento de
. . interferén- | Hepatitis C y Hormona !
Filgrastim de : . . osteoporosis e
._ | a2b pegilada leucemia Paratiroidea , L
neutropenia hipoparatiroidismo
Tratamiento FRTMEGTIET
Filgrastim de interferon- Esclerosis Hormona de Tratamiento de
pegilado . B1b multiple crecimiento acromegalia
neutropenia iy
modificada
Hormona de Prader-Willi Enfermedad DECEMSEET
_ Interferon- . - macular
crecimiento and Turner cronica Ranibizumab .
y1b relacionada con la
(HDC) syndromes graulomatosa edad
MEEISETIT Deficiencia
(factor de Reteplase Tratamiento a
. . . . - de hormona . . . .
Glucagon Hipoglicemia | crecimiento 1 de (activador infarto miocardial
similar a la o plasminégeno) agudo
. . crecimiento
insulina)
Mecasermin
rinfabato
: Tratamiento (fa_ctc_)r i Deficiencia Tratamiento a
Glucarpidasa crecimiento 1 N
. para L de hormona : deficiencia de
(carboxypeptidasa P similar a la Somatropin,
i deficiencia | . . de hormona de
bacterial G2) insulina'y su o .
renal . crecimiento crecimiento
proteina de
acoplamiento
IGFBP-3)
Insulina Diabetes VR DEITEIEEL Osteoporosis | Tasonermin Tratamiento de
: . Hormona ) :
(inhalable) mellitus severa (citoquina) sarcoma blando

paratiroidea.




Tabla 2. Ejemplos de biofarmacos producidos por Saccharomyces
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Biofarmaco | Uso clinico |Biofarmaco| Uso clinico Biofarmaco Uso clinico
Insulina Insulina aspart;
. Proteina det<_em|r Diabetes m_sulm_a gIL.‘"S'na; Tratamiento de
Albumina (Insulina de . insulina lispro . .
transportadora " mellitus . : . diabetes mellitus
accion (analogo de insulina
alargada) de accion rapida)
Insulina
Antlcuerpp Isophane Diabetes Péptidos similares al | Tratamiento de
de hepatitis (Insulina de . . . .
i mellitus glucagon diabetes mellitus
B accion
Vacuna de intermedia)
hepatitis B
Factor de :
o Tratamiento ;
. crecimiento . : Tratamiento de
Antigeno . de Ulcera Insulina : :
derivado de NP diabetes mellitus
diabética
plaguetas
Tratamiento
Anticuerpo de Tratamiento de
L Vacuna de Hormona . . .
de hepatitis o o osteoporosis Rasburicasa leucemia y
hepatitis Ay B tiroidea .
B y linfomas
paratiroidismo
Tratamiento de
Hirudina | Anticoagulante VEBUTE 3 VEELmE A Somatropina HSHEEmEE g
9 VPH VPH P hormona de
crecimiento

La tecnologia de fabricacion de productos biofarmacéuticos se puede dividir en

procesos ascendentes y descendentes®. El proceso ascendente se define como el

crecimiento microbiano necesario para producir biofarmacos u otras biomoléculas e

implica una serie de eventos que incluyen la seleccién de la linea celular, los medios

de cultivo, los parametros de crecimiento y la optimizacion del proceso para lograr

las condiciones éptimas para el crecimiento celular y la produccién biofarmacéutica.

El objetivo principal del proceso ascendente es la transformacion de sustratos en

los productos metabdlicos deseados®. Esto requiere condiciones bien controladas

e implica el uso de biorreactores a gran escala. Se deben considerar varios factores,

como el tipo de proceso, lote, control de temperatura, pH y suministro de oxigeno,
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esterilizacion de materiales y equipos empleados y mantenimiento del medio

ambiente para garantizar que esté libre de microorganismos contaminantes®®.

El procesamiento descendente incluye todos los pasos necesarios para purificar un
producto biologico desde el caldo de cultivo celular hasta el producto purificado
final®3. Implica varios pasos para capturar la biomolécula diana y eliminar las
impurezas relacionadas con la célula huésped (p. Ej., Proteinas de la célula
huésped, ADN, etc.), impurezas relacionadas con el proceso (p. Ej., Tampones,
ligandos lixiviados, antiespumante, etc.) e impurezas relacionadas con el producto
(por ejemplo, agregados, fragmentos, especies recortadas, etc.). Cada paso de

purificacién es capaz de eliminar una o mas clases de impurezas®®.
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Capitulo 3.
3. Materiales y métodos

En este capitulo se presenta la informacién correspondiente a los materiales
utilizados en esta investigacién, asi como la descripcion de los métodos que se
llevaron a cabo. Los métodos incluyen el cultivo y mantenimiento de las cepas, el
procedimiento para realizar la FBM, y los métodos para realizar la evaluacion del

efecto de la FBM en la proliferacion de las cepas y la produccion de GFP.

3.1 Materiales
3.1.1 Material biol6gico

Se utilizaron 3 cepas diferentes: B. subtilis, E. coli y S. cerevisiae, la primera fue
donada por el Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA) - IPN
Tlaxcala, estas células fueron aisladas y obtenidas de un cultivo apicola. La cepa
de E. coli fue donada por el laboratorio de microbiologia del Instituto Tecnolégico y
de Estudios Superiores de Monterrey campus Puebla. La levadura S. cerevisiae fue
obtenida de la marca comercial Tradipan esta es una levadura seca instantanea que

requirié ser afiadida a 100 ml de agua tibia para poder ser hidratada y activada.

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Terapia Fotodinamica y el
Laboratorio de Lineas Celulares del Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y

Electrénica.

3.1.2 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es una sustancia disefiada para aportar nutrientes para el
crecimiento de microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequefias
plantas %, este puede ser en forma liquida (caldo) o en forma sélida (agar). Para los
microorganismos modelo empleados en este trabajo se utilizaron los siguientes

medios:
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Levaduras:

e Agar dextrosa Sabouraud (SDA) (MCD Laboratorios)
e Solucion buffer fosfato salino (PBS) compuesto por Sodio Fosfato dibasico
Naz2HPO4 (Gran), cloruro de sodio NaCl (Omnichem Cristal), Potasio Fosfato

monobasico KH2PO4 (Omnichen Cristal) y cloruro de potasio KCI (Gran)

Bacterias:

e Agar de soya tripticaseina (TSA, MCD laboratorios)
e Caldo de soya tripticaseina (TSB, MCD laboratorios)

Materiales:

e Placas Petri marca SYM Laboratories de 60 x 15 mm.

3.1.3 Fuentes de luz

Se utilizaron tres dispositivos a base de LED rojo, azul y verde como fuente de luz
para la FBM, Figura 12. El rango de la longitud de onda de los dispositivos puede
observarse en la Figura 13. Cada dispositivo cuenta con un arreglo de 12 LEDs
ultrabrillantes de 3W de potencia (Vollong Electronics), estos dispositivos fueron
diseflados y construidos por el grupo de biofoténica del INAOE.
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Figura 12. A) Fuente de luz Azul B) Fuente de luz verde C) Fuente de luz roja. se
muestran los espectros de emisidn de los dispositivos que se tomaron con un
espectrofotémetro HR4C2564 Ocean Optics.

Dispositiva rajo
1000 - Dispositve verde
Dispostvg azul
Ir‘.l
A
800 4 a
a
- |
= [
|
S 600 .
I= [
3 |
400 - —
|
|
III \ i
200 -
| -._.\.‘--.
e e S e T
400 450 500 550 600 B850 700

Longitud de onda (nm)

Figura 13. Espectros de emision de los dispositivos LED utilizados durante la FBM®8 | el
espectro de luz roja esta centrado en A = 630 nm, el del dispositivo verde en A =520 nm, y

el espectro de emision del dispositivo azul en 1 =460 nm

3.2 Métodos
3.2.1 Condiciones de cultivo

Para el crecimiento de las células en el medio agar, se sembré en la placa de agar
por el método de estria masiva, una vez estriadas las células incubaron en una

incubadora (Quincy Lab, 8FHK9) durante un periodo de incubacion de 24 horas a
30°C para las levaduras, y 37°C para las bacterias.
En el caso del cultivo en el caldo de cultivo, se recolectaron las células utilizando un

asa bacteriologica 1/1000 y luego se introdujo el asa en el caldo de cultivo,
posteriormente fueron agitadas ligeramente hasta que dispersaron las células, y se

procedio a incubarlas en una incubadora (RIOSSA, E41).
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3.2.2 Proceso de aplicacion de la FBM

Los tratamientos se realizaron teniendo un medio liquido y sobre placas de 96 pozos
se vertieron 100 pl, en el caso de las bacterias se realiza en el mismo caldo en el
que fueron cultivadas, mientras que en las levaduras se realizé un raspado de la
cepa ,posteriormente fueron contadas e introducidas en 20ml de buffer de PBS, las
células fueron cuantificadas como se detalla en la seccion 3.2.3, y se procedi6 a
verter 100 pl en las placas de 96 pocitos , los experimentos de FBM se muestran en
la Tabla 3:

Tabla 3. Tipos de luz, dosis y tiempo empleados en los experimentos de FBM con los diferentes

microorganismos modelo.

Luz roja Tiempo Luz verde | Tiempo Luz azul | Tiempo
0.3 J/icm? 6s 0.3Jcm? |9s 0.3Jicm? | 9s

0.5 J/cm? 9s 0.5J/cm? |14s 0.5J/cm? | 14s

1 J/lcm? 20's 1 J/lcm? 28's 1Jcm? | 28s

3 J/cm? 60 s 3 J/cm? 1min28s | 3 J/cm? 1 min28s
5 J/icm? 1min40s 5 Jicm? 2min28s|5J/cm? | 2min28s
10 J/cm? 3min20s 10 J/cm? | 4min56s|10J/cm? |4 min56s

Para la evaluacion y analisis de la FBM se propusieron 2 grupos experimentales:

* Control: grupo en ausencia de luz

* Tratamiento: exposicion de luz

Se realizaron 3 repeticiones de cada experimento por triplicado (9 repeticiones en

total para cada tratamiento o control).
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3.2.3 Determinacién del niumero de células por unidades
formadoras de colonias

Una unidad formadora de colonia (UFC) es una unidad utilizada en microbiologia
para estimar el nimero de bacterias viables o células fungicas en una muestra. El
recuento con unidades formadoras de colonias requiere cultivar los

microorganismos y contar solo las células viables®.

El método de conteo por UFC se realizé en S. cerevisiae, una vez que se llevo a
cabo la FBM, se tomaron los 100 pL de la placa de 96 pocitos con una micropipeta
y se estriaron en las placas de SDA, posteriormente fueron incubadas durante 24
horas a 30°C, concluidas estas, se realiz6 el conteo de UFC directo desde la placa.

3.2.4 Cuantificacion de las levaduras

Para realizar la cuantificacion celular de células de S. cerevisiae, se llevé a cabo un
conteo utilizando una camara de Neubauer marca JF LAREN. Inicialmente se tenia
la cepa en una placa de SDA, se realizd un raspado y se procedio a introducir las
células en un frasco que contenia 20ml de PBS estéril. Posteriormente se tomé la
camara de Neubauer y se vaciaron 20 ul de la solucion sobre esta

Se realizé un acercamiento a la zona intermedia de la camara, debido a que las
células de S. cerevisiae tienen un diametro de 5 a 10 ym, se contaron en esta zona
haciendo un barrido como se muestra en la Figura 14, se realizaron conteos de al

menos 10 cuadros.

W W

i

=i
i
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Figura 14. A) Se muestran las divisiones de la camara de Neubauer, las células de S. cerevisiae
deben de observarse en la zona central. B) Método de conteo para la cuantificacion celular en la

camara de Neubaer. Se debe de llevar ese orden respetando los margenes de esta 3.

Una vez contadas las células, se realizaron las operaciones mostradas en la
ecuacion 1 para poder determinar cual es el promedio de células por mililitro (Ci)

obteniendo asi la concentracion.

Promedio de células contadas * 250,000 = Ci
Ecuaciéon 1

Obteniendo este resultado se hicieron los célculos necesarios para poder ajustar la
concentracion final con la que se pudo trabajar para poder realizar conteos de UFC
sin que se encuentre completamente saturada la placa de SDA, se llevé a cabo el
concepto de dilucion. La dilucién consiste en rebajar la cantidad de soluto por unidad
de volumen de disolucion. Se logré adicionando mas diluyente a la misma cantidad

de soluto.

En el caso de los experimentos con S. cerevisiae, se estandarizaron las 1000
células /ml, para este experimento. Asi que tomaron los ul necesarios y se
depositaron en otro frasco con volumen de 20ml para poder ajustar la cantidad de
células y normalizar los experimentos. En la ecuacion 2, se despejé el volumen

necesario para poder obtener la concentracion final necesaria.
CixVi=Cf*Vf

(1000 células/ml)(20ml)
i= Ci

Ecuacién 2

En donde:

Ci= concentracion inicial

Vi= volumen inicial

Cf= concentracion final

Vf= volumen final
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Después de que las células fuesen irradiadas por los tratamientos. Se determino
que, para poder tomar las fotografias de las células, fue necesario dejar transcurrir
al menos 72 horas, de este modo se logré observar de mejor manera el crecimiento
con respecto al tamafio celular. Posteriormente, las imagenes fueron analizadas
mediante la aplicacion del programa de analisis de imagenes Image J (ImageJ es
un programa de procesamiento de imagenes basado en Java desarrollado en los
Institutos Nacionales de Salud y el Laboratorio de Instrumentacion Optica y
Computacional), con el cual se determind la cantidad de UFC y al mismo tiempo se
analizo el tamafio de cada una de estas, obteniendo asi el tamafio relativo cubierto

por las células con respecto al area total de la placa Petri.

3.2.5 Cuantificacion de las bacterias

En cuanto a las mediciones realizadas para cuantificacién de E. coli, se realizé una
metodologia diferente, dado que las dimensiones de la E. coli son de 1.0-2.0 ym de
largo, con un radio de 0.5 ym resulta ser muy complicado realizar un conteo de

estas células bajo microscopia 6ptica utilizando una cAmara de Neubauer.

Es debido a esto que se recurri6 a realizar un método de cuantificacion utilizando la
absorcion de las células. Empleando un lector de absorbancia de microplacas
modelo iMark de la marca BIORAD, con un rango de lectura de 400-750 nm.

Se utilizaron los modelos de absorcion de bacterias del estandar de McFarland9,
estos datos son una correlacion entre la absorbancia de las bacterias al ser medidas
con una longitud de onda de 600nm y la densidad celular, la cual es la cantidad de

UFC por ml, como se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Equivalencia de estandar de McFarland con la absorbancia obtenida por

un espectrometro 100
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# Estandar de McFarland 0.5 1 2 3 4
Densidad celular 15 3 6 9 12
aproximada (1x108/ml)
Absorbancia auna 0.132 0.257 0.451 0.582 0.669
longitud de onda de
600nm

Teniendo esta informacion, se realizé la tabulacién para obtener una grafica que se
comporta de manera exponencial. Y posteriormente se procedié a obtener una
gréafica con una ecuacion definida mediante el programa Origin (este es un programa
informatico para graficos cientificos interactivos y analisis de datos, es producido
por OriginLab Corporation). Habiendo obtenido esta ecuacion, los célculos de la
densidad celular pudieron obtenerse de una manera sencilla sustituyendo el valor
de x, como la absorcién obtenida en el lector de microplacas, como se muestra en

la Figura 15.
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Model Exponential B

Equation |y =y0 + A*exp(R0*x)
Reduced Chi{ 2.26E+14
Adj. R-Squa| 0.99877

Figura 15. A) Linea negra, son los puntos obtenidos con la informacién de la Tabla 4. La linea roja
es el ajuste de los puntos empleando la ecuacién ajustada a los puntos mostrada en la Figura B,
obteniendo una R? de .99877 B) Ecuacién obtenida de la gréfica ajustada. Se debe de sustituir X

como el valor obtenido por la absorcién del lector de microplacas.

En el caso de las E. coli secretoras de GFP, se realizaron pruebas con un
espectrometro de fluorescencia (Horiba, FluoroMax-3). Para poder obtener el
espectro de emision de las proteinas GFP al ser excitadas bajo una longitud de onda
de 330 nm.

Figura 16. espectrometro de fluorescencia FluoroMAXx-3 utilizado para realizar las

mediciones de fluorescencia de las GFP.

Se realizaron FBM utilizando luz roja, verde, azul y la mezcla de las 3 en placas de
96 pozos, y posteriormente se colocaron en una celda para espectrofotometro con

el fin de medir la excitacién de fluorescencia.

Finalmente, fueron desplegados los datos y se obtuvieron las curvas de absorcion
correspondientes. Se procedié a hacer una deconvolucion mediante el programa
PeakFit, para poder obtener la contribucion real de la excitacion de las proteinas

GFP en la longitud de onda = 510 nm.
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3.3 Pruebas de analisis estadistico

Para realizar las comparaciones entre los mismos tratamientos de cada
microorganismo, se obtuvieron las medias estadisticas, asi como la desviacion

estandar para cada grupo control experimental y grupo de tratamiento.

Con el fin de determinar si existe o no una diferencia significativa entre tratamientos
utilizando la misma longitud de onda, pero en diferentes repeticiones. Se llevo a
cabo una comparacion estadistica entre grupos mediante andlisis de varianza de
una via (ANOVA) y la prueba de Tukey utilizando el programa estadistico Minitab
19 (este es un software de analisis estadistico, que automatiza los célculos y la

creacion de graficos).

Para poder realizar el analisis de Anova, inicialmente se tienen que analizar los

datos, por lo que se requieren el cumplimiento de los siguientes supuestos:

e Las poblaciones (distribuciones de probabilidad de la variable dependiente

correspondiente a cada factor) son normales. Por lo que se realizé las

pruebas de normalidad de Anderson-Darling de cada uno de los tratamientos
(luz roja, verde, azul y mezcla de luces) para cada organismo biologico (E.
coli, B. subtilis y S. cerevisiae) las cuales puede encontrarse en el anexo A.
En estas se demostré que, para todos los casos, el valor p encontrado fue
superior al del nivel de significancia (P > 0.05) por lo que se acepto la
hipotesis nula, por lo que los datos siguen una distribucion normal
especificada.

e Las K muestras sobre las gue se aplican los tratamientos son independientes.

Las repeticiones entre tratamientos fueron realizadas por triplicado en dias
diferentes con microorganismos distintos entre las repeticiones, en ningun
momento se realiz6 FBM sobre células previamente tratadas. Una vez
transcurrido el tiempo de crecimiento, se procedi6 a obtener los datos
pertinentes y se inactivaron las células, para después almacenarse en un
contenedor y posteriormente descharcharlas. Las variables independientes

fueron: medio de cultivo, temperatura, longitud de onda y fluencia.
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e Las poblaciones tienen todas iqual varianza (homocedasticidad). Dada la

naturaleza de los microorganismos, no se puede contar con la misma
cantidad de CFU en cada experimento. Es debido a esto que las cantidades
y la varianza puede ser ligeramente mayor o menor, sin embargo, en las
Figuras 17, 20 y 31 se observan las medias con sus respectivos rangos de
varianza, todos estos intervalos se encuentran dentro de los margenes de
varianza, por lo que se determina que las varianzas son estadisticamente

similares.

El valor de significancia con el que se realizaron los andlisis estadisticos fue de 0.05,
si el valor p obtenido en el analisis ANOVA es inferior al de significancia, se concluye
gue las diferencias entre alguna de las medias son estadisticamente significativas.
En el caso contrario, si el valor p es mayor al de significancia, se concluye que las

diferencias entre las medias no son estadisticamente significativas.
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Figura 17. Diagrama de metodologia.




42

Capitulo 4.
4. Resultados

Se observa el efecto de la FBM en los 3 microorganismos modelo para la bacteria
E. coli, S. cerevisiae y B. subtilis, en la seccidén 4.1 se encuentran las Tablas con los
tratamientos realizados segun lo descrito en la metodologia, en donde se muestra
cual es el mejor resultado utilizando una misma longitud de onda, pero en una dosis

diferente. Ese valor de dosis seleccionado se utilizé en las siguientes secciones.

En la seccidn 4.2 se muestran los experimentos realizados con B. subtilis, en donde
se presentan los resultados de la cuantificacion de UFC utilizando las dosis
obtenidas en la seccién 4.1, y se lleva a cabo una comparacion entre las

repeticiones de los tratamientos.

Del mismo modo, en la seccidon 4.3 se exponen los resultados con E. coli de la
cuantificacion de UFC y la comparacion entre las repeticiones de los tratamientos.
Y, ademas, se muestran los resultados de absorcion obtenidos por la emision de
fluorescencia de la GFP. Finalmente, la seccion 4.4 consta de los resultados
obtenidos del tamafio de las UFC en S. cerevisiae expuestas a los tratamientos de
FBM.

4.1 Efecto de diferentes dosis de FBM sobre
microorganismos modelo

Al analizar la informacion aportada en la Tabla 5. se observo que en B. subtilis
utilizando la luz roja, la terapia que obtuvo el mayor nimero de UFC resulto ser la
de dosis de 1J /cm?, en cuanto a la luz verde el tratamiento con dosis del J /cm?
también fue el que obtuvo la mayor cantidad de UFC, finalmente para la luz azul se

observa que el tratamiento que destaca es el de .3 J /cm?.

Para el caso de E. coli que se expuso que en la Tabla 6, los resultados fueron
similares a los de B. subtilis, se obtuvo que, para la luz roja y verde, las dosis que
generan una mayor cantidad de UFC son de 1J /cm?, mientras que para la luz azul

la de 3 J/cm? fue la que tuvo mejores resultados.
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Finalmente, se denota en la Tabla 7, que en el caso de S. cerevisiae, al utilizar la
luz roja y verde, las dosis que generaron el mayor incremento en el tamafio de la
colonia en mm? fueron las de 1 J/cm?. Mientras que para el color azul se observé
que existen 2 dosis en las que no se observaron diferencias significativas, por lo

que se procedié a tomar la dosis de .3 J/ cm? por fines de practicidad y equivalencia

de dosis en comparacion con las de B. subtilis y E. coli.

Tabla 5. Efecto de la FBM sobre la proliferacion celular en B. subtilis.

Promedio de media de UFC de B. subtilis en diferentes tratamientos

Rojo .1 Rojo .3 Rojo .5 Rojo 1 Rojo 3 Rojo 5 Rojo 10
J/ecm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? controles
3.23E+08 | 3.59E+08 | 4.88E+08 | 5.19E+08 | 4.28E+08 | 3.55E+08 | 2.84E+08 | 3.55E+08
3.10E+08 | 3.57E+08 | 4.79E+08 | 5.04E+08 | 3.93E+08 | 3.08E+08 | 2.54E+08 | 3.48E+08
Azul 0.1 Azul 0.3 |[Azul0.5 |[Azull Azul 3 Azul 5 Azul 10
J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? controles
3.80E+08 | 4.14E+08 | 3.74E+08 | 3.33E+08 | 3.10E+08 | 2.87E+08 | 2.29E+08 | 3.51E+08
Nota: Se remarca en amarillo los mejores resultados obtenidos.
Tabla 6. Efecto de la FBM sobre la proliferacion celular en E. coli.
Promedio de media de UFC de E. coli en diferentes tratamientos
Rojo .1 Rojo .3 Rojo .5 Rojo 1 Rojo 3 Rojo 5 Rojo 10
J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? Controles
4.56E+08 | 4.95E+08 | 5.64E+08 | 7.00E+08 | 5.72E+08 | 4.08E+08 | 3.27E+08 | 4.30E+08

controles

3.76E+08 | 4.17E+08 | 4.80E+08 | 5.79E+08 | 4.37E+08 | 3.72E+08 | 3.03E+08 | 3.83E+08
Azul 0.1 Azul 0.3 |[Azul0.5 |[Azull Azul 3 Azul 5 Azul 10
J/em? J/cm? J/em? J/em? J/em? J/em? J/cm? controles
5.02E+08 | 5.50E+08 | 5.12E+08 | 4.34E+08 | 3.86E+08 | 2.46E+08 | 2.23E+08| 4.25E+08

Nota: Se remarca en amarillo los mejores resultados obtenidos.

Tabla 7. Efecto de la FBM sobre la proliferacion celular en S. cerevisiae.

Promedio de medias de tamafio de crecimiento de S. cerevisiae en diferentes tratamientos

Rojo .3 Rojo .5 Rojo 1 Rojo 3 Rojo 5 Rojo 10
J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? J/cm? control
4.8270 5.3281 5.76719 4.6872 4,2518 41115 4.2394
4.22168 4.6533 5.1022 4.7696 4.3822 4.1775 4.2540
Azul 0.1 |Azul0.3 |Azul0.5 |Azull Azul 3 Azul 5 Azul 10
JJjem? | )/cm? J/cm? J/em? J/cm? J/ecm? J/cm? control
4.27856 4.2726 4.2689 4.4466 4.4710 4.147 4.0873 3.8664
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Nota: Se remarca en amarillo los mejores resultados obtenidos.

4.2 Resultados de cuantificacion de UFC de B. subtilis

A continuacion, se muestran los resultados graficados del promedio de UFC/ml de
cada una de las repeticiones de un mismo tratamiento (Figura 17), obtenidos del
analisis de absorcion. Todos los resultados se encuentran anexados en el apéndice
A. Los resultados para cada uno de los tratamientos comparados entre ellos
arrojaron que no existen diferencias significativas. Por lo que se pudieron agrupar
los datos y obtener la media para cada tratamiento como se observa en la Figura
18. Se destaca con (*) los resultados con diferencias significativas respecto al

control.

Dado que se obtuvieron diferentes valores de medias, se quiere determinar qué
resultados son estadisticamente diferentes, por lo que se realizé la prueba de
ANOVA sobre las medias como se observa en la Tabla 8, donde se obtuvo que
existe una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos de FBM. Por lo
que se realizo la prueba de Tukey para determinar cuales fueron los tratamientos
gue son significativamente diferentes entre ellos. Como se observa en la Tabla 9 y
Figura 19, los Unicos resultados que presentan similitudes son al utilizar la FBM con
luz roja y luz verde, mientras que los demas resultados arrojan diferencias
significativas. En la Tabla 9 se destaca que los tratamientos en los que se obtuvo
una mayor proliferacion celular fueron los de luz roja y verde generando una
cantidad de UFC de 69% y 65% respectivamente, superiores al grupo control.
Posteriormente el de la mezcla de luces se considera como el tercer mejor
generando un incremento de UFC del 47% superior al control, y finalmente el de luz
azul promoviendo un 20% las UFC mas que en el tratamiento control. Todos estos
tratamientos generaron una diferencia significativa de UFC /ml con respecto al

control.
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Resultados: B. subtilis
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C Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM
con luz verde a 1 J/m2

Datos

Verde 1 Verde 2 Verde 3

La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para cakular los intervalos.

D Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM
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Figura 17. Resultados de cantidad de UFC/mI obtenidos para la cepa B. subtilis, realizando FBM
con A) Luz roja (630 nm) a 1 J/cm? B) Luz azul (450 nm) a 0.3 J/cm?. C) Luz verde (520 nm) a 1
Jicm? D) Mezcla de luces roja (1 J/cm?), verde (1 J/cm?) y azul (0.3 J/cm?). Las gréaficas muestran
las medias estadisticas de los tratamientos, habiéndose hecho 3 repeticiones por triplicado para
cada color. Se observan los intervalos de confianza de cada una de las medias. Escala vertical en
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Figura 18. Comparativa de medias de UFC/ml aplicando FBM en B. subtilis. Se agruparon
todos los valores obtenidos para cada tratamiento. Se destaca con (*) los resultados con
diferencias significativas respecto al control.
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Tabla 8. Andlisis de varianzas, se observa que el valor p es menor que el nivel de significancia,
por lo que se concluye que no todas las medias de poblacién son iguales.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 7.09904E+17 1.77476E+17 142.75 0.000
Error 108 1.34277E+17 1.24330E+15

Total 112 8.44181E+17

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para los diferentes tratamientos utilizados
Rojo - Azul i
verde - Azul i
mix 1R 1V 3 - Azul i
control - Azul e i
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5 un intervalo no contiene cerc, los medics correspondientes son significotivemente
diferentes.

Figura 19. Intervalos de comparacién simultaneos con 95% de confianza, en donde se
muestran todos los tratamientos y se comparan las medias. Si un intervalo no contiene cero,
las medias correspondientes son significativamente diferentes.

Tabla 9. Comparacioén de parejas de Tukey con confianza del 95% para experimentos de FBM
con diferentes longitudes de onda Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

Factor N Media Agrupacion
Rojo 27 600975921 A

verde 27 584836724 A

Mixta 27 521314974 B

Azul 27 417763904 C

control 5 353637163 D
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4.3 Resultados de cuantificacion de UFC de E. coli

A continuacion, se muestran los resultados graficados del promedio de UFC/ml en
E. coli de cada una de las repeticiones de un mismo tratamiento (Figura 20)
obtenidos del analisis de absorcion. Todos los resultados se encuentran anexados
en el apéndice B. Los resultados para cada uno de los tratamientos comparados
entre ellos arrojaron que no existen diferencias significativas entre ellos. Por lo que
se pudieron agrupar los datos y obtener la media para cada tratamiento como se
observa en la Figura 21. Se destaca con (*) los resultados con diferencias

significativas respecto al control.

Como se observa en la Tabla 10, se realizé la prueba de ANOVA sobre las medias,
donde se obtuvo que existe una diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos de FBM. Por lo que se realizé la prueba de Tukey para determinar qué
tratamientos son significativamente diferentes entre ellos. Se observan los
resultados en la Tabla 11 y Figura 22, se denota que no existen similitudes entre los
mismos tratamientos, por lo que todos presentaron diferencias significativas. Se
destaca que el tratamiento en el que se obtuvo una mayor proliferaciéon celular fue
el de luz roja generando un 69% de mayor cantidad de UFC a comparacion del
control, seguido del tratamiento de mezcla de luces con un 55% de mayor cantidad
de UFC que el control, después el de luz verde generando un 42% de mayor
cantidad de UFC respecto al control, y finalmente el de luz azul promoviendo un
32% de cantidad de UFC respecto al control. Todos estos tratamientos generaron

una diferencia significativa de UFC /ml con respecto al control.
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Resultados: Repeticiones de E.coli
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Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM
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Figura 20. Resultados de cantidad de UFC/mI obtenidos para la cepa E. coli, realizando FBM con
A) Luz roja (630 nm) a 1 J/cm? B) Luz azul (420 nm) a 0.3 J/cm? C) Luz verde (520 nm) a 1 J/cm?
D) Mezcla de luces roja (1 J/cm?), verde (1 J/cm?) y azul (0.3 J/cm?). Las graficas muestran las
medias estadisticas de los tratamientos, habiéndose hecho 3 repeticiones por triplicado para cada
color. Se observan los intervalos de confianza de cada una de las medias. Escala vertical en 10"x
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Figura 21. Comparativa de medias de UFC/ml de E. coli. Se agruparon todos los valores
obtenidos para cada tratamiento. Se destaca con (*) resultados con diferencias significativas
respecto al control.
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Tabla 10. Se muestra el analisis de ANOVA realizando la comparacion entre todos los
tratamientos incluidos el control. Se observa que el valor p es menor que el nivel de
significancia, por lo que se concluye que no todas las medias de poblacion son iguales.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 1.46174E+18 3.65434E+17 493.57 0.000
Error 139 1.02914E+17 7.40387E+14

Total 143 1.56465E+18

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para los diferentes tratamientos utilizados

Rojo - Azul ey

verde - Azul ——
mix 1R 1V .3 - Azul
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5 un intervalo no contiene cera. las medias correspondientes son significativomente
diferentes.

Figura 22. Intervalos de comparacion simultdneos con 95% de confianza, en donde se muestran
todos los tratamientos y se comparan las medias. Si un intervalo no contiene cero, las medias
correspondientes son significativamente diferentes
Tabla 11. Comparacion de parejas de Tukey con confianza del 95% para experimentos de FBM

con diferentes longitudes de onda Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes
Factor N Media Agrupacioén
Rojo 1J /cm? 27 690701183 A
Mixta 1R 1V .3A 27 634793621 B
verde 1) /cm? 27 580048259 C
Azul .3 J /em? 27 541555120 D

control 36 408202001 E
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4.3.1 Andlisis de Fluorescencia de GFP en E. coli

Se muestran los resultados correspondientes al espectro de fluorescencia de la
proteina GFP al ser irradiados a 395nm se obtuvo el espectro de excitacion de las
proteinas y, posteriormente, se procedié a realizar un analisis realizando una
deconvolucién de la gréafica, para obtener las contribuciones de la excitacion en
diferentes longitudes de onda. El resultado que se debe destacar es el de la integral
de la grafica que se encuentra entre 500 y 530 nm, (se marcé con una flecha amarilla
como se observa en la Figura 23), debido a que en este rango es el de la
fluorescencia de la GFP.

Como se ve en la Figura 23 se muestran 5 graficas obtenidas, que equivalen a la
primera medicién: la de irradiacion con luz roja, verde, azul, mixta y su comparacion

con un control, las demas repeticiones pueden observarse en el apéndice C.

Se obtuvieron los resultados por triplicado y se analizaron, se determiné que no
existe una diferencia significativa entre las repeticiones, dicho esto, se promediaron

los datos y se obtuvo la grafica mostrada en la Figura 24.

Posteriormente, se muestra el andlisis de ANOVA (Tabla 12) y con la prueba de
Tukey (Imagen 25) en los datos de la fluorescencia, para determinar si algun
tratamiento cuenta con un valor medio mostrando diferencias significativas, Se
observa en la Tabla 13 que la terapia que estimula la mayor concentracion de
proteinas es la de luz roja generando un 52% mas proteinas que el control , seguida
de la mezcla de luces al igual que la luz verde, en las cuales se determiné mediante
la prueba de Tukey que no existen diferencias entre ellas, la concentracion de
proteinas para estos dos tratamientos fue de 40% y 33% mayores que el control
respectivamente y finalmente la luz azul muestra que es la que menor efecto tiene
en cuanto a la estimulacion de secrecion de proteinas siendo solamente el 19%.
Todos estos tratamientos generan una diferencia significativa de UFC /ml con

respecto al control.
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Figura 23. Curvas de absorcién obtenidas al realizar espectroscopia de fluorescencia de muestras
conteniendo E. coli y GFP, se pueden apreciar diferentes curvas, y marcan una contribucién de los
componentes de la muestra y de la celda espectroscépica, la que se debe destacar es la tercera
curva, ya que en esta se muestra la fluorescencia en 515 nm, el rango de emisién de la GFP. Los
valores encima de las curvas son los de la integral de esta. Siendo asi un equivalente para la
concentracion. Fluorescencias obtenidas al realizar FBM en E. coli utilizando A) luz roja (630 nm)
Dosis: 1 J/cm?, Integral: 5.3199 x107. B) mezcla de luces azul, verde y roja, integral: 4.7301 x107.
C) luz verde (520 nm) Dosis: 1 J/cm?, integral: 4.606 x107 D) ) luz azul (450 nm) Dosis: 0.3 J/cm?,
integral: 4.1286 x107 E) Muestra control. Integral 3.4976 x10’.
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Figura 24. Se muestran las medias de los datos de fluorescencia observados en la figura 23. Cada
experimento se hizo por triplicado, denotando como 1, 2, y 3 las diferentes repeticiones Se

destacan con (*) los resultados con diferencias significativas respecto al control.

Tabla 12. Andlisis de varianza de los datos de fluorescencia. Se observa que el valor p, es menor

al nivel de significancia por lo que no todas las medias de poblacion son iguales

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 5.89546E+14 1.47386E+14 64.57 0.000
Error 10 2.28244E+13 2.28244E+12

Total 14 6.12370E+14
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para los diferentes tratamientos utilizados
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Figura 25. Prueba de Tukey para analisis de fluorescencia. Si un intervalo no contiene cero, las
medias correspondientes son significativamente diferentes. Por lo que los Unicos tratamientos

estadisticamente similares son el de FBM con luz verde y FBM con mezcla de luces.

Tabla 13. Andlisis por método de Tukey a resultados de fluorescencia. Se realiza una agrupacion
mostrando las categorias de eficacia del tratamiento. Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

Factor N Media Agrupacion

Rojo 3 52987667 A

mezcla 3 48563333 B

verde 3 46224333 B

azul 3 41361333 C

control 3 34727000 D
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4.4 Resultados de S. cerevisiae

Se presentan los resultados para cada tratamiento de FBM realizado para S.
cerevisiae y evaluando a través de UFC. En la Figura 26 se observan las
repeticiones del tratamiento de FBM utilizando una mezcla de luces roja (1J/cm?),
verde (1J/cm?), azul (.3J/cm?). Se obtuvo que los resultados que presentaron el
mayor incremento en el tamafio de UFC fue el de la terapia con mezcla de luces,
siendo estas 160% mayores que el control. Mientras que en la Figura 27 se
muestran los resultados de la FBM utilizando luz azul, esta resulto ser la terapia que
generd el menor crecimiento en las UFC, teniendo solamente un 16% de
crecimiento respecto al control. Del mismo modo, en la Figura 28 se presentan los
resultados del tratamiento de FBM con luz roja siendo esta de 35% mayores que el
control, y en la Figura 29 el de la luz verde que gener6 un crecimiento del 23%

respecto al control (Figura 30).

Después de realizar el andlisis de las imagenes, en la Figura 31, se muestran los
resultados graficados del promedio de tamafio en mm? de cada una de las
repeticiones de un mismo tratamiento. Los resultados para cada uno de los
tratamientos comparados entre ellos arrojaron que no existen diferencias
significativas. Por lo que se pudieron agrupar los datos y obtener la media para

cada tratamiento como se observa en la Figura 32.

Estos valores fueron comparados con el andlisis ANOVA mostrado en la Tabla 14,
para determinar si las medias son estadisticamente diferentes. Se observa que el
valor p es inferior al nivel de significancia de 0.5, por lo que se concluye que no
todas las medias son estadisticamente similares, asi que se procede a realizar en
analisis de Tukey, el cual se muestra en la Figura 33 y en la Tabla 15. Se determina
que la FBM que generd el mayor incremento en el tamafio de las UFC fue sin lugar
a duda la terapia de mezcla de luces. Seguida por FBM con luz roja, luego la de luz

verde y finalmente la de luz azul
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Figura 26. FBM en cepas de S. cerevisiae utilizando mezcla de luces roja (1 J/cm?) verde (1 J/cm?)
azul (0.3 J/icm?). A), B), C) Primera, segunda y tercera repeticion del primer experimento. D), E), F)
Cuantificacion de UFC y calculo del tamafio de cada UFC respectivamente. G), H), I) Primera,
segunda y tercera repeticion del segundo experimento. J), K), L) Cuantificacion de UFC y célculo
del tamafio de cada UFC respectivamente. M), N), O) Primera, segunda y tercera repeticion del
tercer experimento. P), Q), R) Cuantificacién de UFC y célculo del tamafio de cada UFC

respectivamente
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Figura 27. FBM en cepas de S. cerevisiae utilizando luz azul con dosis de 0.3 J/cm?. A), B), C)
Primera, segunda y tercera repeticién del primer experimento. D), E), F) Cuantificacién de UFC y
célculo del tamafio de cada UFC respectivamente. G), H), I) Primera, segunda y tercera repeticién

del segundo experimento. J), K), L) Cuantificacion de UFC y calculo del tamafio de cada UFC
respectivamente. M), N), O) Primera, segunda y tercera repeticion del tercer experimento. P), Q),

R) Cuantificacion de UFC y calculo del tamafio de cada UFC respectivamente
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Figura 28. FBM en cepas de S. cerevisiae utilizando luz roja con dosis de 1 J/cm?. A), B), C)
Primera, segunda y tercera repeticion del primer experimento. D), E), F) Cuantificacién de UFC y
calculo del tamafio de cada UFC respectivamente. G), H), I) Primera, segunda y tercera repeticion

del segundo experimento. J), K), L) Cuantificacién de UFC y calculo del tamafio de cada UFC
respectivamente. M), N), O) Primera, segunda y tercera repeticién del tercer experimento. P), Q),

R) Cuantificacién de UFC y calculo del tamafio cada UFC respectivamente
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Figura 29. FBM en cepas de S. cerevisiae utilizando luz verde con dosis de 1 J/cm?. A), B), C)
Primera, segunda y tercera repeticién del primer experimento. D), E), F) Cuantificacién de UFC y
célculo del tamafio de cada UFC respectivamente. G), H), I) Primera, segunda y tercera repeticién

del segundo experimento. J), K), L) Cuantificacion de UFC y calculo del tamafio de cada UFC
respectivamente. M), N), O) Primera, segunda y tercera repeticién del tercer experimento. P), Q),

R) Cuantificacion de UFC y calculo del tamafio de cada UFC respectivamente
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Figura 30. Control de cepas de S. cerevisiae. A), B), C) Primera, segunda y tercera repeticién. D),
E), F) Cuantificacion de UFC y calculo del tamafio de cada UFC respectivamente. G), H), 1)
Primera, segunda y tercera repeticién del segundo experimento. J), K), L) Cuantificacion de UFC y
célculo del tamafio de cada UFC respectivamente. M), N), O) Primera, segunda y tercera repeticién
del tercer experimento. P), Q), R) Cuantificacion de UFC y célculo del tamafio de cada UFC

respectivamente



60

Resultados: S. cerevisiae

A Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM

con luz roja a 1 J/im?
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La desviacién esténdar agrupada se utilixd para caleular los intervalos.

B Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM
conluz azula 0.3 Jicm?

a4

a2
azul 1 azul 2 azul 3

La desviacién estdndar agrupada se utilizd para calcular los intervalos.

C Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM
con luz verde a 1 J/m?
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervatos.

. Resultados obtenidos de 3 repeticiones de FBM -
con luz roja, verde y azula 1, 1y 0.3 Jicm?

Datos
/

il mix 2 mix 3

La desviacién estdndar agrupada se utilizé pora calcular los intervalos.

Figura 31. Gréafica mostrando las medias de crecimiento en mm? de los valores obtenidos al

realizar tratamientos de FBM A) roja con dosis de 1 J/cm? B) azul con dosis de 0.3 J/cm?. C) verde

con dosis de 1 J/cm?. D) mezcla de luces con dosis de 1 J/cm? para la roja y verde, y .3 J/cm? para

la luz azul. Escala vertical en mm?2

Tamano promedio mm~2 S. cerevisiae

10.80 *

control
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Figura 32. Tamafo promedio de las UFC de S. cerevisiae posteriormente a los tratamientos

sefialados.

Tabla 14. Andlisis de varianza de medias de tamarfio de S. cerevisiae post tratamiento

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 4 258.51 64.6267 107.22 0.000
Error 40 24.11 0.6028

Total 44 282.62

ICs individuales de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para los diferentes tratamientos utilizados

azul - rajo bt
]
verde - rajo '—'—;—
I
mix = rajo E *
control - rojo —a— E
verde - azul ._J:.._|
]
mix - azul : —*—
I
contral - azul I—O—i'
mix - wverde E —8—
control - verde —*— E
1
contral - mix —t— |
l
-8 -6 -4 -2 ] 2 4 [ 8

5l un intervelo no contiene cero, las medios correspondientes son significatvemente
aifierentes.

Imagen 33. Prueba de Tukey para analisis de las medias de tamafios de UFC de S. cerevisiae
después de los tratamientos. Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son
significativamente diferentes. Por lo que los Unicos tratamientos estadisticamente similares son el

de FBM con luz verde y FBM con mezcla de luces.

Tabla 15. Comparacion en parejas de Tukey de las medias del tamafio de UFC de

S. cerevisiae post tratamiento. Las medias que no comparten una letra son significativamente

diferentes.
Factor N Media Agrupacioén
Mixta 3R 3V .3A 9 10.795 A
rojo 9 5.588 B
verde 9 5.102 B C
azul 9 4.8381 C D
control 9 4144 D
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Capitulo 5.
5. Discusion.

Uno de los resultados mas significativos de esta investigacion fue el resultado
obtenido en el caso de la E. coli secretora de GFP, ya que como se observa en las
Figuras 21y 25, Se detect6 que la FBM utilizando luz roja con una dosis de 1J/cm?
resulto tener los mejores resultados tanto en proliferacién celular promoviendo una
proliferacion de UFC 69% superior al control , asi como en sintesis de GFP 52%
mayor al control , este resultado era de esperarse ya que como lo menciona
Trushin'®? la luz roja e IRC de baja intensidad estimula el crecimiento de la bacteria
E. coli , ademas Karu ?* discutié varios mecanismos que pueden ser responsables
del efecto estimulante de la luz sobre las células de E. coli, donde se menciona la

foto excitacidn de ciertos centros de reaccion en los complejos cyt bd y bo de E. coli.

Se sabe que la radiacion de diferentes longitudes de onda puede inducir varios
cambios fisicos y quimicos en foto aceptores y los componentes de las vias de las
cadenas respiratorias, modificando asi la homeostasis celular'®?, El Desplazamiento
foto inducido del estado redox de las células hacia la oxidacion estimula su actividad
metabdlica, mientras que el cambio hacia la reduccién lo inhibe'%t. En particular, la
luz roja e IRC cambia el estado redox de las células hacia la oxidacion y mejora la
sintesis de ATP y ADN °7103_ Esto puede explicar la estimulacion del crecimiento de
las células y mejora de la sintesis de GFP en las células observadas en los
experimentos. Estos resultados coinciden con lo reportado por Karu!®* donde se

informa que el laser He-Ne rojo aumenta la sintesis de proteinas celulares totales.

Del mismo modo, también se observan incrementos significativos con respecto al
control en todos los otros tratamientos, esto esta respaldado con lo observado por
Tiphlova® que cuando se irradia a 404, 454, 530, 619 nm las células comienzan a
dividirse méas rapidamente, se sugiere que los componentes de la cadena
respiratoria de la bacteria, como las deshidrogenasas y el cyt d, podrian ser los foto
aceptores implicados. Se cree que el efecto de estimulacion del crecimiento se debe

a la capacidad de la cadena respiratoria activada por irradiacion para producir el
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gradiente de pH necesario mas rapidamente, lo que permite que las células

comiencen a dividirse 193,

Al centrarse en los resultados obtenidos con la FBM con luz verde en B. subtilis se
observa que difiere con los obtenidos en la FBM con luz verde en E. coli. Se cree
gue estos resultados se deben a que una gran parte de los citocromos de esta
bacteria, como lo son: cyt caa 3, cyt aa 3 cyt b-558/sdh cyt b-558/cta cyt ¢-550 (13
kDa) tienen un pico de absorcién justamente en el rango de 510-560 nm!%, esto
podria explicar el alto indice de proliferacion al utilizar esta terapia. Sin embargo, se
menciona que audn existen muchas incognitas con respecto a los cromoforos
bacterianos y las funciones de estos. De aqui la importancia de poder realizar
andlisis méas detallados de todas las proteinas involucradas en el proceso de FBM.

En el caso de los resultados de la FBM con luz mixta, se ha reportado que la
exposicion a laser de baja potencia de longitud de onda dual (radiacién secuencial
0 simultédnea) es capaz de inducir efectos biolégicos, que difieren de los inducidos
por cada radiacion laser sola, lo que sugiere que otros efectos terapéuticos podrian
obtenerse utilizando irradiacion laser de baja potencia de longitud de onda dual o
de longitud de onda multiplet®®197 |os resultados obtenidos con la FBM con luz
mixta en las bacterias estudiadas (E. coli, B. subtilis) demostraron que esta terapia
resulté menos estimulante a comparacion de la luz roja, tanto en proliferacion como
en generacion de proteinas. Por lo que suponemos que pudiera deberse a un
proceso de saturacion en los cromoéforosi®? ya que no se observan diferencias
significativas a comparacion de la luz verde. Inicialmente se realizo la hipotesis en
la que se creia que habria una suma en las respuestas estimulantes como ocurre

en el caso de la terapia mixta con S. cerevisiae.

Analizando estos resultados en las levaduras, se puede mencionar que existe una
gran diferencia con respecto al efecto de la FBM sobre las bacterias ya que se
observa que la terapia con mayor eficiencia resulté ser la mixta, los diferentes
comportamientos podrian deberse a que las levaduras son un organismo de mayor
complejidad a comparaciéon de las bacterias®>°¢ cuentan con mayor cantidad de

cromoforos membranales e internos, y teniendo mayor importancia la cadena
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transportadora de electrones mencionada en el capitulo 2.12, esta cadena es
encontrada en la mitocondria y forma parte del proceso central de la generacion de

energia celular®’.

Sin embargo, estos no son los uUnicos cromoforos, también se sabe que se
encuentran involucrados los canales del potencial receptor transitorio (TRP)2,
estos son sensores celulares pleiotropicos que median la respuesta a una amplia
gama de estimulos externos (calor, frio, presion, gusto, olfato) e implicados en
muchos procesos celulares diferentes!®®. Se propone que la luz azul (en la region
de 420 nm) o la luz verde en la region de 540 nm pueden activar opsinas como la
melanopsina (OPN5) mediante una isomerizacion retiniana cis-trans. La activacion
de OPNS5 puede, a su vez, abrir los canales ionicos de calcio de TRPV a través de
la sefializacion de GaQ, fosfolipasa C y fosfoinositida. Se sabe que la activacion de
las opsinas retinianas por la luz azul puede generar ROS y desencadenar los

procesos metabdlicos mencionados anteriormente!0®-111,

Observando los resultados, se nota que la FBM menos efectiva fue la de la luz azul,
ya que en el caso de los B. subtilis solo promovié un 20% de crecimiento respecto
al control, y en las E. coli fue de 32%, mientras que para las levaduras S. cerevisiae

solamente se promovio un 16% de crecimiento.

Esto podria justificarse con los resultados obtenidos de Wang
112 donde se menciona que la luz azul en el espectro de 400 a 470 nm ha
demostrado sus propiedades antimicrobianas intrinsecas como resultado de la
presencia de cromoforos foto sensibilizantes enddégenos en microbios. Sin embargo,
en la mayoria de los experimentos de esta indole, las dosis utilizadas son letales
superando los 30J/cm?. Como se menciond en el capitulo 2.9 la dosis juega un papel
importante a la hora de determinar los efectos de la FBM®3, es por eso que para
cada experimento es preciso realizar una comparativa empleando diferentes dosis,
para poder determinar las respuestas idoneas y poder obtener una gréfica de

respuesta bifasica correspondiente a la cepa y el dispositivo que se esta utilizando.

La relevancia en la biologia de esta propiedad es de suma importancia porque hasta

gue no se estudien suficientes variaciones de dosis y longitud de onda, puede ser
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dificil saber si realmente nos encontramos en el rango de dosis Optima. Ademas,
plantea la pregunta de que si hay un punto en el que la misma dosis efectiva y el
mismo momento lograran una respuesta de proliferacibn maxima y luego
comenzaran a causar una respuesta inhibitoria. Hasta ahora, la mayoria de los
ensayos realizados en esta investigacion se encuentran como modelo para poder
promover la generacion de proteinas recombinantes y biofarmacos, sin embargo,
aun son muy pocos los trabajos que se han elaborado en esta area y se desconoce
si al realizar esta terapia de FBM alguna de las proteinas generadas sufra cambios

significativos y no funcionen de la manera éptima.

De aqui la importancia de esta investigacion, ya que se plantean bases del efecto
de la FBM con diferentes longitudes de onda sobre microorganismos modelo de
bacterias Gram positivo, Gram negativo y de levaduras. Ademas, puede abrir las
puertas a trabajos futuros en los que se podrian utilizar cepas con la capacidad de

secretar proteinas y biofarmacos.

Aunque el mecanismo subyacente de la FBM todavia no estd completamente
entendido, los estudios in vitro realizados en este trabajo han tendido a indicar que

la FBM con luz roja, verde y azul puede mejorar la proliferacion celular.

Ciertamente parece ser el caso de que todas las cepas irradiadas en esta
investigacion pueden responder a intervenciones de tipo FBM de una forma u otra.
La razdén de esto es probablemente que todas las formas de vida dependen de los
citocromos para una gran parte de sus funciones y la mayoria de ellas contienen
una cadena respiratoria en las mitocondrias o en la membrana plasmatica en el caso

de las bacterias.

Durante la elaboracién de esta investigacion pudimos darnos cuenta de que existe
una falta casi total de estudios de FBM en células bacterianas o flngicas. La
explicacion obvia es que gran parte de las investigaciones estan orientadas a la
FBM para promocion de la cicatrizacion de heridas en tejidos en organismos in vivo,
por lo que las dosis utilizadas son superiores a las presentadas en esta

investigacion. Sin embargo, existe informacion relevante que demuestra el efecto
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proliferativo de los microorganismos y la promocion de la sintesis de proteinas

utilizando dosis bajas.

Cabe recalcar que con respecto a la irradiacion de bacterias y hongos por FBM, a
pesar de la cantidad de articulos publicados, no se ha investigado mucho sobre los
mecanismos moleculares involucrados . Teniendo en cuenta la amplia gama de
microorganismos bacterianos o fungicos secretores de biofarmacos, esta parece ser

una oportunidad perdida.

Aunque gran parte de la industria farmacéutica est4 basada en la generacién de
biofarmacos resulta increible que no se encuentre casi ninguna investigacion
relacionada a la FBM, teniendo en cuenta los resultados presentados durante esta
investigacion pareceria que podria ser una oportunidad de suma importancia para

el crecimiento de las empresas relacionadas con el area de la farmacéutica.

Capitulo 6.
6. Conclusién

Finalmente, a manera de conclusion se recalcan los siguientes puntos:

e El tiempo de crecimiento 6ptimo para poder observar cambios significativos
en las cepas bacterianas fueron 24 horas después del tratamiento, mientras
gue para las levaduras fue de 72 horas después del tratamiento.

e Se determind que los mejores resultados para cada FBM fueron: luz roja (630
nm) 1 J/cm?, luz verde (520 nm) 1 J/cm?, luz azul (450 nm) .3 J/cm?.

e La FBM genero resultados favorables en B. subtilis siendo la FBM con luz
roja y verde las que promovieron la mayor proliferacion respecto al control,
(69.77% y 65.25% respectivamente)

e La FBM genero resultados favorables en E. coli siendo la luz roja la que
promovié el mejor resultado, siendo este 69.36% mayor respecto al control

e LA FBM con luz roja fue la que méas promovio el incremento de la proteina

GFP producida por E. coli respecto al control, generando un incremento de
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52.73%, mientras que la mezcla de luces, verde y azul promovieron un
40.05%, 33.14% y 19.3% respecto al control.

La FBM gener6 resultados favorables en S. cerevisiae siendo la mezcla de
luces la que promovié el mayor tamafo promedio de UFC siendo este de
160% respecto al control, mientras que las luces roja, verde y azul

incrementaron el tamafio un 35%, 23% y 16% respectivamente.

6.1 Trabajo a futuro

Hacer un analisis molecular, para poder determinar los cromoforos
endogenos relacionados con los tratamientos de FBM

Realizar terapias de FBM en cepas capaces de producir biofarmacos y
cuantificarlas

Emplear FBM en otros organismos modelo (con el fin de observar crecimiento
celular y secrecion de proteinas), como lo pueden ser: hongos, plantas,

células de fibroblastos y ratones.
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Apéndice A.
Pruebas de normalidad Anderson — Darling

Normalidad en datos de B. subtilis
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Normalidad en datos de E. coli
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Normalidad en datos de GFP
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FRM Mazela FBM Azul

Pruebas ANOVA B. subtilis

FBM con luz azul
Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 3 Azul .3J, Azul .3J_1, Azul .3)_ 2

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 1.07631E+15 5.38154E+14 0.36 0.698
Error 24 3.54020E+16 1.47509E+15

Total 26 3.64783E+16
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Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Azul .3) 9 414238578 26581277 (387815974, 440661182)
Azul .3J_1 9 412422068 38597382 (385999464, 438844673)
Azul 3) 2 9 426631066 47211575 (400208462, 453053670)

FBM con luz roja

Informacion del factor

Factor

Niveles Valores

Factor

Analisis de Varianza

3 Rojo 1j, Rojo 1j_1, Rojo 1j_2

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 1.28288E+15 6.41439E+14 0.54 0.592
Error 24 2.87224E+16 1.19677E+15
Total 26 3.00053E+16
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Rojo 1j 9 593427030 36044302 (569627319, 617226742)
Rojo 1j_1 9 599408861 43474154 (575609150, 623208573)
Rojo 1j_2 9 610091871 20027576 (586292160, 633891583)
FBM con mezcla de luces
Informacion del factor
Factor Niveles Valores
Factor 3 verde 1j, verde 1j_1, verde 1j_2
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 2.87660E+15 1.43830E+15 0.84 0.442
Error 24 4.08833E+16 1.70347E+15
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Total 26 4.37599E+16
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Mixta 1 9 575826196 47003041 (547431689, 604220704)
Mixta 2 9 579396177 34517693 (551001670, 607790685)
Mixta 3 9 599287798 41347950 (570893291, 627682305)
Verde

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Factor

Analisis de Varianza

Fuente GL

3 Mixta 1R 1V .3A, Mixta 1R 1V .3A_1, Mixta 1R 1V 3A_2

SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 6.46315E+14 3.23158E+14 0.34 0.715
Error 24 2.28263E+16 9.51095E+14
Total 26 2.34726E+16
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Verde 1 9 518332180 43243041 (497115422, 539548938)
Verde 2 9 517399558 28188805 (496182800, 538616316)
Verde 3 9 528213183 13737367 (506996425, 549429941)
Pruebas ANOVA E. coli
FBM con luz azul
Informacion del factor
Factor Niveles Valores
Factor 3 Azul .3J), Azul .3J_1, Azul .3J 2
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
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Factor 2 1.04438E+15 5.22192E+14 0.83 0.447
Error 24 1.50573E+16 6.27387E+14
Total 26 1.61017E+16

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Azul .3) 9 549961015 17591591 (532729050, 567192979)
Azul .3)_1 9 542196726 21661966 (524964762, 559428691)
Azul 3) 2 9 534727624 33218303 (517495659, 551959588)

FBM con luz roja

Informacion del factor

Factor

Niveles Valores

Factor

Analisis de Varianza

3 Rojo 1j, Rojo 1j_1, Rojo 1j_2

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 1.20554E+15 6.02768E+14 1.13 0.339
Error 24 1.27927E+16 5.33028E+14
Total 26 1.39982E+16
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Rojo 1j 9 700054797 13050808 (684171449, 715938145)
Rojo 1j_1 9 684859599 33588066 (668976251, 700742947)
Rojo 1j_2 9 687189154 17337872 (671305806, 703072502)

FBM con luz verde

Informacion del factor

Factor

Niveles Valores

Factor

3 Verde 1, Verde 2, Verde 3



Analisis de Varianza
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Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 1.29003E+14 6.45013E+13 0.12 0.890
Error 24 1.32650E+16 5.52707E+14
Total 26 1.33940E+16

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
verde 1j 9 578571227 23286540 (562397329, 594745126)
verde 1j_1 9 583138495 20784360 (566964597, 599312394)
verde 1j_2 9 578435053 26150898 (562261154, 594608951)

FBM con mezcla de luces

Informacion del factor

Factor

Niveles Valores

Factor

Analisis de Varianza

3 Mixta 1, Mixta 2, Mixta 3

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 2.04569E+15 1.02285E+15 1.19 0.322
Error 24 2.06764E+16 8.61518E+14
Total 26 2.27221E+16
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Mixta 1 9 643987828 25976123 (623794900, 664180756)
Mixta 2 9 637285212 32263256 (617092284, 657478140)
Mixta 3 9 623107822 29476731 (602914893, 643300750)

Pruebas ANOVA S. cerevisiae

FBM con luz roja



Informacion del factor

Factor

Niveles Valores
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Factor

Analisis de Varianza

3 rojo 1, rojo 2, rojo 3

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 0.4044 0.2022 1.52 0.293
Error 0.7996 0.1333
Total 1.2039
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
rojo 1 3 5.878 0.292 (5.363, 6.394)
rojo 2 3 5.3786 0.0618 (4.8629, 5.8943)
rojo 3 3 5.507 0.557 (4.991, 6.022)
FBM con luz azul
Informacioén del factor
Factor Niveles Valores
Factor 3 azul 1, azul 2, azul 3
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 0.1551 0.07757 0.92 0.447
Error 6 0.5033 0.08389
Total 8 0.6585
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
azul 1 3 4.717 0.398 (4.308, 5.126)
azul 2 3 5.0206 0.0345 (4.6114, 5.4297)
azul 3 3 4777 0.304 (4.367, 5.186)

FBM con luz verde

Informacion del factor



Factor

Niveles Valores
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Factor

Analisis de Varianza

3 verde 1, verde 2, verde 3

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 0.01752 0.008762 0.03 0.967
Error 1.57642 0.262737
Total 1.59395
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
verde 1 3 5.051 0.604 (4.327, 5.775)
verde 2 3 5.158 0.276 (4.434, 5.882)
verde 3 3 5.095 0.590 (4.371, 5.820)

FBM con mezcla de luces

Informacion del factor

Factor

Niveles Valores

Factor

Analisis de Varianza

3 Mixtal, Mixta 2, Mixta 3

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 8.963 4481 2.52 0.161
Error 6 10.683 1.780
Total 8 19.645
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Mixtal 3 10.82 2.07 (8.93, 12.70)
Mixta 2 3 12.005 0.628 (10.120, 13.890)
Mixta 3 3 9.561 0.810 (7.676, 11.446)
Vé .
Apéndice B.

Segunda repeticidon pruebas de fluorescencia
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