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APRESENTACAO

Este eBook 2 hace una mirada a las Ciencias humanas, mas especificamente a la
politica de dialogo y colaboracion. El libro electrénico explora cuestiones epistemolégicas
y metodoldgicas sobre la investigacion em Ciencias humanas a partir de las propuestas de
convergencia y superposicion de temas y metodologias que se advierten cada vez més en
la literatura actual, tanto por parte de investigadores en el campo de la Educacion como de
las ciencias sociales y humanas.

La interdisciplinariedad es cada vez mas necesaria. Es un requisito epistemolégico,
porque los objetos que queremos comprender no se restringen a los limites establecidos
por las disciplinas. Es un requisito pragmatico por excelencia, ya que la naturaleza de
muchos problemas que queremos comprender requiere la colaboracion de expertos de una
amplia variedad de formaciones académicas.

Esta obra consta de 18 articulos que tienen como objetivo comprender los contornos
que las Ciencias Humanas y sus componentes establecen entre si y con otros tejidos
sociales. Es, por tanto, una necesaria actitud critica frente al campo en toda su complejidad,
para apuntar a sus reconfiguraciones, discusiones y los sentidos que los hechos educativos
y otros producen en la contemporaneidad.

Los autores abordan a historia de interiorizacibn de migrantes y refugiados
venezolanos en Brasil (2017-2022), antisemitismo e islamofobia durante las primeras
décadas del siglo XXI, desafios de la democracia, experiencias en la asignatura antropologia
de la educacion, blended learning na educacgéo basica e superior, alimentacion infantil, el
metodo pictografico para la educacion inclusiva, uso de las TIC para elevar el rendimiento
escolar, rol del tutor en el desarrollo de habilidades cognitivas, efectos de la Pandemia por
el Covid-19 en la innovacion educativa, actividad inhibitoria de vaccinium macrocarpon,
dimension euclidiana en biopeliculas de escherichia coli CJ-10, compresién de imagenes
médicas, el yoga en el aula de anatomia y datos de entrada para clasificacion de materiales
reciclables por medio de una red neuronal.

Uno de los objetivos de este segundo e-book es seguir proponiendo analisis y
reflexiones desde diferentes puntos de vista: cientifico, educativo, social. Como toda
obra colectiva, ésta también necesita ser leida teniendo en cuenta la diversidad y riqueza
especifica de cada investigador.

Finalmente, se espera que con la diversa composicién de autores, temas, asuntos,
problemas, puntos de vista, este libro electronico ofrezca un aporte plural y significativo.

Edwaldo Costa
Suélen Keiko Hara Takahama
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RESUMEN: Escherichia coli es una bacteria capaz de formar biopeliculas que facilitan los
procesos de infeccion. Por lo tanto, se hace necesario explorar vias que permitan modular el
crecimiento de las biopeliculas de E. coli. Este trabajo tiene por objetivo determinar el efecto
de extractos de Annona muricata sobre la dimensién euclidiana en biopeliculas de E. coli CJ-
10. Se prepararon 3 medios: el medio control con caldo base, el medio A con medio base y
extracto de hoja de A. muricata, y el medio B con medio base y extracto de raiz. En cajas de
coplin se colocaron por separado los medios A, B y control, y se inoculé E. coli CJ-10 e incub6
a 37°C durante 24 h. Las laminas fueron extraidas en el tiempo sefialado y se analizaron por
microscopia Optica. Para el andlisis de distribucion espacial se utilizé el software DAIME. La
arquitectura de las biopeliculas se determiné por analisis de distancia euclidiana mediante
el software CMEIAS JFrad. Los resultados de la disposicidn espacial en el tratamiento con
extracto de raiz muestran una preponderante agregacion cluster, mientras que con el extracto
de hoja hay mayor desagregacion, y en el control la distribucion es aleatoria. De manera
parecida, el mapa de distancias euclidianas muestra un mayor valor en el ensayo con extracto
de raiz, por lo que la formacion de biopelicula se ve favorecida. Se concluye que el extracto

Ciencias humanas: politica de dialogo y colaboracién 2 Capitulo 12 “



de raiz de A. muricata estimula el desarrollo de la biopelicula de E. coli CJ-10.
PALABRAS CLAVE: biopelicula, dimension euclidiana, Annonamuricata, Escherichia
coliCJ-10.

EUCLIDEAN DIMENSION IN BIOFILMS OF Escherichia coli CJ-10 BY THE
ACTION OF EXTRACTS OF Annona muricata

ABSTRACT: Escherichia coliis a bacterium capable of forming biofilms that facilitate infection
processes. Therefore, it is necessary to explore ways to modulate the growth of E. coli
biofilms. This work aims to determine the effect of Annona muricata extracts on the Euclidean
dimension in biofilms of E. coli CJ-10. Three media were prepared: control medium with base
broth, medium A with base medium and A. muricata leaf extract, and medium B with base
medium and root extract. Media A, B and control were placed separately in coplin boxes,
and E. coli CJ-10 was inoculated and incubated at 37°C for 24 h. The slides were extracted
at the appointed time and analyzed by light microscopy. For the spatial distribution analysis,
the DAIME software was used. The architecture of the biofilms was determined by Euclidean
distance analysis using the CMEIAS JFrad software. The results of the spatial arrangement in
the root extract treatment show a preponderant cluster aggregation, while with the leaf extract
there is greater disaggregation, and in the control the distribution is random. Similarly, the
Euclidean distance map shows a higher value in the root extract assay, so biofilm formation is
favored. It is concluded that the root extract of A. muricata stimulates the development of the
biofilm of E. coli CJ-10.

KEYWORDS: Biofilm, euclidean dimension, Annona muricata, Escherichia coli CJ-10.

11 INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria Gram-negativa de naturaleza anaerobia facultativa.
Es un microorganismo en forma de bastoncillo, no esporulante que se puede cultivar facil
y econémicamente en condiciones de laboratorio. Ha sido considerado como organismo
modelo para diferentes estudios en ingenieria biolégica y microbiologia industrial (Sharma et
al., 2016). La mayoria de las cepas de E. colise encuentran en el intestino de los organismos
de sangre caliente, lugar en el que benefician al huésped al prevenir la colonizacion de
bacterias patdgenas. Sin embargo, hay ciertas cepas de E. coli que son las principales
responsables de morbilidad y mortalidad, como en el caso de infecciones asociadas a
dispositivos médicos, como catéteres uretrales e intravasculares, articulaciones protésicas
y derivaciones e injertos protésicos (Reisner et al., 2014). Durante las infecciones causadas
por Escherichia coli se forman agregados dificiles de erradicar debido a la formacion de
biopeliculas (Danese et al., 2000).

Las bacterias forman biopeliculas como parte de sus mecanismos de supervivencia
y, por lo tanto, estas estructuras son omnipresentes en la naturaleza. Ya en 1683, Antoni van
Leeuwenhoek habia observado y descrito biopeliculas utilizando un primitivo microscopio
para analizar material de sus propios dientes. Sin embargo, el estilo de vida de biopelicula
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de los microorganismos no fue de interés para los microbiélogos, sino hasta principios de
la década de 1970, cuando Nils Hgiby observé el vinculo entre la etiologia de una infeccidon
persistente y los agregados de bacterias en pacientes con fibrosis quistica (Heiby N., 2017).
Desde entonces, se ha reconocido que las biopeliculas estan involucradas en muchas
infecciones clinicas (Stoodley and Hall-Stoodley, 2009), y se esta acumulando evidencia de
que las biopeliculas contribuyen a la patogénesis, especialmente en infecciones cronicas
(Bjarnsholt, 2013).

Las biopeliculas bacterianas son clusters de bacterias que se adhieren a una
superficie y/o entre si y se encuentran incorporadas en una matriz de produccion propia. La
matriz del biofilm consta de sustancias como proteinas (p. €., fibrina), polisacaridos (p. €j.,
alginato) y ADN extracelular. Ademas de la proteccion que ofrece la matriz, las bacterias
de las biopeliculas pueden emplear varias estrategias de supervivencia para evadir los
sistemas de defensa del huésped. Al permanecer latentes y ocultas al sistema inmunitario,
pueden causar dafio tisular local e infeccion aguda. Dentro de la biopelicula, las bacterias
se adaptan a la anoxia ambiental y a la limitacion de nutrientes al exhibir un metabolismo,
expresion génica y produccion de proteinas alterados, lo que puede conducir a una tasa
metabolica méas baja y a una tasa reducida de division celular (Donlan y Costerton, 2002).
Ademas, estas adaptaciones hacen que las bacterias sean mas resistentes a la terapia
antimicrobiana al inactivar los targets antimicrobianos o reducir los requisitos para la
funcién celular con la que interfieren los antimicrobianos. Las enfermedades relacionadas
con biopeliculas suelen ser infecciones persistentes que se desarrollan lentamente, rara
vez son resueltas por el sistema inmunitario y responden de manera inconsistente a los
tratamientos antimicrobianos (Bjarnsholt, 2013).

Las biopeliculas de E. coli consisten en clusters bacterianos embebidos en
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que protege a las bacterias de las
condiciones ambientales adversas y facilita la infeccion. Ademas de ser el principal
agente causante de las infecciones recurrentes del tracto urinario, y uno de los principales
causantes de infecciones intestinales, las biopeliculas de E. coli también son responsables
de la infectividad relacionada con los dispositivos médicos permanentes. La comunicacion
de célula a célula dentro de la biopelicula se produce gracias a sensores quorum que
pueden modular los actores bioquimicos clave que permiten que las bacterias proliferen e
intensifiquen las infecciones resultantes (Sharma et al., 2016).

Las células bacterianas de las biopeliculas de E. coli se comunican entre si a través
del sistema de sefalizacion quimica conocido como quorum sensing (QS). Durante el QS,
las células bacterianas secretan sustancias autoinductoras (Al) al medio extracelular y, una
vez que se alcanza la alta densidad requerida, regulan al alza la formacién y maduracién de
biopeliculas (Sturbelle et al., 2015). Las Al ayudan a las células bacterianas de la biopelicula
a secretar factores de virulencia, modular la respuesta inmunitaria del huésped y generar
cambios genéticos. El biofilm dificulta la penetracién de los antibiéticos convencionales y
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hace que las células sean menos susceptibles a los antibibticos (lIto et al., 2009; Mittal et al.,
2015). Los agentes antimicrobianos usados convencionalmente tienen un rango restringido
de dianas celulares y una eficacia limitada en las biopeliculas. Esto enfatiza la necesidad
de explorar tratamientos alternativos, como, por ejemplo, compuestos fitoquimicos, entre
otros, para modular el crecimiento de las biopeliculas de E. coli (Sharma et al., 2016).

En este sentido, las plantas medicinales de uso comun son fuentes prometedoras de
compuestos biol6gicamente activos y seguros (Manandhar et al., 2019). Los componentes
de las plantas pueden actuar sinérgicamente en multiples objetivos. Es posible que no
solo aumenten la eficacia, sino que también minimicen la posibilidad de que los patdgenos
desarrollen resistencia (Chowdaiah et al., 2019).

El género Annona comprende més de 70 especies, entre las cuales Annona muricata
es la mas cultivada. A. muricata se ha empleado empiricamente en regiones tropicales
para prevenir y aliviar diversas dolencias como fiebre, dolor, enfermedades respiratorias y
de la piel, parasitos, infecciones bacterianas, hipertension, inflamacion, diabetes y cancer.
Estudios in vitro han caracterizado a A. muricata como un valioso agente antimicrobiano,
antiinflamatorio, antiprotozoario, antineoplasico y antioxidante (Coria-Téllez et al., 2018).

En un estudio en el cual se utilizaron extractos metanoélicos de A. muricata, Pinto
et al., (2017), encontraron actividad antimicrobiana de amplio espectro sobre membranas
bacterianas (tanto en gram positivas como en gram negativas), y Uchegbu et al., (2017)
escaneando las propiedades antibacterianas de extractos etanélicos de hojas de A. muricata,
detectaron inhibicién de los microorganismos S. aureus, P. mirabilis, K. pneumoniae,
Salmonella y E. coli. Asi que es factible pensar que los extractos de A. muricata tengan un
efecto sobre el desarrollo de biopeliculas de E. coli.

Segun Bl et al., (2013), los modelos matematicos representan una valiosa
herramienta para estudiar biopeliculas. Junto con el continuo progreso en las técnicas
de simulacion computacional, estos modelos permiten la estimacion in silico del
comportamiento del biofilm bajo una amplia gama de condiciones diferentes. En general,
se han sugerido dos enfoques para el modelado de biopeliculas: modelos continuos, en
los que se considera que las propiedades locales se difuminan en cada posicién espacial,
y conceptos discretos. Estos Gltimos incluyen los conocidos automatas celulares (CA) y
modelos basados en individuos (IbM).

Se han desarrollado e implementado métodos para extraer caracteristicas
morfolégicas de imagenes de biopeliculas para cuantificar las caracteristicas de la
heterogeneidad inherente. Este es un primer paso hacia la cuantificacion de la relacion
entre la heterogeneidad del biofilm y los procesos subyacentes, como la dinamica del
transporte de masa, las concentraciones de sustrato y las variaciones de especies. Uno de
los enfoques consiste en restringir el conjunto de funciones a imagenes bidimensionales
(Yang et al., 2000).

El mapeo de distancia euclidiana, tal como se usa en los célculos de distancia
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de difusion, proporciona la distancia del pixel del grupo al pixel vacio mas cercano. Si
los pixeles del limite se cambian a cero y los otros pixeles a uno, el Mapeo de distancia
euclidiana calculara la distancia al limite de ese pixel. Eligiendo diferentes valores de
radio y contando el nimero de pixeles que son mas pequefios que este valor de radio, se
adquiere el area de dilatacion. Asi, perimetro = area dilatada/diametro. Luego, se usa el
mapeo de distancia euclidiana para producir una matriz en la que cada pixel tiene un valor
igual a su distancia al limite.

Para el andlisis de la dimension fractal en comunidades microbianas se ha
desarrollado el software CMEIAS JFrad, como tecnologia informatica de procesamiento
y analisis de imagenes. JFrad cuenta con una exclusiva mineria de datos basada en una
coleccion completa de 11 diferentes procedimientos de dimension fractal para el analisis
semiautomatico de imagenes individuales o analisis totalmente automatico de multiples
imagenes en un lote (Zhou et al., 2015).

Este programa informéatico ha demostrado ser util en el analisis cuantitativo de la
dimension fractal de arquitecturas complejas de biopeliculas microbianas en mdultiples
escalas espaciales y el posicionamiento de células individuales para optimizar sus patrones
de interaccion cooperativa, y uso de recursos y reparto in situ (Dazzo et al., 2003; Dazzo
et al., 2013).

En el uso de este software, el término “dimension fractal”, en su sentido méas general
se refiere a cualquiera de las dimensiones comiUnmente usadas para caracterizar fractales.
Habitualmente se utiliza en su sentido mas estrecho, es decir, la dimension de capacidad
segun lo siguiente:

Donde N es el numero de elementos que forman la cubierta finita y € es el tamafio
de cada elemento. Para un fractal, la d

capacidad

su distanciamiento de la geometria de euclidiana (Dazzo et al., 2004).

es tipicamente un valor entre 1y 2, indicando

Segun Tang y col. (2001), los fléculos de E. coli formados con quitosano tienen una
naturaleza fractal, ya que sus dimensiones fractales D(1), D(2) y D(3) difieren de los valores
esperados para el objeto euclidiano esférico.

Este trabajo tiene como objetivo determinar el efecto de extractos de Annona
muricata sobre la dimensién euclidiana en biopeliculas de Escherichia coli CJ-10

21 MATERIALES Y METODOS

Se empled la cepa bacteriana Escherichia coli CJ-10 proveniente del Laboratorio de
Microbiologia Industrial y del Petr6leo, Departamento de Biologia, FEC-LUZ.
Procedimiento:
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a. Se prepararon 3 medios: el medio control con 250 mL de caldo base (peptona
0,05 g; extracto de carne 0,015g, NaCl 0,025g, glucosa 0,2g, H,0 1000 mL) estéril,
el medio A con 230 mL de medio base y 20 mL de extracto de hoja de A. muricata,
y el medio B con 230 mL de medio base y 20 mL de extracto de raiz de A. muricata.

b. En envases cerrados consistentes en cajas de coplin horizontales con canastilla
de acero inoxidable de asa fija con tres laminas réplica (portaobjeto de vidrio de 75
x 25 mm), se colocaron por separado los medios A, B y control.

c. La bacteria E. coli CJ-10 se sembré (inoculo de 3,0x108 UFC/mI) y se incubo
a 37°C. Las laminas fueron extraidas en el tiempo sefialado y se analizaron por
microscopia optica.

d. Se realizd el muestreo a las 24h con el objeto de analizar la evolucion de la
biopelicula.

e. Se realizaron tinciones simples con cristal violeta.

f. Se realizaron observaciones microscépicas (1000 X) de las laminas tefiidas en un
microscopio Olympus BX 40 con camara digital conectada a un ordenador.

g. Con el software WinTV se tomaron de cada lamina 10 fotos en formato PNG.

h. Andlisis de disposicion espacial: se realiz6 segmentacién 2D mediante el software
DAIME version 2.1. Para estudiar la disposicion espacial se utilizd el método de
algoritmo lineal de dipolo (Daims y Wagner, 2011; Zhou et al., 2015).

i. Distancia Euclidiana: la arquitectura de las biopeliculas de E. coli CJ-10 se
determin6 por andlisis de distancia euclidiana mediante el software CMEIAS JFrad
version 1.0. (Zhou et al., 2015).
Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de determinar diferencias
significativas a un nivel del 95% de las distancias euclidianas y de la disposicion espacial
de las biopeliculas de Escherichia coli CJ-10.

31 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se consider6 importante para E. coli CJ-10 la determinacion de la distribucion
espacial, dado que se puede obtener informacién sobre la biologia y la ecologia de una
especie estudiando cdmo los individuos estan espacialmente distribuidos. Los patrones de
dispersion o distribucién muestran la relacion espacial entre los miembros de una poblacién
dentro de un habitat. Los patrones son a menudo caracteristicos de una especie particular.
Dependen de las condiciones ambientales locales y de las caracteristicas de crecimiento
de la especie o del comportamiento (Valm et al., 2011).

La bacteria E. coli CJ-10 creci6 satisfactoriamente en todos los medios de cultivo.
En la Figura 1 Se muestra la funcién de correlacién par representada frente a las distancias
analizadas (simbolos negros). El valor de y = 1 se muestra como una linea horizontal que
separa a las sefales de agregacion cluster (> 1) de la “evitacion mutua” (<1). Una funcién
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de correlacion par de 1 indica que la distribucion de la poblacién analizada es aleatoria

Figura 1. Patrones de disposicion espacial de las células de la biopelicula de E. coli CJ-10 mediante
algoritmo lineal de dipolo a las 24 h.

Los patrones de disposicion espacial obtenidos de las células de la biopelicula de E.
coliCJ-10 mediante algoritmo lineal de dipolo a las 24 h, muestran que con el extracto de raiz
las células tienen una mayor proporcion de agregacion cluster en el rango de distancias de
0 a 1,5 uym, y aproximadamente a las 6 ym de distancia entre células adyacentes, mientras
que con el extracto de hoja solo se observan clUster bacterianos con distancias de 0,5 ym
entre células, pero la mayor parte de ellas muestran desagregacién (evitacion mutua). En
el ensayo control la poblacion de células de E. coli CJ-10 muestra una disposicion espacial
aleatoria, dado que la correlacién par se encuentra muy cercana a 1. El Anova realizado
muestra que existen diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los valores
de los ensayos con extracto de raiz, extracto de hoja y control.

Estos resultados muestran que la disposicién espacial en el tratamiento con extracto
de raiz transita por una distribucion aleatoria hasta agregacion cluster (24 h), mientras
que con el extracto de hoja hay mayor distanciamiento y desagregacion, y en el control se
muestran solo distribuciones aleatorias. El arreglo de cluster facilita el trabajo cooperativo
en el mundo bacteriano, por lo que el extracto de raiz promueve un mejor desempefio de
la bacteria.

Los extractos de hoja parecen no afectar el desarrollo de la biopelicula. Por ser A.
muricata una planta que ha mostrado inhibicién sobre el crecimiento de E. coli (Uchegbu
et al., 2017), era de esperarse que la distribucion espacial en los ensayos con extractos
tendiese mas hacia la “evitacibn mutua”, de manera de dificultar la adherencia entre
bacterias y la formacion de biopelicula. Sin embargo, contrario a lo esperado, en el ensayo
con extracto de raiz se observa un efecto estimulador en el desarrollo de biopeliculas de
E. coli CJ-10.

Los patrones de distribucion espacial de las poblaciones microbianas son una
caracteristica estructural importante de las agregaciones bacterianas tales como
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biopeliculas y fléculos (Dazzo et al., 2013). Las relaciones de simbiosis mutualista entre
los microorganismos pueden verse reflejadas en la formacién espacial de cluster. Por el
contrario, la evitaciébn mutua en el espacio puede indicar que existen interacciones biologicas
antagonicas. Los patrones de distribucion espacial también pueden indicar adaptaciones
a micro-nichos en entornos complejos, tales como sedimentos y suelos (Daims y Wagner,
2011).

Estos hallazgos refuerzan la idea de que las bacterias en la naturaleza no viven
como células aisladas, sino como miembros de una comunidad mezclados en asociaciones
complejas. La disposicion espacial de las bacterias es importante porque las bacterias que
estan cerca unas de otras pueden intercambiar ADN, incluyendo genes de resistencia a
los antibidticos, pueden liberar moléculas de sefializacion entre si y pueden cooperar en la
digestion de sustratos complejos (Valm et al., 2011).

La Tabla 1 muestra los resultados de los procedimientos basados en bordes de
pixeles relacionados con longitud de las células adheridas al vidrio formando biopeliculas
bajo diferentes tratamientos. Mediante un ANOVA se evidenciaron las diferencias entre las
dimensiones de distancias euclidianas de las biopeliculas de E. coli CJ-10 desarrolladas a
las 24 h. Dado que el p-valor obtenido fue mas pequefio que el nivel de significacion (0,05),
se rechazo consecuentemente la H, lo que indica que no todas las medias fueron iguales
y por lo tanto existen diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en la geometria
de mapa de distancia euclidiana de las biopeliculas.

Valores Valores Valores
Promedio Promedio Promedio
Dimensién (Extracto de  (Extracto de (Control) Anova F P-valor.
Raiz) Hoja)
Mapa de
Distancia 1,4941 1,4228 1,3965 12,175 0,030
Euclidiana

Tabla 1. Dimensiones euclidianas en biopeliculas de E. coli CJ-10.

Los resultados muestran que las biopeliculas en el tratamiento con extracto de raiz
tienen en el tiempo (24 h) una dimension euclidiana de 1,4941 superior a la obtenida con
el control (1,3965) y con extracto de hoja (1,4228). Cabe resaltar que la formacion regular
de patrones fractales como la observada en el mapa de distancias euclidianas de las
biopeliculas de E. coli CJ-10 desarrolladas a las 24h, es un fendbmeno general mas que una
peculiaridad, y la retroalimentacion dependiente de la escala determina la formacion regular
de patrones en los ecosistemas. Sin embargo, se necesitan mas estudios empiricos para
comprender mejor la formacion regular de estos patrones en los ecosistemas naturales.

La Figura 2 muestra claramente que, en el ensayo con extracto de raiz de A.
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muricata, debido al mayor valor obtenido para la dimension euclidiana, la formacion de
biopelicula se ve favorecida. Incluso, en el ensayo con extracto de hoja, se observa una
leve estimulacion de la formacién de biopelicula en comparacion con el control.

Figura 2. Mapa de Distancia Euclidiana en biopeliculas de E. coli CJ-10.

La distancia de difusion de un cluster bacteriano formando biopelicula es una
medida de la distancia desde las células del grupo hasta el espacio intersticial. La distancia
de difusion esté relacionada tanto con el tamario de los clusters como con su forma general
(Yang et al., 2000).

41 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que es posible extraer y cuantificar las
caracteristicas morfologicas de las biopeliculas bacterianas que pueden relacionarse con
procesos y condiciones subyacentes.

La disposicion espacial en el tratamiento con extracto de raiz muestra una
distribucidén preponderante de agregacion cluster, indicativa de estimulacion del desarrollo
de la biopelicula de E. coli CJ-10. El Mapa de Distancia Euclidiana muestra también que
el extracto de raiz de A. muricata estimula el desarrollo de biopeliculas de E. coli CJ-10.
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