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RESUMEN

Los estudios de actividad biologica de las acetogeninas de anonaceas (ACG) se han
enfocado mayoritariamente en las pruebas de toxicidad en células cancerosas de distintos
tipos, en pocos trabajos se ha determinado su accion antibacteriana y todavia mas
escasas son las investigaciones sobre la actividad de las ACG en bacterias sin pared
celular (esferoplastos y protoplastos) y el complejo | de la cadena respiratoria de
bacterias.

En esta investigacion se evalud la toxicidad de rolliniastatina-2 y laherradurina
aisladas de las semillas de Annona diversifolia sobre: 1) Artemia salina; 2) el crecimiento
de bacterias Gramnegativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S. Typhi; y
bacterias Grampositivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis; 3) esferoplastos y protoplastos obtenidos de estas bacterias y 4) el complejo |
de E.coliyS. Typhi.

Los resultados mostraron que ambas ACG tuvieron un efecto citotdxico sobre A.
salina, la rolliniastatina-2 tuvo una CLgy de 0.489514 nmol/mL y laherradurina de 0.014976
nmol/mL. Ambas ACG inhibieron el crecimiento de las bacterias, las Gramnegativas
fueron méas sensibles a rolliniastatina-2 (28-40%) comparadas con las Grampositivas (7 a
30%) a una concentracién de 3.21 nmol/mL. Laherradurina mostré6 un efecto menos
inhibitorio sobre las bacterias Gramnegativas (19-33% con 3.20 nmol/mL) y Grampositivas
(19-22% con 3.20 y 12.82 nmol/mL).

Cuando las bacterias se expusieron a diferentes concentraciones de ambas ACG y
tiempo de crecimiento de siete horas, el efecto inhibitorio de ambos compuestos se
incrementd. E. coli fue mas sensible a la herradurina y S. Typhi a rolliniastatina-2 (>50%)
con 0.00160 nmol/mL. Por el contrario, las bacterias Grampositivas fueron menos
inhibidas por ambas ACG en todas las concentraciones.

Los esferoplastos de las bacterias Gramnegativas fueron mas susceptibles a las
ACG, laherradurina y rolliniastatina-2 (57.63 a 68.18% y 57.21 a 6577%
respectivamente). Los protoplastos de las bacterias Grampositivas, tal como sucedi6é con
las bacterias Grampositivas completas fueron menos sensibles a las dos ACG. Mientras
que los protoplastos de S. aureus fueron inhibidos en un 70.16% con laherradurina. Los
mayores valores inhibitorios se obtuvieron con la menor concentracion empleada (0.00160
nmol/mL).

Laherradurina frente al complejo | de E. coliy S. Typhi present6 valores de Clg, de
0.0025 y 0.0129 nmol/mL vy rolliniastatina-2 una Cls, de 0.0096 y 0.0133 nmol/mL
respectivamente.

En conclusion las bacterias Gramnegativas completas y sus esferoplastos fueron
mas susceptibles a laherradurina (0.00160 nmol/mL). Estos resultados sugieren que la
pared celular tiene un papel importante, actuando como una barrera contra estos
compuestos. Por otro lado, el complejo | de E. coli fue mas sensible que el de S. Typhi a
ambas ACG. Aunque laherradurina fue mas activa sobre el complejo | de E. coli.

El efecto inhibitorio de ambas ACG puede estar relacionado con el anillo lacténico
y con el tipo de bacteria empleada.

Xi



ABSTRACT

The studies of the biological activity of annonaceous acetogenins (ACG) have been
focused mainly on toxicity tests with many types of cancerous cells. Few studies have
been conducted on their antibacterial activity and even less using bacteria with no cell wall
(spheroplasts and protoplasts), and on complex | of respiratory chain.

This study describes the toxicity effect of rolliniastatin-2 and laherradurin, isolated
from Annona diversifolia seeds, on 1) Artemia salina; 2) the growth of Gramnegative
bacteria: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S. Typhi and Grampositive bacteria:
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis; 3) spheroplasts
and protoplasts obtained from these bacteria; and 4) the complex | of E. coli and S. Typhi.

Results showed that both ACG had cytotoxic effect on A. salina; rolliniastatina-2
had a LCs, value of 0.489514 nmol/mL and laherradurin of 0.014976 nmol/mL. Both ACG
inhibited bacterial growth, Gram-negative bacteria were the most sensitive with
rolliniastatin-2 (28-40 % inhibition), compared to Grampositive that was less inhibited (7 to
30%) at 3.21 nmol/mL. Laherradurin showed less inhibitory effect, Gramnegatives (19-33
% at 3.20 nmol/mL) and Grampositives (10-22% at 3.20 and 12.82 nmol/mL).

When bacteria were exposed to different concentrations of both ACG and let them
grow for 7 hours, the inhibitory effect of both compounds increased. E. coli growth was the
most sensitive for laherradurin and S. Typhi for rolliniastatin-2, (>50%) with 0.00160
nmol/mL. On the contrary, Grampositive bacteria were less inhibited by both ACG at all
concentrations.

Gramnegative bacteria-spheroplasts were more susceptible to ACG, laherradurin
and rolliniastatin-2 (57.63 to 57.21 to 68.10% and 65.77% respectively). Grampositive
bacteria-protoplasts, as whole bacteria were the least susceptible to both ACG. However,
S. aureus protoplasts was inhibited (70. 16%) with laherradurin. The highest inhibition was
obtained with the lowest concentration used (0.00160 nmol/mL).

Laherradurin against complex | of E. coli and S. Typhi presented I1Cs, values of
0.0025 and 0.0129 nmol/mL respectively and rolliniastatin-2 at 1Cs, of 0.0096 and 0.0133
nmol/mL respectively.

In conclusion, whole Gramnegative bacteria and their spheroplasts were the most
susceptible to laherradurin (0.00160 nmol/mL). This result suggests that cell wall plays and
important role, acting as a barrier against these compounds. On the other hand, the
complex | of E. coli was most sensitive than that of S. Typhi to both ACG, being
laherradurin the most inhibitory for E. coli complex I.

A last consideration is that although both ACG are active, the differential effect on
the inhibition may be related with the bacterial type and the lactone ring.
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|. INTRODUCCION

Hasta 1980 las especies de la familia Annonaceae habian sido estudiadas de
manera casi sistematica por su contenido de alcaloides, pero desde el aislamiento
de la uvaricina en 1982 por Jolad et al. el interés se centr6 en la presencia de

compuestos de origen policétido llamados: acetogeninas de anonaceas (ACG).

Hasta el momento se han caracterizado y aislado mas de 400 ACG de 16
géneros de la familia, cuyas especies se encuentran distribuidas en regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Caveé et al., 1997; Alali et al., 1999; Bermejo
et al., 2005).

La estructura de estos compuestos consiste de una cadena alifatica de 32 o
34 atomos de carbono con una y-lactona insaturada o saturada en uno de los
extremos. Ademas pueden presentar funciones oxigenadas tales como hidroxilos,
cetonas y epoxidos. Generalmente tienen anillos tetrahidrofuranos (THF) o anillos

tetrahidropiranos (THP) asi como dobles o triples enlaces (Bermejo et al., 2005).

Tradicionalmente las ACG se han agrupado en ocho tipos segun los grupos
funcionales presentes en la molécula y el anillo lacténico (Cavé et al., 1997; Alali
et al.,, 1999; Bermejo et al.,, 2005). Es posible que conforme se aislen otras
acetogeninas aumentaran los subtipos debido al aislamiento de nuevas moléculas

y a la reconsideracion de su estereoquimica relativa.

Hasta el momento los resultados de diferentes bioensayos con ACG indican
actividad biol6gica frente a insectos (Gonzéalez-Coloma et al., 2002; Alvarez Colom
et al.,, 2007), levaduras y hongos (Cepleanu et al., 1993; Padmaja et al., 1993),
parasitos (Raynaud et al., 2004; Rakotomanga et al., 2004), bacterias (Padjma et
al., 1995; Rahmann et al., 2005) y lineas celulares cancerosas y tumorales (Yuan
et al., 2003; Han et al., 2004; Tormo et al., 2005).



En particular, la actividad citotoxica encontrada en algunas de las ACG
como la rolliniastatina-1, rolliniastatina-2 (bullatacina), escuamosina, solamina y
laherradurina (Tormo et al., 1999b; Tormo et al., 2001) se ha relacionado con la
capacidad que tienen estas acetogeninas de inhibir a la enzima NADH-ubiquinona
oxido-reductasa (NADH deshidrogenasa también llamada complejo I) localizada
en la membrana interna de la mitocondria, de forma similar a como lo hacen los
inhibidores clasicos como la rotenona y la piericidina A (Guadafio et al., 2000).
Incluso con acetogeninas modificadas se ha sefialado la inhibicion de los
complejos | y Il (Duval et al., 2005). Sin embargo, el estudio de la actividad de las
ACG en el complejo | bacteriano, o en otras de las enzimas de la cadena

respiratoria bacteriana es escaso.

No obstante una abundante literatura acerca de la actividad de las ACG la
relacion entre la estructura y la actividad desplegada por estos compuestos ha
sido poco estudiada en mitocondrias completas (Landolt et al., 1995; Alfonso et al.,
1996; Xu et al., 2003). La mayoria de las investigaciones se han realizado en
lineas celulares cancerosas (Fall et al., 2004; Takahashi et al., 2008), en particulas
submitocondriales de corazén de bovino (Tormo et al., 1999a, Abe et al., 2008) y
de membranas liposomales (Shimada et al., 1998a, b). Al parecer la mayor
actividad de las ACG esta relacionada con los anillos THF, la lactona y la longitud
del espaciador (Miyoshi et al., 1998; Takada et al., 2000; Abe et al., 2008); aunque
Konno et al. (2004) y Abe et al. (2004) sefialan que la presencia de grupos
hidroxilo flanqueando a los anillos son un factor estructural esencial para la

actividad.

Pese a las investigaciones realizadas no existe certeza sobre cual o cuales
son las partes mas importantes de la molécula que le confieren su actividad

inhibitoria.

Los ensayos para determinar la actividad frente a bacterias se han realizado

mayormente con extractos (Padjama et al., 1993; Faizi et al., 2003; Shokeen et al.,



2005; Takahashi et al., 2006), mezclas de acetogeninas obtenidas de diversas
estructuras botanicas (Padjama et al., 1993; Jumana et al., 2000) y con algunas
ACG aisladas (Padjama et al., 1993; Rhamann et al., 2005).

Con estos antecedentes, en la presente investigacion se evaluo la actividad
inhibitoria de la rolliniastatina-2 y laherradurina en funcién del tipo de pared celular
de bacterias Gramnegativas y Grampositivas y del anillo lacténico de los
compuestos. Asi mismo se determind su accién inhibitoria sobre el complejo | de

membranas de Escherichia coliy S. Typhi.



IIl. ANTECEDENTES

2.1. Género Annona (Annonaceae)

La familia Annonaceae es la mas grande y diversa dentro de las angiospermas
primitivas (Magnolididae), pertenece al complejo Ranaleano cuyos miembros
presentan caracteristicas arcaicas (Hutchinson, 1964; Takhatajan en Leboeuf et
al., 1982). Esta constituida por algunas especies frutales y son productoras de

aceites esenciales (Ledn, 1968).

Con cerca de 135 géneros y mas de 2500 especies alrededor del mundo, la
familia esta formada por plantas que incluyen arboles, arbustos y enredaderas de
maderas y hojas aromaticas, todas ellas de origen tropical y subtropical (Standley
y Steyermark, 1949; Chatrou et al., 2004).

En América tropical la familia esta representada por 40 géneros y alrededor
de 900 especies. Uno de los géneros con gran cantidad de especies es Annona
con 150 especies, de las cuales 110 se encuentran en América (Takhjantan, 1969;
Chatrou et al., 2004).

Villasefior (2004) sefala que en México existen 14 géneros de Annonaceae,
uno de ellos endémico (Tridimeris) siendo el mas abundante Annona con 16

especies.

2.1.1. Origen y Distribucién
Posiblemente Annona proceda de antecesores de Laurasia de clima subtropical,

los que posteriormente penetraron a Sur América (Rzedowski, 1998); para
Chiapas, Ramirez y Ceballos-Ferriz (2000) reportan hojas fésiles procedentes del

Mioceno.



La mayoria de las especies del género son originarias de América y fueron
cultivadas desde la época prehispanica por los grupos étnicos que habitaron
Mesoamérica, los Valles Interandinos, la Amazonia y otros lugares (Mahdeem,
1992).

Segun Fries (1937) y Kelly (2000) la mayoria de las especies de este
género se localizan en América tropical y subtropical, desde el sur de Florida,
México hasta América del Sur, excepto Argentina y Uruguay, asi como en las
Antillas, son pocas las especies en Africa (ocho) y Madagascar. En diversos
paises de América como México, Guatemala, El Salvador y Brasil se encuentran
algunas especies silvestres (Cruz y Deras, 2000; Orellana Polanco y Martinez
Tambito, 2002).

En México se localizan en 22 estados (Martinez, 1979; Kelly, 2000; Cabrera
Cano et al., 2004; Monroy-Ortiz y Monroy, 2006) (Mapa 1), esta distribucion
geografica es semejante a la del area que segun Kirchoff (1943) ocupaba
Mesoamérica en el siglo XVI (entre el centro y sur de México y el norte de Centro

América).

T

Mapa 1. Distribucion del género Annona en México.



Para Chiapas estan documentadas 14 de las 16 especies del género
reportadas para México por Villasefior (2004), dicha informacion esta
documentada en los registros de los herbarios MEXU de la Universidad Nacional
Auténoma de México, XAL del Instituto de Ecologia de Xalapa, MO del Jardin
Botanico de Missouri, consultados a través de las bases de datos de la Red
Mundial de Biodiversidad (REMIB, 2008); asi como en los herbarios CHIP del
Instituto de Historia Natural y Ecologia, y HEM de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chipas (Cuadro 1). Estas representan el 87.5% del total reportado para

México y el 12.7% del total reportado para el continente Americano.

Cuadro 1. Especies del género Annona del estado de Chiapas registradas en diferentes herbarios

Annona cherimola Mill. Annona macroprophyllata Donn. Sm. Annona reticulata L.
Annona diversifolia Saff. Annona muricata L. Annona scleroderma Saff.
Annona globiflora Schitdl. | Annona pittieri Donn. Sm. Annona spraguei Saff.

Annona holosericea Saff. Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal | Annona squamosa L.

Annona lutescens Saff. Annona primigenia Standl. & Steyerm.

De acuerdo a los registros de los herbarios CHIP y HEM de Chiapas, se
localizan en 46 municipios (Mapa 2), la vegetacion de los lugares donde crecen
son: bosque tropical caducifolio, subcaducifolio, subperennifolio y perennifolio; con

condiciones edafoclimaticas muy diferentes y en altitudes que de 0 a 1500 msnm.

Tabasty

Mapa 2. Especies del género Annona en Chiapas.



2.1.2. Uso tradicional
Los frutos son consumidos desde la época prehispanica como se sefala en

diversas fuentes historicas del siglo XVI, entre ellas la de Francisco Hernandez
(1959), Joseph de Acosta (1940) y Gonzalo Fernandez de Oviedo (1950), en las
que diversas especies de este género son sefaladas como “anona”. Asimismo,

desde esa época también se indica su empleo medicinal.

Especies como A. cherimola, A. muricata, A. squamosa son
econdmicamente valiosas por sus frutos comestibles y adicionalmente se emplean
en la medicina tradicional. Por ejemplo, las hojas de A. squamosa se usan para el
tratamiento de diarrea, fiebre, resfriado y diabetes (Waizel y Waizel, 2005; Gupta
et al., 2005), asi como las raices de A. muricata para la diabetes y como
antiespasmaodico y la corteza contra diarrea y disenteria (Bridg, 2000). Por otro
lado, una especie que no se distingue por sus frutos comestibles pero si por su
uso etnobotanico como remedio contra la tos y la diabetes es la A. purpurea,
adicionalmente también se ha informado de la utilizacion de una infusion
preparada con las hojas de esta especie como cardioténico y antimalarico (Gupta,
2004).

2.1.3. Compuestos aislados del género
La diversidad de los metabolitos secundarios esta por o comun asociada con

diferentes taxa, particularizandose en familias, o entre géneros y especies. Asi por
ejemplo se conoce que la mayoria de las especies de la familia Compositae
sintetizan lactonas sesquiterpénicas. También se asocian a estados especificos
del desarrollo de las plantas. Desde el punto de vista bioldgico, entre otras
funciones se cree que intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas,
que interrelacionan con el ambiente en fendmenos de alelopatia (Anaya, 2003) y
que participan en la fijacion de nitrégeno. En general se ignora su importancia en

el metabolismo de la planta.



La investigacion bibliografica retrospectiva acerca de las 150 especies
clasificadas en el género Annona indica que se han investigado desde el punto de
vista quimico 30, con relacion a las ACG entre las mas estudiadas estan A.
muricata, A. cherimola y A. squamosa, especies de las que se han aislado mas de

estos compuestos (Cuadro 2).

Estos trabajos han permitido el aislamiento y la caracterizacion de
diversos metabolitos, lo que ha demostrado que estas plantas son fuente de una
amplia variedad de metabolitos secundarios, ya que se han aislado y
caracterizado: acidos grasos (Pérez Amador et al., 1997; Ocampo et al., 2007);
aceites esenciales (Fekam et al., 1996; Gonzalez Esquinca, 2001; Khallouki et
al., 2002; Rios et al., 2003; Samie et al., 2005; Chavan et al., 2006; Kouninki et al.,
2007); amidas (Cheng et al., 1998); compuestos cianogénicos (Thomsen y
Brimer, 1997); ciclopeptidos (Li et al., 1997; Wéle et al., 2004a, b; Wéle et al.,
2005a, b; Yang et al., 2008; Weéle et al., 2008); terpenos (Eshiet et al., 1971;
Padmaja et al., 1995; Yang et al., 2004; Joy y Remani, et al., 2008); esteroles
(Cortes, 1979); esteroides (Chang et al., 1998a) y flavonoides (Chang et al.,
1998a; Kotkar et al., 2001; Vega et al., 2004; Vega et al., 2007; Potchoo et al.,
2008).

Gran parte de los reportes de investigacion estan enfocados al aislamiento

de alcaloides y acetogeninas.

Los alcaloides aporfinicos, en el género Annona parecen ser una
constante, éstos se encuentran en A. bullata, A. sclerophylla, A. elliptica y A.
cristalensis (Sandoval Lépez et al., 1986; 2002), Annona purpurea (Chang et al.,
1998Db); del fruto de Annona muricata se han obtenido anonaina, nornuciferina y
asimilobina (Harast et al., 1997) y de Annona cherimolia: roemerina, lirirodenina,

anonaina y dehidroemerina (Chulia et al., 1995), por citar algunos.



Ademas se han caracterizado alcaloides de tipo bencilisoquinolinicos,
proaporfinas, oxoaporfinas, fenatrenos, berberinas y tetrahidroprotoberberinas
aislados de A. cherimola, A. diversifolia, A. lutescens, A. montana, A. purpurea, A.
salzmanii, A. senegalensis, A. reticulata, A. sclerophylla y A. spinescens (Saad et
al., 1991; Paulo et al., 1992; Queiroz et al., 1996; Chang et al., 1998a, b; Chang et
al., 2000; Cheng et al., 2001; Gonzalez Esquinca, 2001; Sandoval Lopez et al.,
2002; Pérez Amador et al., 2004; Martinez Vazquez et al., 2005; Campos et al.,
2008).

La primera publicacién en la que se sistematizan las ACG en funcion de su
estructura fue la de Ruppercht et al. (1990) que reportaron 31 aisladas de seis
géneros, entre ellos Annona con cinco especies; Zafra-Polo et al. (1996)
sistematizaron 128 de seis géneros incluyendo Annona con 13 especies; en 1997
Cavé et al. reportaron 242 moléculas de siete géneros y 14 especies del género
Annona; en 1999 Alali et al. sehalaron el mismo numero de géneros y especies de
Annona, pero las ACG provenientes de especies de Annona aumentaron a 320 y
la ultima sistematizacién fue realizada en 2005 por Bermejo et al. con 417 ACG

provenientes de 12 géneros y 20 especies.

Desde el aislamiento de la uvaricina, la primera ACG, en 1982, se han
identificado mas de 400 de 51 especies agrupadas en 16 géneros de la familia
Annonaceae: Annona, Anomianthus, Artabotrys, Asimina, Dasymaschalon,
Disepalum, Goniothalamus, Miliusa, Ophrypetalum, Polyalthia, Porcelia, Rollinia,
Saccopetalum, Unonopsis, Uvaria y Xylopia (Rupprecht et al., 1990; Zafra-Polo et
al., 1996; Cavé et al., 1997; Zafra-Polo et al., 1998; Alali et al., 1999; Wang et al.,
2002; Orru et al., 2003; Araya, 2004; Bermejo et al., 2005; Li et al., 2008; Makabe
et al., 2008). Estos datos indican el interés de diversos grupos de investigacion por
las ACG.



Adicionalmente, la revision de la literatura para este trabajo incluyé ACG de

otras dos especies del género Annona (A. cornifolia y A. diversifolia) lo que

incrementd el numero de especies a 22 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Acetogeninas aisladas del género Annona (hasta 2009)

) ) NUmero de o .
Especie Parte estudiada ) Referencia bibliogréafica
ACG aisladas
i . Cavé et al., 1997; Chang et al,,
Annona atemoya Raices, Semillas 4,46 1999
Hui et al., 1989; Cavé et al.,
Annona bullata Corteza, Corteza de tallo 34,2 1997; Alali et al., 1999; Bermejo
et al., 2005
Duret et al., 1994; Cavé et al.,
1997; Cheng et al., 1999; Woo
Annona cherimola Tallos, Raices, Semillas 2,6,35 et al., 1999; Kim et al., 2001;
Bermejo et al., 2005; Alvarez
Colom et al., 2007
You et al.,, 1994; Meneses da
Annona coriacea Tallos, Raices, Semillas 8,1 Silva et al., 1996; Cavé et al.,
1997
A. cornifolia Semillas 4 Alves Rodrigues et al., 2009
Annona crassiflora Semillas 1 Santos et al., 1996
McCloud et al., 1987; Xu
] Corteza, Corteza de tallo, y
Annona densicoma . 4,7,2 Chang, 1989; Cavé et al., 1997;
Semillas .
Bermejo et al., 2005
Annona dioica Raices 2 Vega et al., 2004
Annona diversifolia Semillas 1 Reyes Trejo, 1997
Cavé et al.,, 1997; Gallardo et
. . al., 1998a; Liu et al.,, 1999;
Annona glabra Hojas, Corteza, Semillas 13, 2, 22 i .
Bermejo et al., 2005; Yang vy Li,
2008
i ) Cavé et al., 1997; Waechter et
Annona glauca Raices, Semillas 2,14
al., 1997; Waechter et al., 1998
. . Colman-Saizarbitoria et al.,
Annona jahnii Rama 3

1998; Bermejo et al., 2005
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Annona montana

Hojas, Cogollos, Raices,

frutos, Semillas

20,1,9,4,17

Wu et al., 1995; Cavé et al.,
1997; Mootoo et al., 2000;
Bermejo et al., 2005; Liaw et
al., 2005 ; Alvarez-Colom et al.,
2009

Annona muricata

Hojas, Corteza de tallo,
Raices, Pericarpio,

Semillas

36,4,24,2,75

Rieser et al., 1991; Myint et al.,
1991; Laprévote et al., 1992;
Wu et al., 19953, b; Zeng et al.,
1996; Rieser et al., 1996; Cavé
et al., 1997; Waechter et al.,
1998; Gleye et al., 1998; Gleye
et al., 2000; Liaw et al., 2002;
Chang et al., 2003; Makabe,
2007

Annona nutans

Corteza de raiz

Gleye et al., 2000; Bermejo et
al., 2005

Annona purpurea

Hojas, Corteza, Semillas

7,1,9

Cepleanu et al., 1993; Cavé et

al., 1997; Chavez y Mata, 1998;
Chavez y Mata, 1999; Bermejo
et al., 2005

Annona reticulata

Hojas, Corteza, Corteza

de tallo, Semillas

7,2,4,22

Saad et al., 1991; Cavé et al.,
1997; Chang et al., 1998c;
Duval et al., 2005; Bermejo et
al., 2005

Annona salzmanii

Raices

Queiroz et al., 1999; Queiroz et
al., 2003

Annona senegalensis

Tallos, Semillas

Li et al,, 1990; Sahpaz et al.,
1994; Cavé et al., 1997

Annona spinescens

Semillas

Queiroz et al., 1999; Bermejo et
al., 2005

Annona aff. spraguei

Semillas

Gallardo et al., 1998b; Angulo
et al.,, 2002; Bermejo et al.,
2005; Chahboune et al., 2006

Annona squamosa

Corteza, Corteza de tallo,

Semillas

6, 20, 50

Li et al., 1990; Cavé et al.,
1997; Hoop et al., 1997; Xi et
al., 2003; Araya, 2004; Yu et
al., 2005

Las ACG se han aislado de todas las partes de la planta, con excepcién de

las flores.
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2.2. Annona diversifolia Safford

Es una especie fruticola y medicinal, distribuida en el sur de México, Guatemala y
El Salvador (Popenoe, 1920; Standley y Steyermark, 1946), sus frutos son
considerados como los mas finos de entre todos los frutos producidos por las

anonas (Ochse et al., 1986).

2.2.1. Descripcion boténica
Los individuos de esta especie son arboles pequefos, de ramas glaucas,

completamente glabras, hojas de 4-6 cm de ancho con peciolos de 8-18 mm de
largo, redondeadas o subacutadas en el apice, acutadas o redondeadas en la
base, glabras por abajo; las hojas inferiores a los brotes florales orbiculares vy
cordado-cenidas de 2-4 cm de longitud; flores solitarias, pedicelos adelgazados,
glabros, recurvados o pendulosos, de 3-5 cm de longitud, minuciosamente
bracteolada debajo de la mitad, sépalos redondeados a triangulares, ferruginoso-
pilosos arriba, 2-3 mm de longitud; 3 pétalos exteriores linear-oblongos, obtusos,
minuciosamente pubescentes por fuera, 2.5 cm de longitud, cerca de 6 cm de
ancho en la base, los 3 pétalos internos rudimentarios. Los frutos ampliamente
ovoides, tomentosos, generalmente de 13-15 cm de longitud y 12-15 cm de ancho,
cubiertos con protuberancias ligeramente redondeadas, semillas oblongo-ovoides

de 2 cm de largo, 1 cm de ancho (Standley y Steyermark, 1946) (Figura 1).
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Figura 1. A. diversifolia Saff. A, rama con flores; B, flores; C, frutos; D, semillas (Fotos: Mtro.

Alejandro Martinez Mena).

2.2.2. Distribucion
Se encuentra en los bosques tropicales caducifolios, perennifolios vy

subperennifolios en forma silvestre, incluso en las laderas montafosas, al pie de
monte de las cordilleras costeras. También es fomentada como cerca viva y
tolerada o cultivada en los huertos familiares de México, El Salvador y Guatemala
(Mahdeem, 1992; Cruz y Deras, 2000; Orellana Polanco y Martinez Tambito,
2002; Irigoyen, 2004; Monroy y Monroy, 2006). De manera natural no crece mas
alld de los 610 msnm, aunque Morton (1987) y Mahdeem (1992) reportaron su

crecimiento hasta los 1524 msnm y 1800 msnm respectivamente.

La base de datos del herbario XAL consultada a través de la REMIB (2008)
reporta recolectas de esta especie en el Estado de México, Guerrero, Michoacan,
Veracruz y Yucatan; Popenoe (1920) la ubica en Chiapas, Colima, Guerrero y

Oaxaca; Monroy y Monroy (2006) en Morelos (Mapa 3).
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Mapa 3. Distribucion de A. diversifolia en México.

En Chiapas se encuentra en la Depresion Central y en la Costa (Miranda,
1998). Los registros de los herbarios de Chiapas: CHIP del Instituto de Historia
Natural y Ecologia y HEM de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
de Ciencias y Artes de Chiapas sefialan su localizaciéon en 12 municipios (Mapa
4). En los registros de los herbarios (consulta hasta el 27 de febrero de 2008) no
aparece recolectada en Tapachula, pero Popenoe (1920) sefiala que era
abundante en ese lugar, ahora se puede encontrar en los patios de muchas de las

casas de la localidad.

Mapa 4. Distribucion de A. diversifolia en Chiapas.
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Esta especie recibe 20 nombres comunes, en Chiapas se conoce con
cuatro, en El Salvador con seis y en Guatemala con cinco (Popenoe, 1920;
Guzman, 1975; Martinez, 1979; Avilan y Leal, 1984; Morton, 1987; Rivas et al.,
2003; Irigoyen; 2004). Entre los mas empleados estan ilama, papausa y anona

blanca.

2.2.3. Usos de la papausa en la medicina tradicional
A. diversifolia se emplea de diferentes maneras, por ejemplo en EI Salvador,

Guatemala y México, el fruto verde se utiliza como remedio antidiarreico (Guzman,
1975); las hojas frescas en la frente para el dolor de cabeza y calentura, como
antiinflamatorio, analgésico, para tratar afecciones de la piel y granos, la neurosis,
la menopausia y dolores musculares (Gonzalez-Trujano et al., 1998; Irigoyen,
2004; MARN, 2006); los cogollos para el catarro y como sudorifico (Rivas et al.,
2003) y la corteza a manera de vendas para luxaciones, dislocaciones y fracturas
de huesos (Rivas et al.,, 2003). Las semillas pulverizadas se emplean como
insecticida y repelente asi como para matar piojos y chinches (Guzman, 1975;
Olaya, 1991). En Chiapas se emplean las hojas para quitar la inflamacién, el
sangrado de la nariz, la pasmazon de la nariz (congestion nasal crénica) y el dolor
de cabeza ocasionado por la “cruda” (malestar ocasionado por la ingestion

excesiva de alcohol) (Rios Alegria, 2006).

2.2.4. Actividad bioldgica de extractos y compuestos
Con extractos obtenidos de diversas partes de la planta se ha investigado el efecto

sobre el sistema nervioso central en ratones (Gonzalez-Trujano et al., 1998), la
actividad insecticida sobre Culex quinquefasciatus (Reyes Trejo et al., 1997; Luna
Cazares et al, 2003) y la actividad sobre bacterias Gramnegativas vy

Grampositivas (Riley, 2007).
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Por otro lado, estudios quimicos de esta especie han permitido el
aislamiento de alcaloides y aceites esenciales (Gonzalez Esquinca, 2001); acidos
grasos Yy triglicéridos de las semillas (Pérez Amador et al., 1997); acetogeninas
(Reyes Trejo et al., 1997, 1999; de la Cruz, 2001); estigmasterol, sacarosa y el

acido 15-octadecenoico de las semillas (Reyes Trejo et al., 1999).

De las hojas se aislo la palmitona compuesto con el que se han realizado
diversos estudios farmacolégicos, en uno de ellos se justifica el uso tradicional
para tratar la epilepsia (Gonzalez-Trujano et al.,, 2006a), ensayos de
comportamiento en ratones sugieren un efecto ansiolitico cuyo perfil farmacoldgico
es diferente al de las benzodiazepinas (Gonzalez-Trujano et al., 2006b), también
se demostrd que es un potente antiepiléptico a una EDsy=1.85 mg/kg, solo cuatro
veces menos potente que el diazepam (ED5,=0.48) mg/kg), por lo que el perfil
farmacolégico de la palmitona sugiere que este compuesto podria actuar sobre el

sistema inhibitorio GABA-ergico (Gonzalez-Trujano et al., 2001).

La A. diversifolia ha sido estudiada desde diferentes enfoques, por ejemplo,
se conoce la composicion quimica del fruto (Cruz y Deras, 2000), el efecto del
acido giberélico en la germinacién de las semillas (Campbell y Popenoe, 1968;
Gonzalez Esquinca et al., 1997). Asi mismo se ha realizado la caracterizacion
fenoldgica de una poblacién de ilama en el estado de Guerrero (Zavala et al.,
1997a), el analisis morfologico de yemas diferenciadas (Zavala et al., 1997b), el
estudio arqueobotanico que considera a la ilama como una de las cincos anonas
mas conocidas en México desde la época prehispanica (Ruiz y Morett, 1997) y
dos estudios etnobotanicos en los estados de México y Morelos (Chavez-Primitivo
et al., 1999; Gardufio-Pizafia y Monroy, 2003).
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2.3. Acetogeninas
Se forman de la ruta del acetato-malonato y estan consideradas dentro del grupo
de los policétidos que junto con los acidos grasos son los principales compuestos

originados a partir del acetil-CoA.

Se caracterizan por una cadena alifatica larga de 32 a 34 atomos de
carbono teniendo en uno de sus extremos un anillo y-lactona saturado o
insaturado. Asimismo, la cadena puede tener uno, dos o tres anillos
tetrahidrofuranos (THF), algunos sustituyentes oxigenados como hidroxilos,
cetonas y epodxidos, asi como dobles o triples enlaces (Figura 2). También en
menor proporcion se han descrito algunas con anillo tetrahidropirano (THP) y sin
anillo THF (Bermejo et al., 2005).

0,1,230THP

R=OH, H /1

THF TLactona

Figura 2. Estructura quimica general de una acetogenina de Annonaceae.

2.3.1. Tipos de ACG
En cuanto a su clasificacion Bermejo et al. (2005) las agrupan en 13 tipos: lineales

(con una o dos y-lactonas), epoxi-ACG (mono, di o tri epdxido), mono-THF, bis-
THF adyacentes, bis-THF no adyacentes, mono-THP, tri-THF, THF-THP

adyacentes y THF-THP no adyacentes, todas ellas divididas en 22 grupos.
Las aisladas de Annona estan incluidas practicamente en todos ellos,
excepto en cinco: 1) mono-THF sin —OH en el C4, 2) bis-THF con dos hidroxilos

flanqueando los anillos y un —OH en el C4 y otro en el C5, 3) Tri-THF, 4) no
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adyacente THF-THP y 5) adyacente THF-THP. Las estructuras de algunas ACG
se presentan en las Figuras 3 a 9.

OH 7

OH

Figura 3. Isoanonnacina, aislada de la corteza del tallo de A. densicoma (Xu et al., 1989)

37
33 N

Figura 4. Diepomuracina B, aislada de la raiz de A. muricata (Bermejo et al., 2005)

OH OH

OH

Figura 5. Montecristina, aislada de la raiz de A. muricata (Alali et al., 1999)

OH OH OH )

Figura 7. Trilobalicina, aislada de la corteza de Asimina triloba (Zha et al., en Alali et al., 1999)
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Figura 8. Goniocina, aislada de la corteza del tallo de Goniothalamus giganteus (Gu et al., en Cavé
et al., 1997)

Figura 9. Piranicina, con anillo THP aislada de la corteza de G. giganteus (Alali et al., 1999)

Atendiendo al tipo de lactona terminal Alali et al. (1999) las dividen en tres
subtipos: y-lactona insaturada, y-lactona sustituida y cetolactona saturada. En
2005, Bermejo et al. reportaron tres nuevos tipos de lactonas: a-acetonil-a,B-y-
insaturada, B-metoxi-y-metileno-a,B-insaturada-y-butirolactona y y-hidroximetil-y-

lactona saturada (Figura 10).

0]
24,
01\3 071

R=Ho OH
y-lactona insaturada y-lactona hidroxilada Cetolactona

o] H,CO 4
s Aok |
24
W H,C™ o 1T HOH,C™ > o TS0
Acetonil y-lactona insaturada Metoxi-metileno y-lactona insaturada Hidroxi-metil y-lactona saturada

Figura 10. Tipos de lactona de las acetogeninas.

Las ACG tienen una marcada diversidad estructural, comparten esqueletos
de carbono similares con variacion en la configuracion absoluta y relativa de varias
de las funciones oxigenadas. Sinha et al. (1999b) y Han et al. (2004) también

indican que la estructura que aparece en mas del 40% de las ACG que muestran
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una alta actividad antitumoral es un fragmento de 10 carbonos que contiene dos
anillos THF adyacentes flanqueados por dos grupos hidroxilo. Las ACG
encontradas son lineales (40), epoxi-ACG (16), mono-THF (206), bis-THF
adyacentes y no adyacentes (146), tri-THF (1) y tetrahidropirano (8).

Los anillos de las ACG pueden estar en posicidn cis o trans, lo que indica la
forma en que se cerrd el anillo THF, la estereoquimica del sistema de anillos
deriva de las representaciones tipo Fisher y estan acotadas a la posicion de los

grupos hidroxilo de la eritrosa (eritro) y la tetrosa (treo).

La estereoquimica al parecer tiene influencia en la potencia relativa y la
especificidad biolégica. Se ha observado que la estereoquimica alrededor de los
anillos marca una notable diferencia en la actividad citotoxica de los compuestos,
Chavez y Mata (1999) indican con relacion a las AGC bis-THF adyacentes que
cuando son treo/cis/treo/cis/eritro actuan selectivamente en ciertas lineas celulares

y cuando son treo/trans/treo/trans/eritro inhiben otras.

La clasificacion de las acetogeninas esta en continua modificacién debido al
aislamiento de nuevas moléculas que difieren de algun modo de los patrones ya

establecidos y a la reconsideracion de su estereoquimica relativa.

2.3.2. Actividad bioldgica
Son bioactivas y presentan un rango amplio de actividades tales como citotoxica

frente a diversas lineas celulares (Kim et al., 2001a; Quispe et al., 2006; Yuan et
al., 2006; Liaw et al., 2008), antitumoral (Chahboune et al., 2006), antiparasitaria
(Waechter et al., 1998; Février et al., 1999; Chan-Bacab y Pefa-Rodriguez, 2001;
Raynaud-Le Grandic et al., 2004), insecticida (Guadano et al., 2000; Gonzalez-

Coloma et al., 2002; Alvarez Colom et al., 2007), antimalarial (Rakotomanga, et al.,
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2004), antifungica (Cepleanu et al., 1993; Padmaja et al., 1993) y antibacteriana
(Jumana et al., 2000; Rahman et al., 2005).

La mayor atencién se centra en la actividad anticancerosa, ya que diversas
ACG se encuentran entre los agentes citotoxicos mas potentes que se conocen
hoy en dia, por ejemplo la trilobacina y la asiminocina muestran valores de dosis
eficaz media (DEso) menores a 10™'2 mg/mL en varias lineas de células tumorales
humanas (incluyendo a las multidroga resistentes), superiores al taxol (un
diterpeno aislado de la corteza del tallo de Taxus brevifolia que actualmente es el
agente anticanceroso de mayor uso) (Oberlies et al., 1997; Alali et al., 1999; Li et
al., 1999).

Esta potente citotoxicidad se ha relacionado con la inhibicion de la
NADH:ubiquinona oxido-reductasa y/o de la NADH oxidasa de la membrana
citoplasmica (Rodier et al., 2000), que disminuyen la produccion de ATP
reportandose también la apoptosis (muerte celular programada) (Sinha et al.,
1999b).

Muchas ACG son mas potentes que los insecticidas normales, asi por
ejemplo: la asimicina, la parviflorina, la silvaticina, la bullatacina, la anomontacina y
la gigantetrocina A, son superiores a la sipermetrina (de origen piretroico), al
cloripirifos (de origen fosforado), a la hidrametiinona (con base en la
amidinohidrazaona), el proporxur y el bendiocarb (con estructuras quimicas

basadas en el carbamato) (Alali et al., 1999).

En reportes previos (He et al., 1997) empleando un ensayo de contacto
sefalan que las ACG bis-THF adyacente con tres grupos —OH son insecticidas
potentes contra el mosquito de la fiebre amarilla. Guadaro et al. (2000) indican

que escuamocina fue téxica sobre adultos de Leptinotarsa decemlineata
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(Coleoptera) y Myzus persicae (Homoptera), adicionalmente escuamosina

disminuy® la reproduccién de M. persicae.

También se ha analizado el efecto téxico y antialimentario de nueve ACG
(50 ug/g de dieta) aisladas de A. cherimola sobre Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) encontrando que solo escuamocina mata al 100% de
larvas a la dosis empleada, la accidn téxica mas importante fue en las pupas, ya
que todas las ACG ensayadas producen mas del 80% de mortalidad; aunque no

tuvieron efecto antialimentario (Alvarez Colom et al., 2007).

Evidencias bibliograficas sefalan las propiedades antiparasitarias de
algunas ACG, tales como la actividad significativa de senegalina, escuamocina y
molvizarina de A. senegalensis, que poseen una actividad significativa in vitro
contra Leishmania donovani, Leishmania major y Trypanosoma brucei en un rango
de 25 a 50 yg/mL en la primera hora de exposicion, aunque senegalina demostro
una mayor efectividad contra T. brucei (50 pg/ml) (Sahpaz et al., 1994). ACG
similares, aisladas de A. muricata y A. cherimolia poseen actividad filaricida contra

Molinema deseeate (Cavé et al., 1997).

Hasta el momento, las evidencias experimentales sefialan la accion de las
ACG sobre el transporte de electrones en la membrana interna mitocondrial, con
accion especifica sobre la NADH:ubiquinona 6xido-reductasa (NADH
deshidrogenasa, también llamada Complejo I), de forma similar a como lo hacen
los inhibidores clasicos como la rotenona y la piericidina A (Londershausen et al.,
1991; Degli Esposti et al., 1994; Tormo et al., 1999a; Guadano et al., 2000; Tormo
et al.,, 2001; Tormo et al., 2003; Tormo et al., 2005; Chahboune et al., 2006).
También se ha determinado que inhiben a la NADH oxidasa de células cancerosas
y de mitocondrias (Morré et al., 1995; Tomo et al., 1999b; Xu et al., 2003;
Barrachina et al., 2004). Las ACG son potentes en concentraciones micromolares,

por lo que se han descrito como unos de los inhibidores con mayor actividad sobre
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el transporte de electrones en mamiferos (Tormo et al., 1999b; Miyoshi et al.,
2005; Barrachina et al., 2007).

Es pertinente aclarar que los ensayos se han realizado tanto en lineas
celulares cancerosas como no cancerosas, asi como en mitocondrias de bovino,
insecto, pollo y raton, células de mesencéfalo (Landolt et al., 1995; Oberlies et al.,
1995; Alfonso et al., 1996; Lannuzel et al., 2003; Xu et al., 2003) y particulas
submitocondriales de bovino (PSM) (Estornell et al., 1997; Tormo et al., 1999c;
Motoyama et al., 2002; Yuan et al.,, 2003). En insectos se ha determinado la
accion de estas moléculas en adultos y larvas (Londershausen et al., 1991; Lewis
et al., 1993; Guadano et al., 2000). También se ha detectado que inducen
apoptosis en células cancerosas (Zhu et al., 2002; Chiu et al., 2003; Yuan et al.,

2003). En el cuadro 3 se ejemplifican algunas de las actividades sefialadas.

Ademas, Guadafio et al. (2000) evaluaron la mutagenicidad de la
escuamocina (bis-THF adyacente) y de annonacina (mono-THF) en concentracion
de 1000 pg/placa sobre Salmonella Typhimurium cepas TA98, TA 100 y TA 102,
capaces de detectar compuestos que causan mutaciones génicas, los resultados

no muestran un efecto mutagénico/toxico.

Cuadro 3. Accién biologica de algunas ACG

Acetogeninas o » Referencia
Modelo biolégico Accion o )
bibliogréafica

Purpureacina-1 Candida albicans Antifungica
] Cepleanu et al., 1993
Purpureacina-2

Escuamocina PSM de bovino Inhibe el complejo |
Rolliniastatina-1 Degli et al., 1994
Otivarina
Molvizarina Linea celular cancerosa | Inhibe el complejo |
Asimicina Mitocondria de rata
) Landolt et al., 1995
Annonacina Tumor de agallas
Gigantriocina Ay B
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Asimicina
Trilobacina
Annonacina

Isoannonacina

Linea celular murina

Linea celular cancerosa

Inhibe el crecimiento

celular

Oberlies et al., 1995

Asimicina

Insecto Malacosoma
americanum

Hongos en plantas de
Prunus serotina

Linea celular cancerosa

Inhibe el complejo |

Johnson et al., 1996

Cherimolina-1

PSM de bovino

Inhibe el complejo |
con el ensayo de NADH

oxidasa

Estornell et al., 1997

Goniotrionona
Piramicina

Pirogonicina

Linea celular cancerosa
Mosquito de la fiebre
amarilla

Artemia salina

Inhibe el complejo | con el
ensayo de NADH oxidasa
Citotoxica

Toéxica

Alali et al., 1998

Membrarollina

Rollimembrina

PSM de bovino

Inhibe el complejo |

con el ensayo de la NADH

Gonzalez et al., 1998

Rolliniastatina-1 oxidasa

Membranacina

Annoglaucina Linea celular cancerosa | Citotoxica Chavez y Mata, 1999
Purpuracenina Artemia salina Toxica

Rolliniastatina-1 Linea celular cancerosa |Inhibe la  proliferacion

Escuamocina-2 y celular Duret et al., 1999

derivados sintéticos

Rolliniastatina-1
Silvaticina
Escuamosina

Rollidecina B

Larvas de Leishmania

braziliensis, L.
amazonensis, L.
donovani y

Trypanosoma cruzi

Leismanicida

Tripanomicida

Février et al., 1999

Annonacina

Annonacinona

PSM de bovino

Inhibe el complejo | con los

ensayos de NADH:DB

Corossolina oxido-reductasa y NADH
Tormo et al., 1999b
Corossolona oxidasa
Murisolina
Solamina
Corossolina PSM de bovino Inhibe el complejo | con los

Rolliniastatina-1

NADH:DB
oxido-reductasa y NADH

ensayos de

oxidasa

Tormo et al., 1999c

Escuamocina

Linea celular cancerosa

Inhibe proliferacion celular

Raynaud et al., 1999
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Altera ciclo celular

Escuamocina

Annonacina-2

Insectos: larvas de
Spodoptera littoralis 'y
adultos de L.

decemlineata
S. Typhimurium TA98,
TA100y TA102

Inhibe el complejo |
Citotdxica

No mutagénica

Guadanio et al., 2000

Escuamocina

Mucocina modificada

Mitocondria de bovino y

Complejo | aislado

Inhibe el complejo |

Arndt et al., 2001

Annonacina
Escuamocina

Rolliniastatina-1

Insectos adultos de S.
littoralis

Epimastigotes de
Trypanosoma cruzi

Linea celular cancerosa

Inhibe la NADH oxidasa

Gonzalez-Coloma et
al., 2002

Escuamocina

Linea celular cancerosa

Inhibe proliferacion celular

Induce apoptosis

Zhu et al., 2002

Annonacina Neuronas de embriones | Reduce la actividad del
de rata complejo | e Induce la
Lannuzel et al., 2003
muerte de neuronas
dopaminérgicas
Goniotrionina Linea celular cancerosa | Apoptosis
Piracina Induccion de BAX
) o o Yuan et al., 2003
Piragonicina Citotdxica

Escuamocina C

Mitocondrias de higado

Inhibe la NADH oxidasa

Xu et al., 2003 et al.

de pollo
Tucumanina PSM de bovino Inhibe el complejo | Barrachina et al., 2004
Muricina H 1-Linea celular de | Citotdxica diferencial

cancer de pulmén de
células grandes H460

2-Fibroblastos normales
de raton 3T3

control)

(linea

Quispe et al., 2006

Escuadiolina A
Escuadiolina B

Escuafosacina B

Linea celular cancerosa

Citotoxica

Liaw et al., 2008

Posiblemente las ACG mas estudiadas en diversos modelos biolégicos

debido a

la potencia que poseen,

son

rolliniastatina-1,

rolliniastatina-2,

escuamocina y asimicina, asimismo, los ensayos biolégicos se han orientado
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hacia el efecto sobre lineas celulares cancerosas en la busqueda de nuevos

farmacos y de compuestos con actividad insecticida.

2.3.3. Relacién Estructura—Actividad (REA)
Debido a la diversidad estructural de las ACG, se ha buscado la parte de la

molécula que les confiere mayor o menor actividad sobre el complejo | de la
cadena respiratoria tanto en células normales como cancerosas, realizando
modificaciones estructurales y sintetizado algunos de estos compuestos, incluso
se han encontrado algunas ACG derivadas mas potentes que las ACG naturales
(Tormo et al., 2003).

a) Estudios en lineas celulares tumorales

Entre los estudios relacionados con el numero y posicidon de anillos THF se
encuentra el de Oberlies et al. (1995), para determinar el poder inhibitorio en
ensayos de difusion en gel de 10 ACG (dos mono-THF, dos bis-THF no
adyacentes y seis bis-THF adyacentes) sobre lineas celulares cancerosas murinas
de pancreas (PO3), linfoma de células B (P388) y mamario resistente a la
adriamicina (M17/adr); con las lineas humanas de colon (H8) y de pulmén (H125).
La concentraciéon empleada fue de 2.50 pg/disco, marcando como referencia que
cada 6.5 mm equivalia a 200 unidades de inhibicion. Todas las ACG inhibieron la
proliferacion de las lineas celulares con valores de 50 a 825 unidades, en
particular la bullatacina (bis-THF) fue mas potente sobre la linea PO3 (825
unidades) seguida de la P388 (750 unidades), M17/Adr (760 unidades) y H8/H125
(775 unidades). Las ACG fueron mas potentes que el agente antineoplasico
adriamicina excepto bullatacinona (0.25 pg/disco), 30-hidroxi-bullatacinona (2.5
pg/disco) y annonacina (2.5 ug/disco) cuyo efecto fue ligeramente menor al del
control, encontrando que las de dos anillos THF son ligeramente mas inhibitorias
que las de un anillo THF y las que tienen anillos bis-THF adyacentes son los mas
potentes aunque sélo ligeramente mas que las bis-THF no adyacentes. Aunque

estos autores determinaron la potencia inhibitoria en ug/mL no consideraron el
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peso molecular de las ACG vy el control positivo, por o que no pueden afirmar que

las ACG ensayadas son mas potentes que el control.

Con el fin de relacionar la potencia con la estructura molecular de las
acetogeninas (configuracion de los centros esterogénicos, longitud de la cadena,
insaturaciones, cetonas y anillo THF) Cavé et al., (1997) evaluaron la actividad
citotoxica de la ACG muricatacina (mono-THF, lactona saturada) y 18 derivados
sintetizados [cuatro cetonas butirolacténicas; dos treo (4S, 5S) 5-hidroxi-4-
alcandlido; uno eritro (4S, 5S) 5-hidroxi-4-heptadecandlido (+); dos 4S o 5S 5-
hidroxi-4-pentandlido (+) y (-); tres treo butendlidos; tres 5-hidroxi-4-
alcanolidosracémicos y tres eritro/trans/treo y treo/trans/treo] sobre las lineas
celulares KB (carcinoma epidermoide humano) y VERO (células de rifibn de mono
africano verde), encontrando que la citotoxicidad depende de la longitud de la
cadena, muricatacina es mas activa (con R=C12H25) sobre KB (CEsp 5 pug/mL) y
VERO (CEsp 11 pg/mL), mientras que una cadena corta (R=C, Hs a Cio Ha1 ¥
R=CH20H) y una lactona saturada disminuyen drasticamente la actividad sobre
ambos tipos celulares (CEsy >100 pug/mL) sin embargo, una cadena de 13 C no
incrementd la actividad citotdxica. La insaturacion de la lactona mejoré la actividad
de los compuestos con cadena corta (R=C, Hs y C; Hqs) al tener la misma
concentracion efectiva media que la muricatacina en ambas lineas celulares, casi
el mismo efecto se encontré con el compuesto al que se le insertdé una funcion
cetona. La adicion de un anillo THF no modifica la actividad siempre y cuando no
se reduzca el tamafo de la cadena que une a la lactona y los anillos THF
(espaciador). Ademas los enantiomeros de la muricatacina [(+) y (-)] tienen la
misma actividad sobre ambas lineas celulares. Este estudio determind que la

longitud del espaciador es crucial para la actividad.

Se prepararon 16 ACG analogas a las que se les reemplazé el anillo bis-
THF por bis-éter etilénglicol y ademas en el anillo de la cetolactona se

incorporaron cadenas laterales lipofilicas diferentes (n-CoH21, fenilo, p-MeOCgHy4,
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p-CF3CeH4, 2-naftilo, BuaoN, OctoN, N-piperidinil y 3-O-colesteril). La actividad
desplegada por las analogas sobre células de leucemia L1210 fue comparada con
la de bullatacina, annonacina y bullatacinona. Los valores de la Clsp de los
compuestos analogos resultaron ser mayores a los de bullatacinona (Clsy 0.016
MM) y mucho mas a los de bullatacina (Clsp 0.0004 uM), pero se pueden sefialar
varias tendencias: no se observan diferencias significativas para las analogas con
cadenas similares, por ejemplo, los de cadena n-CoHz¢ presentan una Clsg de 3.5
y 1 yM. En general los resultados de las analogas presentan una potencia menor
que las ACG naturales, lo que indica que la lactona terminal confiere una potencia
limitada en contraste con los anillos THF, los que se modificaron en las analogas
por un bis-éter etilén glicol. Esto parece apoyar la hipétesis de Shimada et al.
(1998b) que sefialan que la ACG debe adoptar una conformacion de “U” con los
anillos THF interaccionando con la membrana interna mitocondrial (Rodier et al.,
2000).

En afos recientes a partir de la solamina (ACG mono THF) se sintetizaron
cinco moléculas hibridas con heterociclos nitrogenados en lugar de la cetolactona
insaturada. Se determiné su actividad antiproliferativa en 39 lineas celulares
cancerosas humanas. Los valores de inhibicion media del crecimiento (ICsp) en
todas las lineas para cada uno de los compuestos modificados estuvieron entre 31
y 71 uM mientras que el de solamina en 76 puM, resultando que los valores de ICs
de los hibridos fueron mayores de los obtenidos con solamina; los resultados
sugieren que la lactona puede ser reemplazada con heterociclos nitrogenados sin
afectar su potencia inhibitoria (Kojima et al., 2008), lo que ya habia sefialado
Rodier et al. (2000).

b) Estudios en mitocondrias completas
Con la finalidad de determinar la REA Landolt et al., (1995) midieron la
disminucién del consumo de oxigeno en mitocondrias de higado de rata expuestas

a diez ACG bis-adyacentes (bullatacina, 10-hidroxi-4-dioxibullatacina, bullatacina,
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30-hidroxi-4-deoxibullatacina, bullatacinona, 30-hidroxi-bullatacinona, 31-hidroxi-
bullatacinona, asimicina, 4-dioxi-asimicina y trilobacina), cuatro bis-no adyacentes
(bullatalicina, bullatalicinona, bullatanocina, bullatanocinona) y seis mono THF
(annonacina, isoannonacina, cis-annonacina-10-uno, annomontacina,
gigantetrocina A, gigantetrocina B) con diferentes arreglos moleculares como
lactonas insaturadas y saturadas, grupos hidroxilo en el C-4 o flanqueando los
anillos THF. Los ensayos a una concentraciéon de 10 yL presentaron valores de
Clso de 15-800 nM/mg de proteina. Las ACG THF bis-adyacentes 4-hidroxi como
la asimicina y la bullatacina (Clsp 32 y 71 nM/mg de proteina) son mas activas que
las tipo 4-dioxi como la 4-dioxibullatacina (Clsp 810 nM/mg de proteina); las THF
no-adyacentes tuvieron una Clsp de 30 a 120 nM/mg de proteina, de ellas la
bullatacinona que posee una cetolactona es la menos activa (120 nM/mg de
proteina) de este grupo. De los tres tipos de ACG evaluadas las mono-THF fueron
las menos activas presentando una Clso de 170 a 480 nM/mg de proteina, la de
mayor potencia en este grupo fue la cis-annonacina-10-uno (Clso de 170 nM/mg de
proteina); la cetolactona isoannonacina tuvo una mayor actividad que la
annonacina con una y-lactona-a,B-insaturada (Clsp de 220 y 480 nM/mg de
proteina respectivamente). Las acetogeninas bis-THF adyacentes o bis-THF no
adyacentes, presentan una potencia mayor, que disminuye cuando se elimina el
OH en el C4.

La potencia inhibitoria debida al numero y posicién de anillos THF también
fue confirmada por Alfonso et al. (1996) en mitocondrias de higado de rata con la
evaluacion del consumo de oxigeno de cinco ACG bis-THF adyacentes y una no
adyacente, una THF-THP no adyacente y siete mono-THF usando como control la
bullatacina (una de las ACG mas potentes); el rango de las Clso fue de 0.58-45.87
pmol/mg de proteina. Las mas activas fueron las bis-THF adyacentes como
asiminacina, trilobina y bullatacina (Clsy 0.58, 0.85 y 1.00 umol/mg de proteina
respectivamente) mientras que la no-adyacente presentd la menor actividad de
este grupo (Clsp 28.40 pmol/mg de proteina), la mucosina (THF-THP no

adyacente) fue 14 veces mas potente (Clso 1.94 ymol/mg de proteina) que la bis-
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THF adyacente motrilina. Entre las mono THF también hubo diferencias
encontrando como mas potente a la longifolicina (Mono-THF con tres grupos
hidroxilo) (Clsp 3.22 ymol/mg de proteina), la gigantetroneninona con un doble
enlace en la cadena alquilica tuvo una Clsp 4.90 umol/mg de proteina, mientras
que annomuricina A y annomuricina B fueron las menos inhibidoras de consumo
de oxigeno de todas las ACG ensayadas (Clsp 41.32 y 45.87 pmol/mg de proteina

respectivamente).

Alfonso et al. (1996) coincide con Landolt et al. (1995) en que las ACG bis-
THF adyacentes tienen mayor actividad que las mono-THF, pero Alfonso et al.
(1996) precisan la importancia en las no adyacentes de la distancia entre los dos
anillos THF, ya que mas de cuatro carbonos reducen la potencia como una mono
THF y que las ACG con cetolactona saturada provocan una menor inhibicion que

las que poseen lactona insaturada.

c) Estudios con PSM de corazén de bovino

Otro tipo de estudios llevados a cabo para entender la REA son los que miden la
actividad de las ACG sobre enzimas de la cadena respiratoria, Gonzalez et al.
(1998), evaluaron la potencia inhibitoria sobre el transporte de electrones de
cuatro ACG [membrarollina (espaciador de 8 C), rollimembrina (espaciador de 8
C), membranacina (espaciador de 10 C) y rolliniastatina-1 (espaciador de 10 C)]
con configuracion relativa treo/cis/treo/cis/eritro bis-THF y diferentes longitudes del
espaciador entre el anillo THF y la lactona, con el ensayo de la NADH oxidasa,
enzima que no solo mide la inhibicién del complejo | sino los complejos |, Il y IV
de manera integral. Los resultados sefalaron que membrarollina (Clsp 0.29 nM) y
rollimembrina (Clsp 0.34 nM) son inhibidores mas potentes de la NADH oxidasa
que membranacina (Clsp 0.59 nM) y rolliniastatina-1 (Clsp 0.59 nM). Mostraron
evidencias de la importancia del tamafo de la cadena alquilica al sefalar que una

cadena corta entre el anillo de la y-lactona y el anillo THF aumenta el potencial
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inhibitorio, y de que la posicién del grupo hidroxilo en el C-4 afecta la interaccién

de la ACG con esta enzima.

d) Estudios con ACG modificadas

La modificacién de la estructura molecular de las ACG ha permitido también
acercarse a la importancia en la REA de la y-lactona, el espaciador y los grupos
hidroxilo. Takada et al. (2000) obtuvieron ocho compuestos semejantes a la
rolliniastatina-2 (bullatacina) modificando el tamafo del espaciador (de 13 a 16 C),
la lactona (sin H, lactona sustituida y cambio de lactona) y los grupos hidroxilo
(eliminacion de OH del C4, cambio de uno de los que flanquean la molécula por
COCHs3), pero todos bis-THF adyacentes y diepomuricanina (con dos epoéxidos),
determinaron sobre PSM de corazdn de bovino su accion inhibitoria midiendo la
Clso sobre la NADH oxidasa y NADH-Q4 6xido-reductasa. La inhibicién media (lso)
de la NAD oxidasa con bullatacina fue la mayor (1.2 nM) incluso que el control
piericidina A (2.3 nM) y de los compuestos analogos a la bullatacina (1.2 a 260
nM) la diepomuricanina fue la menos activa (2,800 nM). La importancia del OH en
la lactona se evidencié con un compuesto sintético que desplegd la misma
actividad que la bullatacina. El grupo de Takada estableci6 que: 1) la y-lactona no
es crucial para la potencia del inhibidor; 2) la presencia de grupos hidroxilo
flanqueando los anillos THF son favorables mas no esenciales en la potencia de la
actividad, para afirmar esto acetilaron un OH lo que disminuyé la potencia
inhibidora; 3) al parecer el espaciador es el factor estructural mas importante en la
potencia, con un tamano 6ptimo de 13 atomos de carbono, lo que le da flexibilidad
a la estructura; 4) adicionalmente, la y-lactona y los anillos THF actuan de forma
cooperativa sobre el complejo | debido a que se genera una alta polaridad
alrededor de los THF. El analisis de estos experimentos los llevé a senalar la
importancia de la conformacion no lineal del espaciador para su interaccion con el

complejo | (Takada et al., 2000).
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Otros experimentos como el de Tormo et al. (2001) tuvieron la finalidad de
determinar si la y-lactona es determinante para la actividad de las ACG. Se
fundamentaron en dos modelos: rolliniastatina-1 (bis-adyacente THF) vy
cherimolina-1 (bis-THF no adyacente), ambas con una cetolactona insaturada y un
OH en el C-4, asumiendo que la modificacion de la y-lactona, alteraria la inhibicién
del complejo | mitocondrial; los ensayos se llevaron a cabo con la NADH oxidasa y
NADH:decilubiquinona 6xido-reductasa en PSM de corazén de bovino. Ademas
emplearon las ACG laherradurina e itrabina cuya y-lactona es saturada. Sefalaron
que todas las isoacetogeninas derivadas de rolliniastatina-1 tienen mas potencia
que ésta, mientras que con la cherimolina-1 sélo tres fueron mas potentes y que la
de mayor potencia inhibitoria fue laherradurina. Encontraron también que y-
lactonas derivadas actuan de forma similar al mas potente inhibidor del complejo |,
por tanto concluyeron que el tipo de la lactona no es determinante en la actividad

bioldégica pero si la longitud del espaciador.

También se ha elucidado el papel de la cadena alquilica hidrofébica de las
ACG en su accién inhibitoria, para ello Motoyama et al. (2002) sintetizaron dos
ACG parecidas a la bullatacina, una sin cadena alquilica y otra con cadena
alquilica corta empleando la inhibicién del Complejo | a través del ensayo de la
NADH oxidasa usando particulas PSM de corazén de bovino. Al comparar la
actividad con la bullatacina (Clsp 0.6 nM), la ACG sin cadena alquilica tuvo una
Clsp 3.1 nM y la de cadena alquilica corta de Clso 0.9 nM, valor muy cercano al de
la bullatacina. Concluyen que la presencia de la cadena alquilica es preferible para

la actividad mas no esencial.

Un modelo de estudio para determinar tanto la importancia de la lactona
como de la longitud del espaciador se ha fundamentado en ACG mono THF (que
pueden minimizar la importancia de los anillos THF), Tormo et al. (2003).
modificaron la lactona de la annonacina y annonacinona (sustituyéndola por un

grupo quinona o por acido carboxilico) y la longitud de la cadena alquilica
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analizando su efecto inhibitorio sobre el complejo | de PSM de corazén de bovino
utiizando los ensayos de la NADH oxidasa y NADH:decilubiquinona oxido-
reductasa. De annonacina se prepararon cinco ACG (Clsp 1.9 a 21.8 nM) y de
annonacinona tres (Clso de 0.7 a >150 nM). Aunque se ha reportado que las ACG
mono-THF son menos potentes que los compuestos que poseen anillos bis-THF
adyacentes y no-adyacentes, los resultados obtenidos de este estudio mostraron
que todos los compuestos probados pueden bloquear la transferencia de
electrones en concentraciones nanomolares (nM) con una Clsg similar a rotenona,
excepto uno de los modificados de annonacinona, aunado a ello algunos de los
compuestos  modificados fueron mas  efectivos para inhibir la

NADH:decilubiquinona éxido-reductasa que la rotenona.

La presencia de los grupos hidroxilo flanqueando los anillos de las ACG bis-
THF es comun en estas moléculas por lo que también se ha investigado su
importancia para la actividad. Abe et al. (2004) obtuvieron tres ACG analogas a
bullatacina sustituyendo los grupos hidroxilo que flanquean a los anillos por H y
eliminaron el grupo hidroxilo del C4. Con el ensayo de la NADH oxidasa sobre
PSM de corazén de bovino, la Clsy de la bullatacina sin —OH en el espaciador fue
de 0.75 nM, a las que se les sustituyé solo un hidroxilo de los que flanquean los
anillos presentaron una potencia inhibitoria de 3.1y 2.7 nM y de 85 nM a la que se
le sustituyeron los dos. Fue evidente que la modificacion de los grupos hidroxilo

disminuye drasticamente la potencia.

Considerando que los anillos THF son esenciales para la actividad
inhibitoria se sintetizé una acetogenina analoga a cohibina A (ACG lineal con dos
grupos hidroxilo y cetolactona), con cuatro grupos hidroxilo. La inhibicion del
complejo | se determindé en PSM de corazon de bovino con el ensayo de la NAD
oxidasa usando bullatacina como control de la potencia. La Clsy de bullatacina en
esta investigacion fue de 0.8 nM mientras que la de dihidroxi-cohibina A fue de 20

nM. Lo que indica que la sustitucidn de los anillos THF por de grupos hidroxilo
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mantienen a la molécula con actividad, pero no tan potente como la de bullatacina
(Konno et al., 2004).

Con el fin de conocer el papel de la lactona se realiz6 la sintesis de ACG
semejantes a la bullatacina, a las que se les elimind la lactona, los resultados
indican que excepto por el importante papel que tiene el espacio alquilico de 13
atomos de carbono, el otro factor crucial para la potencia de las ACG incluye la
conformacién de éstas en la membrana, por lo que se sefiala que la y-lactona y los
anillos THF actuan de manera conjunta sobre el complejo | de la cadena

respiratoria mitocondrial (Hamada et al., 2004).

Con relacién a los anillos THF y los grupos hidroxilo (-OH) que los
flanquean, diversos reportes de investigacion, coinciden en sefalar que las ACG
bis-adyacentes seguidas de las no adyacentes son mas activas que las mono-THF
sobre el complejo | mitocondrial, y que la presencia de grupos —OH flanqueando

los anillos es favorable para la actividad, mas no esencial.

No obstante todas las investigaciones no hay claridad acerca de cual o
cuales son las partes mas importantes de la molécula que le confiere(n) su
potencia como inhibidores, sin embargo hay coincidencia en tres caracteristicas: el
anillo THF, el anillo terminal y-lactona y el numero de carbonos entre ellos
(“espaciador”) que al parecer el “ideal” es de 13 carbonos (Takada et al., 2000;
Hamada et al., 2004; Miyoshi, 2005; Abe et al., 2008).

A continuacion se destacan algunas conclusiones referidas a la REA de

acetogeninas naturales y sintéticas:

a) Las bis-THF adyacentes y las no adyacentes son mas activas que las
mono-THF.

b) Las bis-THF adyacentes son las mas potentes de la familia; las bis-THF no
adyacentes son en general superiores a las mono-THF, las cuales son mas

potentes que las que no poseen anillo(s) THF.
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Los anillos bis-THF adyacentes no son esenciales para la actividad ya que
los mono-THF también exhiben potente actividad.

Al parecer la mayor actividad esta en relacion con los anillos THF presentes
en la estructura.

Los anillos THF vy la lactona actuan de manera cooperativa sobre la enzima
y que la longitud 6ptima del espaciador es de 13 atomos de carbono.

Los compuestos con anillos THF y THP son igualmente activos.

Un espacio de 13 carbonos entre los anillos THF y la lactona es muy
importante para la potencia de su actividad.

La estereoquimica de los anillos no es esencial para la potencia.

La a, B-insaturada-y-lactona al final de la cadena es crucial para la actividad
que despliegan.

Las ACG con C-35 son mas potentes que las de C-37.

El espacio entre un —OH flanqueando al anillo THF y la lactona, es critico
para la potencia y selectividad de las ACG, por ejemplo un espacio de C-13
en las mono y bis-THF es éptimo para la actividad.

La posicion del grupo —OH en los C-4 y C-10 son esenciales para su

actividad.

m) La cadena alquilica no es un factor estructural requerido para la inhibicion.

Todavia es mas escaso el conocimiento acerca de cdmo estos compuestos

interactian con la membrana, asi Shimada et al. (1998a; b) trabajaron en la
elucidaciéon de la conformacion que adquieren las ACG con anillos THF: mono,
bis-adyacentes y bis-no adyacentes sobre “membranas” liposomales y sefialaron
que los anillos pueden aumentar la bioactividad de la molécula restringiendo la
ubicacion, localizacidn y orientacion de la lactona; ellos propusieron un modelo de
conformacién activa (en forma de U) en el que los anillos THF flanqueados por
grupos hidroxilo accionan como un ancla hidrofilica en la superficie de la
membrana interna mitocondrial y la cadena alquilica como un ancla hidrofébica, y
que solo la lactona interactua directamente con el sitio activo del complejo | por

difusién lateral en la membrana mitocondrial interna, ademas y dado que los
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anillos de THF se encuentran cerca del centro de la molécula y el anillo de lactona
es el extremo terminal en una larga cadena alquilica, es posible que las ACG tipo
asimicina puedan adoptar una conformacién de hoz o de “U”, en funcién de la
longitud de la cadena alquilica entre el THF y la lactona. Asimismo esta propuesta
del rol crucial de la lactona es consistente con el hecho de que las ACG naturales
mas potentes poseen una y-lactona-a,B-insaturada como rolliniastatina-2

(bullatacina).

Ademas, se ha tratado de caracterizar el sitio de union del inhibidor al
complejo | y determinar la funcién dinamica de la cadena de C entre el o los anillos
THF vy el anillo lacténico; Abe et al. (2008) observaron que una disminucién en la
flexibilidad de la cadena espaciadora es adversa para la accion de las mono-THF
mientras que para las bis-THF no, sugirieron que aun cuando se acorta el numero
de C a las bis-THF uno de los dos anillos es capaz de trabajar como un
pseudoespaciador. Estas propuestas son el resultado de ACG a las que les

modificé el tamario del espaciador (Figura 11).

Figura 11. Representacion esquematica de un modelo de union de la ACG al complejo |. Se puede
observar que cuando la ACG exhibe su efecto, el anillo THF hidroxilado y el anillo lacténico se
unen simultaneamente en dos sitios (Modificado de Abe et al., 2008).

Con relacion a la conformacién de la molécula, se realizé una simulacién de
la dinamica molecular de ACG tipo guanacona (treo/trans/treo/trans/eritro),
especificamente de la diacetil-guanacona (DAG obtenida por semisintesis) en una
bicapa lipidica totalmente hidratada de 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (POPC) empleando el programa AMBER y un tiempo de simulacion

de 10 ns. El estudio mostré que los puentes de hidrégeno son criticos para que la
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molécula adquiera una conformacion particular, caracterizada por presentar forma
de “L”, en la cual los anillos THF se comportan como “anclas hidrofilicas” en los
lipidos de la membrana. De manera que los anillos THF pueden mejorar la
actividad de la DAG restringiendo la ubicacién, conformacién y orientacion de la
lactona, la que ha sido sefalada como parte esencial para la actividad (Barrachina
et al., 2007).

Aunque diversos grupos de investigacion como el de McLaughlin, Miyoshi y
Cavé sugieren que el o los anillos THF se localizan en la membrana interna
mitocondrial y que la lactona interactua con el sitio de la membrana, también han
demostrado que la sustitucion de la lactona por o con otro tipo de compuestos en
ACG analogas solo disminuyen la potencia inhibidora con relacién a las ACG
naturales, el grupo de Miyoshi reporta que el espaciador es indispensable para la
actividad; hasta hoy sigue sin haber claridad sobre si es una parte de la molécula
la que confiere la actividad, o si, independientemente del tipo de ACG, la molécula

como un todo ejerce la actividad.

2.3.4. Caracteristicas de las acetogeninas utilizadas en los ensayos
La rolliniastatina-2 (Cs7HegsO7) y laherradurina (CszHesO7) fueron aisladas a partir

de semillas de A. diversifolia, ambas presentan un nucleo estructural bis-THF
adyacente, de configuracion relativa treo/trans/treo/trans/eritro, con tres grupos —
OH; rolliniastatina-2 en los C4, C15, C24 y laherradurina en los C4, C15, C35; las
diferencias en las estructuras se basan en la posicién de uno de los hidroxilos
presentes en cada molécula y en el tipo de lactona. La primera tiene una lactona
insaturada y la segunda B-hidroxi metil y-lactona saturada, al ser ambas del tipo
bis-THF adyacente, se ubican entre las mas potentes en cuanto a su actividad

bioldgica.
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2.3.4.1. Rolliniastatina-2
Previamente ha sido aislada de tres géneros de la familia Annonaceae: Rollinia

(Pettit et al., 1989), Asimina (Zhao et al., 1992) y Annona, de este ultimo se ha
aislado de semilla, corteza y raiz de: A. bullata (Hui et al., 1989), A. squamosa (Li
et al., 1990; Born et al., 1990), A. reticulata (Hisham et al., 1994; Chang et al.,
1998c), A. cherimolia (Duret et al., 1994; Cortes et al.,, 1993b), A. senegalensis
(Sahpaz et al., 1996), A. glauca (Etcheverry et al., 1995) y A. diversifolia (Reyes-
Trejo et al., 1999).

Cavé et al. (1997) sefalan que esta ACG es igual a: bullatacina y 4-hidroxi-

25-desoxirolliniacina.

Rolliniastatina-2 (Figura 12) es una de las acetogeninas mas potentes en el
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial segun las investigaciones
realizadas sobre mitocondrias de insectos, de bovino, de pollo y raton, y sobre
particulas submitocondriales (PSM) de corazén de bovino (Londershausen et al.,
1991; Lewis et al., 1994; Tormo et al., 2003; Miyoshi, 2005).

0 §
A \__/

Figura 12. Estructura quimica de rolliniastatina-2.

Ademas se han realizado ensayos antitumorales en ratones atimicos como
el de Ahmmadsahib et al. (1993) del que concluyeron que la rolliniastatina-2
inhibe el tumor en un 67% a una dosis de 50 pg/kg/dia en 10 dias de experimento.
Ademas, tiene efecto sobre Leishmania major con una concentracion efectiva
minima (CEM) de 200 pg/mL a las 24 h de exposicion (Saphaz et al., 1994b), en
Artemia salina con DEsy>1.59x10° (Landolt et al., 1995); presenta una dosis
efectiva media (DEsg) de 0.1x10® uM frente a la linea celular tumoral SW480

multidroga-resistente (Gonzalez-Coloma et al. 2002); Chih et al. (2001) sefalaron
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que sobre células de hepatocarcinoma humano 2.2.15 una posible forma de
actividad es la inhibicion de la proliferacion celular y la induccion de la apoptosis y
Chiu et al. (2003) demuestran la presencia de apoptosis de forma tiempo y
concentracion-dependientes en concentraciones de 10° a 1.0 yM y que el cambio
apoptético mas significativo aparece a las 16 horas. También notaron una
disminucion tiempo y concentracion dependientes de los niveles intracelulares de
AMP ciclico y GMP ciclico, por lo que sugirieron que la disminucidn de los niveles
de AMP y GMP ciclicos pueden jugar un papel crucial en la induccién de la

apoptosis por rolliniastatina-2 en las células ensayadas (Cuadro 4).

El efecto que esta ACG presenta sobre diversos modelos biologicos en
concentraciones muy bajas, justifican el hecho de ser sefialada como una de las
mas potentes inhibidoras del complejo |, aun mas potente que rotenona, el clasico

inhibidor del complejo | mitocondrial.

Cuadro 4. Accion bioldgica de rolliniastatina-2

Modelo biolégico Tipo de ensayo Efecto Referencia bibliogréafica
CLso 1.59 x107° pg/mL Meyer et al., 1982
CLsp 0.00159 pg/mL Rupprecht et al., 1990

Toxicidad 75% de mortalidad a 10 ug | Londerhausen et al., 1991
Artemia salina (BST) mL”

DEsp 1.59x10™ pg/mL Gu et al., 1995
1.59x10™ pg/mL Johnson et al., 1996
1.6 x10™ mg/mL He et al., 1997

Complejo | aislado

Mitocondria de corazoén Inhibir CoQ4 6xido- Cls0 0.35£0.1 nM
Ahammadsahib et al., 1993

de bovino reductasa

Insectos

1-Aphis gosstpii 1-80% de mortalidad a 1

2-Aedes aegypti ppm

(larvas) 2-80% de mortalidad a 10

3-Diabrotica Insecticida ppm Rupprecht et al., 1990
umdecimpunctata 3-80% de mortalidad a 24

4-Tetranychus urticae ppm

4-20% de mortalidad a 10
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ppm

1-Aedes
(larvas)

aegypti

1- 65% de mortalidad a 20

g mL”

2- Locusta migratoria Larvicida 2- 90% de mortalidad a 50 Londerhausen et al., 1991
(larvas) Hg g’
Larvas del mosquito de Larvicida ClLso 0.10 mg/mL He et al., 1997

la fiebre amarilla

Leptinotarsa

decemlineata

Antialimentario

CEso 2.3 ug/em®

Guadafo et al., 2000

Leptinotarsa
decemlineata (adulto),
Spodoptera littoralis
(larvas) y M. persicae

(adulto)

Antialimentario

Efecto solo en

decemlineata: CEsp

pg/cm2

2.3

Gonzalez-Coloma et al.,
2002

56.2% con relacion al

Gonzalez-Coloma et al.,

Spodoptera littoralis Antialimentario
(arvas) control 2002
. . Antialimentario 29.7% con relacion al Gonzalez-Coloma et al.,
Spodoptera littoralis control
(larvas) 2002

Lineas celulares

DEsp 2.3x10™ pg/mL

Leucemia linfocitica P- Citotoxicidad Pettit et al., 1989
EI)’?garcinoma 1-DEsp 6.2x10™* pg/mL
nasofaringeo humano 2-DEsp 1.25x10™"® pg/mL
(9KB) 3-DE>10 pg/mL
2-Carcinoma humano 4-DEsp 1072 ug/mL
de pulmén (A546)
Citotoxicidad Rupprecht et al., 1990

3-Carcinoma humano
de mama (MCF-7)
4-Adenocarcinoma
humano de colon (HT-
29)

1-Células derivadas de | 1- Citotoxicidad 1-Clsy 0.5 nM (3.1x10"
ovario de pupa de S.|2-Inhibicion de la | pg/mL)
frugiperda respiracion 2- Clso 1.2 nM

2- Células derivadas de

ovario de pupa de S.

(Concentracion que reduce

el consumo de oxigeno en

Ahammadsahib et al., 1993

frugiperda un 50%)
In vivo en ratones . . 38% de vida a

Sobrevivencia
implantados con ug/Kg/dia Ahammadsahib et al., 1993
leucemia murina L1210
De tumor epitelial de|1,2, 3y 4- Citotoxicidad |1-EDsy 10" ug/mL para )

Holschneider et al., 1994

ovario humano: 0OC-194a72h

5- Sobrevivencia
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1-0C-194, relativa
2-0C-222, 2 y 4- Sensibles
3-OVCAR-3 resistente 3EDs 4 pg/mL para
a ciplastina, OVCAR-3 resistente a
4-A-2780 ciplastina a 72 horas
In vivo en ratén
C3HeB/FeJ
5-MOT 5- No muestra efecto sobre
(teratocarcinoma de MOT
ovario murino)
1- Células de rifidn de 1- CLso 3x10 pug/mL
mono verde africano 2- CLso 3x10° ug/mL
(VERO) Citotoxicidad Saphaz et al., 1994b
2- Carcinoma
epidermoide humano
(KB)
1-Carcinoma humano 1- DEso 1.25x10™"°
de pulmén (A-549) 2- DEsp >10
2-Carcinoma de mama 3- DEso 1.0x10°™"2
Antitumoral Zhao et al., 1994
(MCF-7)
3-Carcinoma de colon
(HT-29)
1-Cancer de pulmodn 1- DEsp <1.00x10™ pg/mL
(A-549)
2- DEsp <1.00x10°® pg/mL

2- Carcinoma de mama
(MCF-7) 3- DEsp 1.06 ug/mL
3- Adenocarcinoma de 4- DEsp <1.00x10® ug/mL
colon (HT-29)

o 5- DEso 1.62x102 pg/mL
4-Carcinoma humano Citotoxicidad

de rifidn (A-498)

5-Adenocarcinoma
humano de préstata
(PC-3)

6-Carcinoma humano
pancreatico (MIA
PaCa-2)

6- DEso <1.00x10® pg/mL

Gu et al., 1995

1- Linfoma P388
2- Pancreatico PO3

3- Ovarico resistente
M17/A

4- Colon H8

5- Pulmén HI25
6-Células no

cancerosas 118

Inhibicion del crecimiento
celular

1- 750 Unidades de
inhibicion (Ul)

2- 800 Ul
3- 750 Ul
4y 5- 750Ul
6- 750 Ul

200 unidades de
inhibicion= 6.5 mm

Oberlies et al., 1995

1-Carcinoma uterino

Inhibicion de la NADH
oxidasa

1-DEso 5-10 nM

Morré et al., 1995
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humano (He-La)
2-Leucemia
promielocitica humana
resistente a adriamicina
(HL-60)

2-DEso 1 pM

1-Carcinoma humano
de mama (MCF-7)

2- Carcinoma humano

1-DEsp >10 pg/mL
2-DEsp 1.0x107"2 pg/mL
3-DEsp1.25x10™" ug/mL

Citotoxicidad Johnson et al., 1996
de colon (HT-29)
3- Carcinoma humano
de pulmén (A-549)
1-Carcinoma humano 1-DEsp 2.44x10° pg/mL
de pulmén (A-549) 2-DEs0 6.96x10™" ug/mL
2-Carcinoma humano 3-DEsp 1 ug/Ml
de mama (MCF-7) 4-DEs 4.85x10™° pg/mL
3-Adenocarcinoma 5-DEs <10~ pug/mL
humano de colon (HT- 6-DEso <10 ug/mL
29) o

Citotoxicidad Hopp et al., 1997
4-Carcinoma humano
renal (A-498)
5-Adenocarcinoma de
prostata humana (PC-
3)
6-Carcinoma
pancreatico humano
1-Adenocarcinoma 1-Inhibe el crecimiento
h dosis-respuesta linear

umano de mama
en un rango de 1 p/mL a

multidrogaresistentes ) . 1x10™* ug/mL

Citotoxicidad

(MCF-7/Adr)
2-Adenocarcinoma
humano de mama tipo
“salvaje” (MCF-7/wt)

2-Inhibe el 50%, fue mas
citostatica que citotdxica
a1 p/mL

Oberlies et al., 1997

Lineas celulares
tumorales:

1- A-549 cancer
pulmén

2- HT-29 Cancer colon
humano

1y 2- Citotoxicidad

3-Inhibicién del complejo
I

1-DEso 1.25 E-13 p/mL
2-DEso E-12

Tormo et al., 1999b

Leucemia L1210 Citotoxicidad Clso 0.0004 uM Rodier et al., 2000
Células de DEs 7.8 £2.5 nM (1 dia de
hepatocarcinoma Citotoxicidad exposicion). Dosis y tiempo

Chih et al., 2001
humano 2.2.15 dependientes
1- Células de ovario de Citotoxicidad 1-0.03% con relacion al| Gonzalez-Coloma et al.,
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Sf9

2- Células de ovario de
hamster (CHO)
3-Carcinoma de colon
humano (SW480 MDR)
4-SkMe128

5-He La

control

2-DEsp 1.51 uM
3-DEsp 0.1 x 10 uM
4-DEs 0.09 uM
5-DEso 4.74 uM

2002

1-Células de
hepatocarcinoma
humano 2.2.15

1- Apoptosis
2- Disminucion del nivel
de AMPc

1- Apoptosis 72+5.5% a
1.0uMalas 16 h
2-9.5+3.2% con relacion al

controla 0.1 uyMalas6 h

Chiu et al., 2003

1-Leucemia
promielocitica humana
(HL-60)

2- Linea K562

Inhibicion del crecimiento
con concentraciones de
a)100,b)10yc) 1 uM

1-a) Clso 73%
1-b) Clso 7%
1-c) Clso 0%
2-a) Clsp 53%
2-b) Clso 39%
2-C) Clso 27%

Hu et al., 2006

Membrana citoplasmica

1-Paracoccus
denitrificans
2-Thermus
thermophilus

Inhibicién del complejo |

Sensibles a 100 nM

Schuler et al., 1999

Mitocondrias

1-  Mitocondria  de
musculo de vuelo de
Locusta migratoria

2-  Mitocondria  de
musculo de corazoén de
bovino

3- Mitocondria de
células de Neurospora

crassa

Inhibicion del consumo

de oxigeno

1-Clso 0.8 (£ 0.2) uM
2-Clsp < 0.1 UM
3-Clsp < 0.1 pM

Londerhausen et al., 1991

1-Mitocondria de
higado de raton
2-Mitocondria de

Manduca sexta

Inhibicion de la

respiracion mitocondrial

1-Clsp 9.5+0.5 nM
2-Clsg 11.0£1.0 nM

Ahammadsahib et al., 1993

Mitocondria de higado
de rata

Inhibicion del consumo
de oxigeno

Clso 71 nM/mg de proteina

Landolt et al., 1995

Mitocondria de higado

de rata

Usaron 10 L de
¢/ACG en rangos de 15
nMa 150 nM

Inhibiciéon del consumo
de oxigeno

Clsp 1.00 ymol/mg de
proteina

Alfonso et al., 1996

Mitocondria de bovino

Inhibicion del complejo |

Iso 0.06 nmol/mg de
proteina

Degli Esposti, 1998
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Parasitos

1-Leishmania major
(promastigotes)

2- Leishmania

Antiparasitario

1-CEM 200 ug/mL (24 y 96
h)

2-CEM >200 ug/mL (24 y
96 h)

Saphaz et al., 1994a

donovani 3-CEM >200 pg/mL (1h)y
3- T. brucei 50 pg/mL (24 h)
CEM: concentracion
efectiva minima
Trypanosoma cruzi DEso 163.72 yM

(epimastigotes)

Inhibicion del crecimiento

Gonzalez-Coloma et al.,
2002

Particulas submitocondriales

Corazon de bovino Inhibicion del Clso 1.5 nmol/mg en 1 nM Degli Esposti et al., 1994
complejo | de complejo |

Corazén de bovino Inhibicién del 1-Clsp 0.51£0.02 nM
complejo I: 2-Clsg 0.61+£0.04 nM

1-NADH oxidasa
2-NADH:ubiquinona
oxido-reductasa medida
como decilubiquinona

Estornell et al., 1997

Corazén de bovino

Inhibicion del

complejo I

1-NADH oxidasa
2-NADH:ubiquinona
6xido-reductasa medida
como decilubiquinona

1-Clsp 0.51+0.02 nM
2-Cls 0.61+0.04 nM

Tormo et al., 1999b

Corazén de bovino

Inhibicion del

complejo I
1-NADH:decilubiquinona
oxido-reductasa en
concentraciéon de 2.5 a
0.5nM

2-NADH oxidasa en
concentracion de 1.5 a
0.25 nM

1-Clsp 0.61+ 0.004 nM
2-Cls0 0.51+ 0.003 nM

Tormo et al., 1999c¢

Corazén de bovino

Inhibicién del complejo |
empleando el ensayo de
NADH oxidasa

C|5o 0.6 nM

Gallardo et al., 2000

Corazén de bovino

Inhibicion del complejo |
empleando el ensayo de
la NADH oxidasa

Is0 2.3+ 0.1 nM

Kuwabara et al., 2000

Corazén de bovino

Inhibicién del complejo |
empleando el ensayo de
la NADH oxidasa

Isg 1.2+ 0.2 nM

Takada et al., 2002

Corazén de bovino

Inhibicion del complejo |
usando el ensayo de la
NADH oxidasa

Clso 0.9£0.04 nM

Hamada et al., 2004

Corazén de bovino

Inhibicion del complejo
por el ensayo de la
NADH oxidasa

Clso 0.51+0.03 nM

Barrachina et al., 2004

Tumor de agallas

Crecido en discos de

Inhibicion del crecimiento

53 % inhibicion

Rupprecht et al., 1990;
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papa ‘ McLaughlin, 1991

2.3.4.2. Laherradurina
Hasta hoy esta ACG sélo se ha aislado de semillas de tres especies del género

Annona: A. cherimolia (Rios et al., 1989; Cortes et al., 1993b; Sahpaz et al., 1996),
A. diversfolia (Reyes et al., 1997) y A. glabra (Gallardo et al., 1998b) (Figura 13).

OH

OH

Figura 13. Estructura quimica de laherradurina.

Este tipo de ACG es poco comun debido a que la y-lactona es saturada, de
hecho en la literatura especializada sélo se reportan cinco de este tipo
laherradurina, tucumanina, jeteina, otivarina e itrabina, aisladas de A. cherimola.
Las dos primeras son bis-THF adyacentes, tienen el mismo numero y posicion de
los grupos hidroxilo (15, 24 y 35) pero difieren en la estereoisomeria, laherradurina

es treo/trans/treo/trans/eritro y tucumanina treo/trans/treo/trans/treo.

Cortes et al. (1993) y en 1998 Warmerdam et al. realizaron la revision de la
estructura de la lactona, Barrachina et al. (2004) sefialan que este compuesto

actua como un inhibidor del Complejo | mitocondrial (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad biolégica de laherradurina

Modelo biolégico Tipo de ensayo Efecto Referencia bibliografica
Lineas celulares
1-Células de ovario de 1-0.57% con relacion al
Citotoxicidad Gonzalez-Coloma et al.,
Sf9 control
2002
2-Células de ovario de 2-DEsg 8.42 uM
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hamster (CHO)
3-Carcinoma de colon
humano (SW480 MDR)
4-SkMe128

5-Carcinoma humano de

cervix (He-La)

3-DE5 0.64 x 10° uM
4-DEs 0.14 uM
5-DEsp 0.74 pM

1-Carcinoma humano de
cervix (He-La)
2-Adenocarcinoma colon-
rectal (SW-480)

Antiproliferativo

1-Clsp 0.015 pg/mL
2- Clsp 0.015 pg/mL

Schlie et al., 2009

Insectos

Leptinotarsa

1-Efecto solo L.

decemlineata  (adultos), o . decemlineata= 86% con
. Antialimentario » Gonzéalez-Coloma et al.,
Spodoptera litorales relacion al de control 2002
(larvas) y M. persicae
(adultos)
Spodoptera littoralis Antialimentario 86% con relacion al control Gonzalez-Coloma et al.,
(larvas) 2002
Spodoptera littoralis ) ) 78% con relacion al control Gonzalez-Coloma et al.,
Pérdida de biomasa
(larvas) 2002
In vivo
1-Ratones atimicos 1-64%
inoculados con He- 2-60%

Disminucién del tamafno

La Schlie et al., 2009
del tumor
2-Ratones atimicos
inoculados con SW-480
Parasitos
Trypanosoma cruzi . ) DEsq>100 uM Gonzalez-Coloma et al.,
Tripanocida

(epimastigotes)

2002

Particulas submitocondri

ales

Corazén de bovino

Inhibiciéon del complejo |
usando los ensayos:
1-NADH oxidasa
2-NADH:decilubiquinona
oxido-reductasa

1-Clsp 0.18+ 0.02 nM
2-Clsp 0.29+0.01 nM

Tormo et al., 2001

Corazén de bovino

Inhibicién del complejo |
por el ensayo de la

NADH oxidasa

Clso 0.18+0.02 nM

Barrachina et al., 2004

Los modelos biologicos usados para evaluar a estas ACG son muy

variados, pero los valores de actividad mas bajos se obtienen con las PSM de
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corazodn de bovino, ello posiblemente se debe a que la membrana queda
totalmente expuesta al compuesto y por tanto la medicion de la actividad del

complejo | es directa.

La revision bibliografica realizada indica que rollinistatina-2 es una de las
ACG mas ensayadas en diversos modelos biologicos, a diferencia de
laherradurina que ha sido mucho menos investigada. La mayoria de los ensayos
se han realizado en lineas celulares cancerosas (incluyendo multidroga-resitentes
y normales), con rolliniastatina-2 se han probado 37 y seis frente a laherradurina.
Los datos sefalan el efecto selectivo de las ACG sobre las células cancerosas,

efecto demostrado ampliamente por muchos investigadores.

No es posible comparar con exactitud los valores obtenidos con las dos
ACG en los ensayos con lineas celulares, ya que las condiciones de los ensayos
realizados tienen muchas variantes asi como los resultados reportados pues unos
estan en porcentajes de inhibicion y otros en DEsp, Clsg, CLsg 0 Iso. Sin embargo
Gonzalez-Coloma et al. (2002) sefialaron que en células He-La la rolliniastatina-2

present6é una DEspde 4.74 uM y la laherradurina de 0.74 uM.

Con relacion a las PSM de corazén de bovino, se han empleado
mayormente los ensayos de la NADH:ubiquinona o&xido-reductasa y NADH
oxidasa, resultando mas sensible el segundo ensayo ya que los valores de la Cls
son ligeramente menores. Rolliniastatina-2 con el primer ensayo ha mostrado
valores de 0.61 nM y para el segundo de 0.51 a 2.3 nM y con laherradurina el
valor del ensayo de la NADH:ubiquinona éxido-reductasa es de 0.29 nM y con la
NADH oxidasa de 0.18 nM.

Al parecer, de las dos ACG, posiblemente la mas potente es laherradurina,
ya que con el ensayo de la NADH oxidasa muestra valores de Clsg 0.18 nM
(Tormo et al., 2001; Barrachina et al., 2004) mientras que rolliniastatina-2 con el
mismo ensayo presenta una Clsg 0.51 nM (Estornell et al., 1997; Tormo et al.,
1999c; Barrachina et al., 2004).
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2.4. Bacterias

Las bacterias son organismos cosmopolitas, microscépicos y unicelulares, algunas
tienen flagelos y otras carecen de ellos, por lo que pueden (desplazarse o no) ser
moviles o inmdviles. Las células individuales pueden tener diferentes formas vy
capacidad de agruparse. Pueden ser aerobias, anaerobias o facultativas, son
heterdtrofas u autoétrofas con distintos tipos de reproduccion. Son procariotas, con
una “cubierta” constituida por paredes celulares, membranas y frecuentemente
capsulas de secrecion (Parés y Juarez, 1997; Gutiérrez y Jiménez, 2006). La

tincion diferencial de Gram las divide en Grampositivas y Gramnegativas.

Las bacterias Grampositivas se tifilen con el colorante cristal violeta de la
tincion de Gram. Poseen una capa gruesa de peptidoglucano unida de manera
covalente a acidos teicoicos que forman la pared, la membrana citoplasmica en
lugar de lipopolisacaridos tiene acidos lipoteicoicos asociados a la mureina
(McKee y McKee, 2003) (Figura 14).

acido

Y teicoico Peptidoglucano

_ Acido lipoteicoico

Membrana
plazmatica |

proteina

Figura 14. Cubierta de una bacteria Grampositiva (Modificado de McKee y McKee, 2003)

Las bacterias Gramnegativas no se tifien con el colorante cristal violeta de
la prueba de Gram. Tienen una estructura compleja formada por tres capas
morfolégicas diferentes, estan rodeadas por una membrana externa asimétrica
que contiene fosfolipidos en su monocapa interna y lipopolisacaridos (LPS) y

porinas en su monocapa externa. Presentan una membrana interna separada por
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una fina capa de peptidoglucano denominada pared (que es diez veces mas
delgada que en las Grampositivas). Cada una de estas laminas tiene diferente
morfologia y estructura, y contienen proteinas que juegan un papel esencial para
la célula (Osborn et al.,, 1972; Minahi-Tehrani et al., 2002; Tefsen et al., 2005)
(Figura 15).

T ; Polisacdrido
Lipopolisacarido Lipido A, —|

Ay Porina
A:> LY _Lipoproteina
N, rd
LS
J

+ Fosfolipidog
/  Enzimas y otras

1 If sustancias activas

Pared

celular
~ Peptidoglucano

Membrana |
Flasmatica | |

Proteina

Figura 15. Cubierta de una bacteria Gramnegativa (Modificado de McKee y McKee, 2003)

Entre la membrana interna y externa se localiza el espacio periplasmico,
que contiene peptidoglucano, un polimero que proporciona rigidez y mantiene la
morfologia de las bacterias. La membrana externa se ancla al peptidoglucano a
través de su region proteica, se ha sugerido que esta unién podria participar en el

mantenimiento del espacio periplasmico.

En ambos tipos bacterianos las envolturas externas restringen el acceso a
la membrana citoplasmica, éstas pueden ser eliminadas por agentes como
antibiéticos que interfieren con la biosintesis del peptidoglucano, o por enzimas
liticas que las degradan, como la lisozima, que se emplea en la experimentacién in
vitro (Stevens et al., 1991).
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En las especies bacterianas Grampositivas, la capa de peptidoglucano de la
pared puede ser removida por tratamientos con enzimas o antibidticos y el
resultado es una estructura osmoticamente sensible, la que es referida como

protoplasto (Corner y Marquis, 1969; Costerton et al., 1977).

Las bacterias Gramnegativas tienen una membrana externa adicional que
es la barrera mas importante de permeabilidad. Son mas resistentes a la accion de
la lisozima y son convertidas en formas osmoticamente sensibles solo si al realizar
el procedimiento se emplean otros agentes, entre ellos el acido diamino-tetra-
acético (EDTA) (Corner y Marquis, 1969).

La eliminacion de la pared generalmente se realiza por un tratamiento que
combina lisozima y EDTA. Los iones quelantes del EDTA inician la degradacion en
el exterior de la pared liberando lipopolisacaridos y permitiendo la accion de la
lisozima que degrada la matriz del peptidoglucano del periplasma. Se producen
formas esferoidales que quedan rodeadas de la membrana citoplasmica, lo que
las hace bastante fragiles y por tanto susceptibles a sufrir lisis por lo que se
mantienen en una solucion amortiguadora que contenga sacarosa para prevenir la
ruptura (Corner y Marquis, 1969; Sullivan et al., 2005). Cuando la capa de
peptidoglucano ha sido degrada, la estructura esférica formada es llamada

esferoplasto.

Tanto protoplastos como esferoplastos en condiciones isotonicas
permanecen con forma esferoidal, teniendo como unica barrera exterior la

membrana plasmatica.

La membrana citoplasmica bacteriana es similar a la de las células
eucariotas, esta implicada en casi todos los aspectos del crecimiento y
metabolismo de la bacteria, y es la principal barrera osmaética de la célula. Por lo
que protoplastos y esferoplastos son empleados comunmente para determinar
mecanismos de accion de sustancias diversas, sobre enzimas de la membrana

citoplasmica, acumulacion de metabolitos y purificacion de enzimas (Birdsell y
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Cota-Robles, 1967; Owen y Kaback, 1979; Minahi-Tehrani et al., 2002; Codling et
al., 2003).

2.4.1. Cadena respiratoria en bacterias
El resorte energético fundamental en las células aerdbicas es la oxidacién

enzimatica de moléculas de combustible por el oxigeno molecular (respiracion)
para su entendimiento esta dividida en glucdlisis, ciclo de Krebs y cadena
respiratoria. En eucariontes se lleva a cabo en mitocondrias, en tanto que en

procariontes en las membranas citoplasmicas (Figura 16) (Lodish et al., 2003).

A B
Mitocondria Bacteria

Membrana Espacio intermembranas H

externa Ry "
— i + ’
\ ¢ tiy H / F{] L sl 2o H

Fo (VATP o Matriz F1 B ATP
F ADP + P, / (ADP + Pi

H 02 H20

0,] 'O napt Membrana — . NADH
T plasmética
Mcmbrana/
interna

Figura 16. Esquemas del transporte de electrones. A, mitocondria; B, bacteria (Lodish et al., 2003)

NAD*

Durante la respiracion se liberan electrones del NADH y del FADH;
generados en la glucdlisis y el ciclo de Krebs, que al final son transferidos al O
para formar H,O (Lodish et al., 2003).

En particular, la cadena respiratoria esta constituida por un complicado
sistema de transportadores de electrones que son dirigidos desde el sustrato
reductor hasta el oxigeno con el que se combinan al final para formar agua (Parés
y Juarez, 1997; Lodish et al., 2003).
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La cadena respiratoria que siempre esta ubicada en una membrana, se
encuentra tanto en organismos eucariotas como procariotas, especificamente en
las membranas de mitocondrias, cloroplastos y en la citoplasmica de las bacterias
0 en las invaginaciones de la misma; el sistema de transporte electronico
mitocondrial es bastante uniforme, a diferencia del bacteriano que presenta una

gran diversidad, pero no por ello es menos eficiente (Parés y Juarez, 1997).

La transferencia de electrones mitocondrial se realiza en la membrana
interna, la que es poco permeable a otros cationes y aniones. El movimiento de los
electrones del NADH y el FADH, hacia el O,, se produce a través de una serie de
transportadores electrénicos (cadena de transporte de electrones), un grupo de
complejos proteicos o complejos enzimaticos respiratorios, cada uno de los cuales
tiene multiples proteinas. Los electrones se transportan por medio de la coenzima
Q (CoQ o Ubiquinona; llamada asi por su ubicuidad en organismos respiratorios)
desde los complejos | (NADH: coenzima Q oxido-reductasa) y Il (Succinato-
coenzima Q o6xido-reductasa) hasta el complejo Il (Coenzima Q-citocromo c
oxido-reductasa) y desde el complejo Il hasta el complejo IV (Citocromo ¢
oxidasa) por la proteina periférica de la membrana Citocromo ¢ que es un
transportador electronico movil al igual que la ubiquinona (Alberts et al., 2006;
Voet et al.,, 2006) (Cuadro 6). Los citocromos son proteinas transportadoras
monoelectronicas cuyos centros activos son los grupos prostéticos hemo que

contienen hierro.

Los cuatro complejos multiproteicos con grupos prostéticos (flavinas, hemo,
centros hierro-azufre y cobre) (Cuadro 6), se extienden de un lado al otro de la

membrana mitocondrial interna (Lodish et al., 2003).

La coenzima Q (CoQ), denominada también ubiquinona, liposoluble, es el
unico transportador de electrones que no tiene un grupo prostético unido a una
proteina, es movil en la membrana y conecta los complejos | y Il, ademas de

aceptar electrones liberados por ambos complejos. Es un transportador de

52



protones y electrones. La forma de quinona oxidada de la CoQ puede aceptar un
solo electron y dos protones para generar la forma reducida, la dihidroubiquinona.
Tanto la CoQ como su forma reducida CoQH> son solubles en los fosfolipidos y se
difunden dentro de la membrana mitocondrial interna (Figura 17) (Lodish et al.,
2003).

O

Ubiquinona (CoQ)

{(forma oxidada) H,CO

r%@ﬂf

H,CO I CH, 'f"'s

Semiquinona {CoQ-)
(radical libre} HLCO

-

+___
O <_L~4L. o

.

H,CO CHs CHy
Dihidroguinona |
(forma completaments
reducidajl OH

Figura 17. Estructura de la CoQ. Se sefiala su capacidad de transportar protones y electrones
(Lodish et al., 2003).

Las bacterias tienen una cadena respiratoria que es bastante similar a la de
las mitocondrias (Cuadro 6), lo que no es sorprendente ya que una de las teorias

evolutivas indica la factibilidad de que los ancestros de las bacterias aerdbicas
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dieron lugar a las mitocondrias. Los transportadores también estan inmersos en la

membrana plasmatica, y los protones se bombean desde el citosol hacia el

exterior de la membrana citoplasmica. Los protones retroceden hacia el interior de

la célula mediante una ATP sintetasa, cuyo componente catalitico esta orientado a

lo largo del citosol. Este es el ordenamiento esperado si las bacterias y las

mitocondrias estan relacionadas evolutivamente (Voet et al., 2006).

Cuadro 6. Semejanzas en la cadena de transporte de electrones mitocondrial y bacteriana

Complejo enzimatico

Grupos prostéticos’

Mitocondria/Bacteria

Mitocondria

E. coli

Complejo I: NADH:ubiquinona
oxido-reductasa (NADH-CoQ
reductasa o NADH
deshidrogenasa)

FMN
Centros hierro-azufre

FMN
Centros hierro-azufre

Complejo II: Succinato:ubiquinona FAD FAD Hemo b
oxido-reductasa (Succinato-CoQ Centros hierro-azufre Cit bsse
reductasa) Hemo? bsso
Complejo llI: Ubiquinona:citocromo | Hemo? by (bsgs) Cit by
¢ 6xido-reductasa (Complejo b-c+) Hemo by (bse2)
Hemo ¢4
Centros hierro-azufre
Citocromo ¢ Hemo” ¢
Complejo IV: Citocromo ¢ oxidasa Hemo” a Citay
(Citocromo oxidasa) Hemo as Cito
Cua’, Cup”

Literatura consultada

Huang et al., 2005; Lodish et al.,
2006; Voet et al., 2006; Alberts et
al., 2006

Kita et al., 1989; Parés y
Juarez, 1997; Voet et al.,
2006

"No se incluye la Coenzima Q, un trasportador de electrones que no estd unido permanentemente a un

complejo proteico.

% os grupos prostéticos Hemo de los citocromos aceptan y liberan un electrén por vez.

La oxidacion de la CoQH> es universal en los organismos aerdbicos, en las

bacterias aerdbicas, la CoQ es el punto de recoleccion de electrones extraidos por

deshidrogenasas especificas para una amplia variedad de sustratos (Figura 18)

(Moat et al., 2002).
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Donadores de electrones Aceptores de electrones

Y Oy + 2H"

Cito

Hidrogenasa-2 Oxigeno alto

Lactato deshidrogenasa H.0
Succinato deshidrogena 2
a-Glicerofosfato deshidrogenasa

Formato deshidrogenasa o <A %0, + 2H"

Oxigeno bajo

NADH deshidrogenasa

Figura 18. Donadores y aceptores de electrones para E. coli (Moat et al., 2002).

En las bacterias, asi como en las mitocondrias, los electrones fluyen desde
la CoQ a los complejos Il y IV antes de alcanzar el O,. En algunas especies, dos
complejos proteicos (analogos a los mitocondriales Ill y 1V) llevan a cabo este
proceso. En otras especies, incluida E. coli un solo tipo de enzima, quinol oxidasa,
utiliza los electrones donados por la CoQ para reducir el O, (Figura 19) (Voet et
al., 2006).

Bacteria aerébica

NADH Complejo | o citc _>| Oxidasa terminal |
deshidrogenasa —> citocromo

H20

» [ Oxidasa terminal |

NADH Complejo 02
deshidrogenasa | > citocromo > Citc ->| Oxidasa terminal | -

H20

Mitocondria

Figura 19. Transporte de electrones en una bacteria aerébica (E. coli) y en mitocondria (Voet et al.,
2006).
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En la Figura 20 se esquematiza la cadena respiratoria bacteriana general y
las de E. coli y Pseudomonas aeruginosa, cuyas diferencias se refieren a los

citocromos.

La cadena respiratoria de membranas bacterianas consiste de una
deshidrogenasa primaria, coenzima Q, citocromos b, ¢, o y a (Harold, 1972;
Haraguchi et al., 1998).

Segun el tipo de bacterias hay distintas quinonas en la cadena de
transporte de electrones, que generalmente son portadores intermediarios entre
las flavoproteinas (FMN y FAD) y los citocromos (proteinas heminicas) (Parés y
Juarez, 1997). Las especies del género Bacillus poseen menaquinonas (MK) y la
mayoria tienen siete unidades isoprenoides (MK-7), por ejemplo B. subtilis de
acuerdo a Hagerhall et al. (1992); B. acidocaldarius es la excepcion pues posee
MK-9 (Slepeck y Hemphill, 2006), a diferencia de los Staphylococcus que poseen
MK-2 (Gétz et al., 2002).

Cadena respiratoria general
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Figura 20. Cadena respiratoria general y de varias bacterias (Haraguchi et al., 1998).

En las Enterobacteriaceae cuando el nivel de oxigeno es alto, funciona una
cadena respiratoria formada por complejo |, ubiquinona, citocromos b y citocromo

oxidasa. El oxigeno accesible puede disminuir debido al rapido crecimiento dando
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lugar a la actividad del citocromo a y del citocromo d que actua como oxidasa

terminal, al mismo tiempo se sintetiza menaquinona (Parés y Juarez, 1997).

En las bacterias el transporte de electrones esta menos elucidado que en
las mitocondrias. La cadena trasportadora de electrones mas conocida es la de E.
coli, aunque diferentes organismos y aun E. coli bajo diferentes condiciones (en
presencia o ausencia de oxigeno) empleara una variedad de sustratos y aceptores
terminales de electrones. Por lo tanto, los sistemas respiratorios en bacterias
pueden visualizarse como una deshidrogenasa ramificada y sitios de oxidacién
terminal (Moat et al., 2002).

La cadena de transporte de electrones de E. coli tiene componentes hemo
(citocromos), centros hierro-azufre, flavoproteinas (FMN, FAD) y quinolonas, éstos
son acarreadores moviles tipo lanzadera entre los grandes complejos
deshidrogenasa y oxidasa. La quinona que predomina es la ubiquinona-8 que
funciona en la respiracion aerdbica aunque la cadena respiratoria anaerdbica

puede requerir menaquinona-8 (Moat et al., 2002).

El transporte de electrones de Staphylococcus aureus esta compuesto de
citocromo b4, citocromo a y citocromo oxidasa o y menaquinona (vitamina Kj)
cuando crece en condiciones aerdbicas (Frerman y White, 1967), Go6tz et al., 2006
para la misma bacteria y otros Staphylococcus proponen la siguiente cadena

respiratoria (Figura 21).

Cit b559 Cito K
555
- Complejo Il \D
Succinato —> 02
deshidrogenasa
Cit b552 Cit aa3 /P
605 N_

Figura 21. Propuesta de cadena respiratoria en Staphylococcus (Gétz et al., 2006).

57



Al comparar los componentes de las cadenas respiratorias de E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus es posible observar que el complejo | esta presente en
todas, al igual que en la mitocondria. Sin embargo, el complejo | bacteriano difiere

del mitocondrial (ver capitulo correspondiente).

2.4.2. Bacterias empleadas en los ensayos
e Escherichia coli

Phylum Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli

La describiéo por primera vez Theodor Escherich en 1885 como bacteria coli
comun, mas tarde fue rebautizada como E. coli, durante muchos afios se
consideré como un comensal del intestino grueso. Esta bacteria es la cabeza de la

familia Enterobacteriae, bacterias entéricas (Todar, 2008).

Son bacilos Gramnegativos, miden 0.5 x 1-3 um, aerobias o anaerobios
facultativos que pueden crecer en presencia o ausencia de oxigeno, con flagelos
peritricos y en condiciones anaerobicas realizan fermentacién y producen varios
acidos y gas como productos finales, y como aceptores finales de electrones en la
cadena respiratoria pueden utilizar NO3, NO, o fumarato. Esto le permite que se
adapte a los habitat intestinal (anaerobiosis) y extraintestinal (aerdbico o
anaerobico) (Todar, 2008) (Figura 22).
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Figura 22. Escherichia coli. Microfotografia de en un microscopio de contraste de fases, 1000X de
aumento (Todar, 2008).

E. coli puede responder a sefiales ambientales como productos quimicos,
pH, temperatura y osmolaridad entre otros, de diversas maneras, lo que es notable
considerando que es un organismo unicelular. Por ejemplo, puede sentir la
presencia o ausencia de productos quimicos Yy gases en su medioambiente y
nadar hacia o lejos de ellos o puede dejar de nadar y crecer fimbrias que pueden

atacar a una célula o adherirse a un receptor de superficie celular (Todar, 2008).

También en respuesta a cambios de temperatura y osmolaridad puede
variar el diametro de poro de su membrana externa (porinas) para dar cabida a
grandes moléculas (nutrientes) o para excluir sustancias inhibitorias. Con estos
complejos mecanismos de regulacion metabdlica la bacteria puede sobrevivir en
ambientes de contenido quimico y sintetizar enzimas que metabolicen a cualquiera
de estos compuestos. La membrana citoplasmica de esta bacteria posee mas de
200 tipos de proteinas de las que cerca de 60 pueden estar involucradas en
funciones de transporte (Poole, 1993; Todar, 2008).

Su habitat es el colon de organismos de sangre caliente (mamiferos vy
aves), humanos (Souza et al., 1999) e insectos (Welch, 2006), sin embargo,
pueden encontrarse en otras partes del tracto digestivo, la sangre y el tracto
urogenital (Schlager et al., 2002; Kaper et al., 2004). Esta incluida en el grupo de
las bacterias causantes de enfermedades gastricas y pueden ser responsables de
diarreas y de enfermedades que llegan a ser muy graves, como la colitis

hemorragica y el sindrome urémico (Donnenberg y Kaper, 1992) ya que algunos
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clones pueden adquirir factores de virulencia que contribuyen a su caracter
patogénico, a la fecha se reconocen a E. coli uropatdgena, E. coli causante de
meningitis y E. coli diarrogénica (Kaper et al., 2004).

e Pseudomonas aeruginosa

Reino: Bacteria

Phylum Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomona

Especie: Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria Gramnegativa, aerobia, con forma de bacilo que mide de 0.5 a 0.8
x 1.5 a 3 um. Casi todas las cepas son maoviles por un unico flagelo polar (Todar,
2008). Su temperatura éptima de crecimiento es de 37°C pero puede crecer hasta
temperaturas de 42°C (Figura 23) (Todar, 2008).

Su metabolismo es respiratorio, nunca fermentativo, pero puede crecer en
ausencia de oxigeno si hay NOj esta disponible como aceptor de electrones de la
cadena respiratoria. Estas bacterias también forman biopeliculas que se adhieren
a alguna superficie, o en forma de plancton como un organismo unicelular que

nadan utilizando su flagelo (Idem).
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Figura 23. Microfotografia de un frotis de P. aeruginosa (Todar, 2008).
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Su resistencia a los antibiéticos es notoria, debido a la barrera que ofrece la
membrana externa de las Gramnegativas, ademas, su tendencia a formar
biopeliculas hace a las células resistentes a los antibidticos, asi como la presencia

de plasmidos.

Se encuentra en el suelo y agua, también es un patégeno oportunista de
plantas, vertebrados e invertebrados (Moore et al., 2006; Yahr y Parsek, 2006), es
capaz de infectar organismos eucariotas desde amebas hasta humanos (Yahr y
Parsek, 2006). Se reconoce cada vez mas como un patégeno oportunista, ya que
produce una serie de sustancias que se supone aumentan la colonizacion e
infeccién de los tejidos del hospedero (Koneman et al., 2003); diversos estudios
epidemioldgicos indican que la resistencia a los antibiéticos estd aumentando en
los aislamientos clinicos (Hancock y Woodruff, 1988; Yahr y Parsek, 2006; Todar,
2008).

Sélo algunos antibidticos son eficaces contra esta bacteria, incluidas las
fluoroquinolonas, imipenem y gentamicina, e incluso estos antibiéticos no son

eficaces contra todas las cepas (Todar, 2008).

e Salmonella Typhi

Reino: Bacteria

Phylum Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

Especie: por ejemplo, S. enterica

El bacilo de la fiebre tifoidea fue observado por primera vez por Eberth en 1880 y
fue Gaffky quien cultivd con éxito la bacteria en 1881 (Todar, 2008). Bacilo cuyo
unico reservorio conocido son los humanos (Koneman et al., 2003). Es una

bacteria entérica, o sea que se aloja en el intestino, la infeccion por Salmonella es
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una enfermedad antigua y la fiebre tifoidea ha sido descrita extensamente (Cunha,
2004).

Es un bacilo Gramnegativo, mide 0.6-0.7 x 2-3 ym, aerobio o anaerobio facultativo,
movil con flagelos peritricos (Figura 24). Presenta reaccion negativa a las pruebas

de lactosa, Voges-Proskauer e indol y no crece en presencia de KCN.
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Figura 24. Salmonella Typhi. Microfotografias de A, frotis; B, mostrando los flagelos (Todar, 2008).

Ha sido bastante estudiada desde el punto de vista estructural, molecular y
bioquimico (Todar, 2008).

En humanos, Salmonella puede causar dos enfermedades llamadas
salmonelosis: fiebre tifoidea (fiebre entérica) resultado de la invasion al torrente
sanguineo y gastroenteritis aguda, como consecuencia de una

infeccidn/intoxicacion por alimentos (Todar, 2008).

S. Typhi hasta 1972 habia permanecido sensible a los antibioticos,
incluyendo cloranfenicol, pero en ese ano una epidemia generalizada en México
fue causada por una cepa resistente al antibiético; en la actualidad se han aislado

cepas resistentes también en India, Tailandia y Vietnam (Todar, 2008).
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Su taxonomia es compleja y esta en cambio constante (Brenner et al.,
2000). Actualmente, el género Salmonella consiste en dos especies, que han sido
denominadas Salmonella bongori y Salmonella enterica, esta ultima se subdivide
en siete subespecies, dependiendo de su capacidad para realizar diferentes
reacciones bioquimicas, asi la nueva taxonomia para esta especie es Salmonella
enterica subsp. enterica sev. Typhi, pero se acorta a S. Typhi (Brenner et al.,
2000; Ellermeier y Slauch, 2006).

e Bacillus subtilis

Reino: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Especie: Bacillus subtilis

Ferdinand Cohn, en 1872 identific6 y nombré a la bacteria Bacillus subtilis,
microorganismo que representa a 1o que posteriormente se convirtio en un diverso

y amplio género: Bacillus (Todar, 2008) (Figura 25).

Figura 25. Bacillus subtilis. Microfotografia sobre agar nutritivo mostrando sus flagelos, cerca de
15,000X de aumento (Departamento de Agricultura, U.S., 2009).
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Esta bacteria es en las investigaciones la “E. coli” de las bacterias
Grampositivas, ya que gran parte de la informacién sobre la biologia, bioquimica y
genética de las bacterias Grampositivas se han obtenido del estudio de ella
(Todar, 2008).

Es una bacteria Grampositiva, con forma de bacilo, que mide 0.7-1 x 1.3-6
Mm, observada pocas veces en cadenas, forma esporas, movil por flagelos
peritricos, crece en presencia de oxigeno, produce una capsula de carbohidratos
que contienen comunmente dextrano y levano pero también otros polisacaridos

complejos (Idem).

Presenta quimiotaxis y produce antibiéticos como polimixina (anti-
Gramnegativas), subtilina (amplio espectro), y micobacilina (antifungico). En los
tejidos de las plantas degrada la pectina y otros polisacaridos y algunas cepas

causan la podredumbre de los tubérculos de papa (Idem).

Es de amplia distribucion, habita agua, suelos y polvo ambiental,
morfolégica y taxondmicamente relacionado con B. anthracis y B. cereus, capaz
de formar esporas y potencialmente patdégeno-oportunista para humanos
(Koneman et al., 2003; Slepeck y Hemphill, 2006). Es una especie representativa
del género y su evaluacién es importante por su relacion con Bacillus anthracis,
agente patégeno del carbunco (cutaneo, pulmonar e intestinal), padecimiento

muchas veces mortal para los humanos (Stites, 1993).

e Staphylococcus
Los estafilococos son bacterias Grampositivas, esféricas que miden cerca de 1 um

de diametro que forman grupos irregulares que se asemejan a racimos de uvas.
En 1884, Rosenbach describe dos tipos de colonias pigmentadas y propuso

las siguiente nomenclatura: Staphylococcus aureus (amarillo o estafilococo

dorado) y Staphylococcus albus (blanco). En el Manual de Bergey (2001) se
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describen mas de 20 especies del género, pero solo S. aureus y S. epidermidis

son importantes por su interaccion con los humanos (Todar, 2008).

Taxondmicamente, este género se ubica en la familia Staphylococcaceae,
que incluye tres géneros menos conocidos, Gamella, Macrococcus y Salinicoccus.
El mas conocido de sus parientes cercanos filogenéticamente son los miembros
del género Bacillus de la familia Bacillaceae, los miembros de Listeriaceae son

también cercanos (ldem).

Los estafilococos son inmdéviles, aerobios o anaerobios facultativos que
también prosperan en condiciones anaerobicas y producen principalmente acido

lactico por fermentacidn. Son catalasa positivas y oxidasa negativas (Idem).

e Staphylococcus aureus
Reino: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: Staphylococcus aureus

Esta especie es inmovil (Figura 26) y no forma esporas, con frecuencia
causa hemdlisis en agar sangre. Puede crecer en un rango de temperatura de 15
a 45°C y en concentraciones altas de NaCl (hasta de 15%). Casi todas las cepas
coagulan el plasma (coagulasa positivas). Se puede diferenciar de S. epidermidis

porque fermenta el manitol (Todar, 2008).
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Figura 26. Microfotografia electrénica de S. aureus (Todar, 2008).

Es resistente a los antisépticos y desinfectantes como compuestos
cuaternarios de amonio, lo que puede ayudar a su sobrevivencia en los ambientes
hospitalarios (Todar, 2008).

Coloniza principalmente las fosas nasales, pero puede encontrarse
regularmente en la piel, la cavidad oral, el tracto gastrointestinal y la vagina. Suele
formar parte de la microflora humana normal, pero puede producir infecciones
oportunistas importantes (Koneman et al., 2003). Es agente etiolégico de diversas
patologias, incluyendo infecciones benignas de piel, heridas quirurgicas
infectadas, tejidos blandos, bacteremia, endocarditis, infeccion del SNC y del
tracto genito-urinario con un rol primordial en las infecciones nosocomiales

potencialmente fatales (Gil, 2000).

e Staphylococcus epidermidis
Reino: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Especie: Staphylococcus epidermidis
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Al igual que S. aureus crece bien en condiciones aerdbicas, pero no causa
hemodlisis en agar sangre y es coagulasa negativa. Es un residente de la piel de
los humanos (Todar, 2008).

Algunas cepas patdgenas tienen la caracteristica de formar biopeliculas,
que predominantemente es una secrecion de acido teicoico, que se encuentra
normalmente en la pared celular de los estafilococos. Esta capacidad de formar
biopeliculas probablemente es un factor determinante para la virulencia de esta

bacteria (Idem).

La mayoria de las cepas son no patogénicas y es residente normal de la
piel de los humanos e incluso pueden jugar un papel protector como flora normal

aunque en el ambiente hospitalario puede ser patdgeno (Idem).

Hasta hace aproximadamente dos décadas se reconocié como agente
importante de enfermedades humanas ya que es un patégeno oportunista y puede

causar la infeccion estafilococica cronica (Gotz, 2002; Gotz et al., 2006).

El aumento en la incidencia de enfermedades infecciosas nuevas y
reemergentes, ha llevado a la busqueda de nuevos compuestos antimicrobianos
que tienen diversas estructuras quimicas y nuevos mecanismos de accion. Los
productos naturales o sus derivados semisintéticos, proporcionan nuevos ejemplos

de farmacos antiinfecciosos (Copp, 2003).

Aunado a lo anterior, la resistencia a agentes antimicrobianos es un
problema importante, por lo que continuamente se deben investigar nuevas
sustancias para contrarrestarla (Gil, 2000). En la busqueda de nuevos farmacos se
emplean bioensayos con bacterias patégenas al humano, entre las que se
encuentran E. coli, S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, entre otras (Almeida et al.,
2000).
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Hasta hoy, son escasos los ensayos bacterianos para determinar el
mecanismo de accion de moléculas aisladas de plantas, aunque cada vez van
cobrando un mayor interés debido tanto al problema de resistencia a los
antibiéticos como a la investigacion de las rutas metabdlicas en bacterias y su

siempre analogia con los organismos eucariontes.

2.4.3. Actividad de las ACG sobre bacterias
Existen pocos informes acerca de la actividad bactericida de las ACG, de entre los

cuales podemos citar:

La actividad de las ACG isodesacetiluvaricina (bis-THF adyacente dihidroxilada),
escuamocinona (bis-THF adyacente dihidroxilada con un grupo cetona) y
escuamosina (bis-THF adyacente trihidroxilada) y las mezclas de las ACGs
uvariamicina I, Il y Ill (mono-THF dihidroxiladas) y narumicina | y Il (bis-THF
adyacente trihidroxiladas) obtenidas de la corteza de raiz de Uvaria hookeri y
Uvaria narum, tienen actividad sobre bacterias Grampositivas y Gramnegativas a
una concentracion de 250 ug/disco. Las ACG puras y mezcladas son
antibacterianas sobre P. pyocyanae, Streptococcus pyogenes, Salmonella Typhi,
Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Bacillus brevis, Bacillus circulans y Bacillus
licheniformis, pero no sobre Proteus vulgaris. Con halos de inhibicion que miden
de 6 hasta 22 mm (Padmaja et al., 1993) (Cuadro 7).

Las ACG gigantetrocina-A y gigantetrocina-B (mono-THF tetrahidroxiladas),
aisladas de las hojas de Goniothalamus sesquipedalis mostraron actividad
bactericida después de 24 horas de incubacion (50 uL/disco) tanto en bacterias
Grampositivas (B. cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus y Sarcina lutea),
como en bacterias Gramnegativas (E. coli, Shigella dysenteriae y Salmonella

Typhi), con excepcion de P. aeruginosa (Mia et al., 1997) (Cuadro 7).

De la corteza de tallo de Miliusa velutina se aislé goniotalamusina (mono-

THF) asi como una mezcla de ACG llamadas A y B. Tanto la goniotalamusina
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como la mezcla fueron evaluadas sobre bacterias Grampositivas y Gramnegativas
en concentracion de 200 pg/disco. La goniotalamusina produjo halos de inhibicion
sobre B. cereus, S. aureus y Streptococcus B-hemolitico con diametros de 9, 13y
14 mm respectivamente; frente a las Gramnegativas: S. Typhi, Sh. flexneri y Sh.
dysenteriae de 11 mm en las tres bacterias. La mezcla A produjo halos en las
bacterias Grampositivas de 10, 11 y 12 mm respectivamente y en las
Gramnegativas de 11, 9 y 11 mm respectivamente. La mezcla B so6lo en B. cereus
produjo un halo de 11 mm (Jumana et al., 2000) (Cuadro 7).

De las semillas de Annona squamosa se aislaron anotemoyina-1,
anotemoyina-2 y escuamocina, las dos primeras son acetogeninas mono-THF y la
tercera es bis-THF adyacente, con grupos hidroxilo flanqueando a los anillos. La
actividad antibacteriana se ensayé en concentraciones de 200 y 400 ug/disco
sobre diversas bacterias. El efecto inhibitorio de la mezcla de anotemoyina-1y 2
sobre B. subtilis produjo halos de 8 y 10 mm, en S. aureus de 13 y 15 mm, en E.
colide 12 y 14 mm, en S. Typhi de 13 y 16 mm, y en P. aeruginosa de 14 y 16
mm; escuamocina inhibid el crecimiento de B. subtilis, S. aureus, E. coli, S. Typhiy
P. aeruginosa exhibiendo halos de 12y 13 mm, 15y 18 mm, 15y 18 mm, 17 y 19
mm y de 18 y 20 mm respectivamente (Rahman et al., 2005) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Acetogeninas con actividad sobre bacterias Gramnegativas y Grampositivas

ACG Tipo Grampositivas | Gramnegativas Referencia
Lo | Bis-THF S. pyogenes S. Typhi
' . ~\| adyacente B. brevis E. coli Padmaia et al
Isodesacetiluvaricina dihidroxilada B. circulans K. aerogenes J K
; . . 1993
B. licheniformis P. pyocyaneae
_¢| Bis-THF S. pyogenes S. Typhi Padmaja et al,
- | adyacente B. brevis E. coli 1993
Escuamocinona dihidroxilada B. circulans K. aerogenes
con un grupo | B. licheniformis P. pyocyaneae
cetona
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| Bis-THF S. pyogenes S. Typhi
T \| adyacente B. brevis E. coli
Escuamocina trihidroxilada B. circulans K. aerogenes P .
; . . admaja et al.,
B. licheniformis P. pyocyaneae 1993:
B. subtilis P. aeruginosa ’
B. cereus _ Shlgella_ Rahman et al.,
B. megaterium dysenteriae 2005
S.aureus Shigella shiga
Sarcina lutea Shigella flexneri
Shigella sonnei
Klebsiela spp.
WWWJ\@)W% Mono-THF S. pyogenes S. Typhi
~ | dihidroxiladas B. brevis E. coli
B. circulans K. aerogenes
B. licheniformis P. pyocyaneae
Padmaja et al.,
O I
Mezcla de Uvariamicina |, Il,
1
Bis-THF S. pyogenes S. Typhi
adyacente B. brevis E. coli
trihidroxiladas B. circulans K. aerogenes
B. licheniformis P. pyocyaneae Padjmaja et al.,
1993
Mezcla de Narumicina | y Il
<1 Mono-THF B. cereus E. coli
tetrahidroxilada | B. subtilis .
Gigantetrocina A S. aureus Shigella Mia et al., 1997
Sarcina lutea dysenterlae S
Typhi
< Mono-THF B. cereus E. coli
tetrahidroxilada | B. subtilus .
Gigantetrocina B S. aureus gh'gega_ Mia et al., 1997
: ysenteriae
Sarcina lutea S. Typhi
W:W: Lineal con un|B. cereus S. Typhi
N . triple enlace y|S. aureus Shigella Jumana et al
Goniotalamusina otro doble Streptococcus  R- | flexneri 5 "
o 3 000
haemoliticus Shigella
dysenteriae
Mezcla A B. cereus S. Typhi
S. aureus Shigella flexneri Jumana et al.,
Streptococcus R3- | Shigella 2000
haemoliticus dysenteriae
Mezcla B Bacillus cereus Jumana et al,
2000
Mono-THF B. subtilis E. coli
dihidroxiladas B. cereus Shigella
B. megaterium dysenteriae Rahman et al.,
S. aureus Shigella shiga 2005
Sarcina lutea Shigella flexneri
S. sonnei
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Mezcla Anotemoyina-1y -2 S. Typhi
P. aeruginosa
Klebsiella spp.

De acuerdo con los resultados reportados, sélo cinco de las ACG probadas
son tipo bis-THF adyacente con la lactona insaturada (mismo tipo de la
rolliniastatina-2), éstas inhiben tanto a bacterias Grampositivas como a

Gramnegativas.

Si bien es cierto que algunas ACG inhiben el crecimiento de las bacterias
tanto Grampositivas como Gramnegativas lo hacen en diferente magnitud,
aquellas que presentaron los halos de inhibicion mayores fueron las que
presentaron en sus estructuras una anillaciéon bis-THF adyacentes como la
escuamocina, la escuamocinona, la isodesacetiluvaricina y la mezcla de
nauramicina | y Il. De ellas la que presentdé mayor actividad fue la escuamocina
frente a las bacterias Gramnegativas: Klebsiella spp., P. aeruginosa, S. Typhi y E.
coli con halos de 21, 18, 17 y 15 mm respectivamente; mientras que los mayores
producidos en las Grampositivas: Streptococcus B-hemolitico, S. aureus y B.
circulans presentan halos de 16, 15 y 14 mm respectivamente. La accion de las
ACG sobre la inhibicién del crecimiento de las bacterias pareciera no estar
relacionada con el tipo de cubierta externa de estos microorganismos, ya que las
ACG evaluadas en términos generales inhiben tanto a bacterias Grampositivas

como Gramnegativas.
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2.5. El Complejo |

La membrana celular de las bacterias contiene diversos complejos enzimaticos
que intervienen en la respiracién celular, la fosforilacion oxidativa y en la
biosintesis de peptidoglicanos. La membrana también participa en la sintesis y
secrecion de enzimas y toxinas, en la retencidn de metabolitos y en la eliminacion

de compuestos (Koneman et al., 2003).

La cadena respiratoria de mitocondrias y microorganismos tienen proteinas
complejas de membrana, las cuales actuan de forma concertada para producir
energia en forma de ATP (Sazanov et al., 2003). Poseen los complejos I, lll y IV,
con la notable excepcidén de Saccharomyces cerevisiae, que no posee complejo |

(Schagger, 2002). El complejo Il no esta embebido en la membrana citoplasmica.

La NADH:quinona o6xido-reductasa o NADH deshidrogenasa llamada
también complejo |, constituye la primera enzima de la cadena respiratoria de la
mayoria de eucariotas y procariotas, es la enzima mas compleja y menos
comprendida de las enzimas que constituyen la cadena respiratoria. Es el
componente proteico mas grande unido a la membrana que cataliza la oxidacion
del NADH empleando como aceptor a una quinona (Yano et al., 1997; Sazanov et
al., 2003; Nakaruma-Ogiso et al., 2003; Yagi y Matsumo-Yagi, 2003; Mamedova et
al., 2004; Fleming et al., 2006).

Por simplificar, en este documento se empleara el termino complejo | para

los homologos mitocondrial y bacteriano.

El complejo | cataliza la transferencia de electrones desde el NADH
proveniente de varias reacciones del ciclo del acido citrico y la oxidacion de los
acidos grasos a través de diversos centros redox de la enzima (FMN, centros
hierro-azufre), hasta el aceptor natural de electrones, la quinona o coenzima Q1. El
transporte electronico va acompaniado por el movimiento de protones desde la

matriz a través de la membrana interna al interior del espacio intermembrana

72



(McKee y McKee, 2003). No estad clara la estructura del complejo |, en
consecuencia los mecanismos de bombeo de protones y transferencia de

electrones son escasamente comprendidos (Sazanov et al., 2003; Steuber, 2003).

En las mitocondrias de mamiferos (usando corazdn de bovino) el complejo |
consta de 46 subunidades y tiene una masa molecular de aproximadamente 980
kDa (Carroll et al., 2002, Sazanov et al., 2003), mientras que en las bacterias el
complejo | es mas pequefio (13 o 14 subunidades), con una masa molecular de
aproximadamente 350 kDa (Yano et al., 1997; Guénebaut et al., 1998; Ugalde et
al., 2004; Kervinen et al., 2006) con 14 subunidades diferentes (Leif et al., 1995;
Yagi et al., 1995; Yagi y Matsumo-Yagi, 2003) y es mas delgado (Guénebaut et al.,
1998) (Figura 27).

Complejo | bacteriano

Complejo | mitocondrial

Figura 27. Comparacion entre el complejo | mitocondrial y bacteriano por reconstruccion
electromicroscopica (Hofhaus et al., 1991).

Friedrich y Scheide (2000) sefalan que existen genes homdlogos del
complejo | de eucariotas en bacterias, arqueobacterias y cloroplastos de plantas.
La homologia de secuencias, funcién y grupos prostéticos senalan un ancestro
comun (Friedrich y Weiss, 1997). Hirst (2005) indica que todos los complejos |
tienen en comun 14 subunidades, considerandose suficiente para la transduccion
de energia. Hasta hoy el complejo de las bacterias es menos conocido que el de

las mitocondrias.
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Dadas las semejanzas entre las propiedades cataliticas del complejo |
mitocondrial y procariota (Grivennikova et al., 2003), se asume que solo 14 de las
46 subunidades de la enzima de los mamiferos se requieren para la capacidad
catalitica del complejo I. En los mamiferos la funcion de las mas de 30

subunidades restantes no se conoce (Loskovich et al., 2005).

Ademas, contienen grupos prostéticos comunes: un flavin mononucleétido
(FMN) que es el aceptor de electrones provenientes del NADH, centros
hierro/azufre y quinona (Ingledew y Ohnishi, 1980; Sled y Vinogradov, 1993;
Friedrich et al., 1995; Schuler et al., 1999; Yano y Yagi, 1999).

En 20 bacterias se ha identificado el grupo de 14 genes del complejo |,
estos genes y las proteinas derivadas son denominadas nuoA-N, siglas que
provienen de NADH:ubiquinona oxidoreductasa o nqol-14 de NADH:guinona
oxidoreductasa. Los genes Nuo codifican siete proteinas periféricas incluyendo las
subunidades que portan todos los grupos redox del complejo I. Las siete unidades
restantes son proteinas hidrofobicas que atraviesan la membrana (Friedrich y
Scheide, 2000) (Figura 28).

NADH + H"'-\ F

FMN 4Fe (;Fe
4Fe
NAD" <€ 2Fe
Citoplasma
Membrana

Figura 28. Representaciéon esquematica del complejo | de E. coli (Friedrich y Scheide, 2000). Las
letras capitales indican las subunidades de la enzima. Abreviaturas: 4Fe: [4Fe-4S]; 2Fe: [2Fe-2S];
FMN: flavin mononucleétido; Q: ubiquinona; Nuo, genes.
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Homodlogos de los 14 genes nuo estan presentes en las arqueobacterias
Paracoccus denitrificans, Rhodobacter capsulatus y Thermus thermophilus, asi
como en las bacterias E. coli, Salmonella Typhimurium, Streptomyces coelicolor
(ALO78618), Mycobacterium tuberculosis (AL123456), entre otras (Friedrich et al.,
1998; Yagi et al., 1998; Schuler et al., 1999; Krebs et al., 1999; Friedrich y
Scheide, 2000; Stolpe y Friedrich, 2004; Kao et al., 2004; Mamedova et al., 2004).

Por microscopia electrénica se demostrd que el complejo | de mitocondrias
y bacterias posee una forma caracteristica de L. Los estudios topograficos
sugieren que un brazo esta embebido en la membrana y el otro, brazo periférico,
es una protuberancia en la matriz mitocondrial o en el citoplasma bacteriano
(Leonard et al., 1991; Djafarzadeh et al., 2000; Grigorieff, 1998; Guenebaut et al.,
1998; Peng et al.,, 2003; Sazanov et al.,, 2003); Mamedova et al. en 2004
sugirieron que la transferencia de electrones involucra un cambio conformacional
(Figura 29).

Figura 29. Fotomicrografia electronica del complejo | de E. coli. A, en estado oxidado; B, después
de la reduccién de NADH. Adaptado de Pohl et al. (2008).

La conformacion en L se ha demostrado en el complejo | del hongo
Neurospora crassa (Hofhaus et al., 1991), la levadura Yarrowia lipolytica
(Djafarzadeh et al., 2000), las mitocondrias de corazdn de bovino (Grigorieff, 1998)

y el termdofilo Aquifex aeolicus (Peng et al., 2003).
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Bottcher et al. (2002) y Friedrich y Bottcher et al. (2004) propusieron la
forma de herradura con los brazos dispuestos uno al lado del otro como forma
alternativa del complejo | activo de E. coli, el grupo de Sazanov en las

investigaciones realizadas no ha confirmado esta propuesta.

El complejo | ha sido aislado con dodecilmaltésido (DDM) y se estabilizé en
un bicapa lipidica, lo que aporté la primera evidencia de que el complejo | de E.
coli mantiene su estructura en solucion detergente y no adopta una conformacién
diferente en estado activo (en la bicapa de lipidos), apoyando la idea de que el

complejo | bacteriano adopta una conformacion de L in vivo (Sazanov et al., 2003).

Estudios topologicos sugieren que el complejo | bacteriano puede ser
disociado en dos subcomplejos, correspondiendo uno al segmento periférico (fase
acuosa) y el otro, al segmento de la membrana (hidrofébico) (Di Bernardo y Yagi,
2001).

El segmento periférico (hidrofilico) que se encuentra en el citoplasma, esta
compuesto de siete subunidades (NuoB, -C, -D, -E, -F, -G, —l) las que son
homologas a las subunidades del ADN mitocondrial (ND1-6 y 4L) involucradas en
la translocacion de H* (Kao et al., 2003; Kao et al., 2004). En el caso de E. coli las
subunidades NuoC y —-D estan fusionadas (forman NuoCD) y las NuoB y Nuol se
reconocen por actuar como conectoras entre los segmentos periplasmico (NuoE,
NuoF y NuoG) y membranal (Leif et al., 1995; Yano et al., 1999; Di Bernardo y
Yagi, 2001). La disociacion del complejo | realizada con detergentes indica que los
centros redox de la enzima (FMN y los 8-9 centros hierro/azufre) estan localizados
en este brazo (Leif et al., 1995; Sazanov et al., 2000; Holt et al., 2003; Kao et al.,
2004; Mamedova, 2004) (Figura 30).

Este segmento puede ser subdividido en el dominio de la NADH

deshidrogenasa conformado por las subunidades NuoE, -F y —G, los que catalizan
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la oxidacién del NADH y el conector que corresponde a las subunidades NuoCD, |
y B.

Citoplasma
bacteriano

Figura 30. Arreglo de las subunidades en el complejo | de E. coli. Adaptado de Holt et al. (2003).

El segmento insertado en la membrana citoplasmica (hidrofébico) también
tiene siete subunidades (NuoA, -H, -J, -K, -L, -M y- N), contiene el sitio catalitico
de reduccion de la quinona y el sitio de union de los inhibidores (Nakamuro-Ogiso
et al., 2003; Steuber, 2003). Estas subunidades también se codifican en las
mitocondrias de todos los eucariotas, aunque en estos hay subunidades
adicionales (Friedrich y Scheide, 2000; Steuber, 2003). No se sabe mucho sobre
la funcién de estas proteinas que constituyen aproximadamente el 50% del
complejo, con la excepcion del sitio de union de la ubiquinona, que se sugiere se

encuentra en la subunidad H (Fiedrich et al., 1990).

En 2003 Holt et al. demostraron que las subunidades NuoL y NuoM pueden
removerse dejando intacto al complejo | de E. coli, lo que indica que se encuentran
en el extremo del dominio de membrana, por tanto, no participan en el contacto
entre los dominios hidrofilico e hidrofébico de la enzima, lo que ya habia
demostrado en el complejo | mitocondrial de bovino Sazanov et al. (2000) con la
subunidad ND5 (NuoL) y la ND4 (NuoM).
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Las investigaciones de la cadena respiratoria de los procariotas han

permitido identificar en diversas bacterias tres tipos de sistema NADH
deshidrogenasas (Matsushita et al., 1987; Kim et al., 1991; Yagi et al., 1998; Kim y
Kim, 2004; Kerscher et al., 2008):
1) El sistema NADH deshidrogenasa que trasloca H* o NADH:ubiquinona 6xido-
reductasa, llamado también NDH-1 o complejo | bacteriano, sensible a rotenona.
La bomba de protones del lado citosolico al lado periplasmico emplea como
cofactor al FMN que esta ligado de forma no covalente, 2 [2Fe-2S] y 6-7 [4Fe-4S]
y con un sitio de inhibicién en el lado periplasmatico (Cuadro 8) (Yagi, 1993; Yagi
et al.,, 1998). Se ha reportado en P. denitrificans, T. thermophylus, E. coli,
Rodobacter capsulatus y Vibrio alginolyticus (Baccarini-Melandri et al., 1973; Yagi,
1991).

2) El sistema NADH deshidrogenasa que carece de un sitio de acoplamiento de
energia o NADH:ubiquinona é6xido-reductasa no acoplada a una bomba de iones,
llamado NDH-2, que no transloca protones a través de la membrana, como
cofactor emplea FAD ligado de forma no covalente y es insensible a rotenona
(Matsushita et al., 1987; Unemoto y Hayashi, 1989; Hayashi y Unemoto, 1984;
Yagi, 1991) (Cuadro 8). Este tipo se encuentra en la cadena respiratoria de
bacterias como B. subtilis (Yagi, 1990), arqueas como Acidianus ambivalens,
hongos (Joseph-Horne et al, 2001) y plantas (Rasmusson et al, 1999; Kerscher,
2000).

3) El sistema NADH que trasloca Na* o NADH:ubiquinona éxido-reductasa que
emplea una bomba de Na* (llamado NDH-Na®) posee varias subunidades (4-6).
Como cofactores emplea un FAD ligado de forma no covalente y 1 [2Fe-2S].
(Unemoto y Hayashi, 1993; Hayashi et al., 1995) (Cuadro 8). Krebs et al. (1999) y
Gemperli et al. (2002) demostraron que el complejo | de K. pneumoniae actua
como una bomba de Na’' que cataliza la translocacion electrogénica de Na*
acoplada a la reduccion de la quinona o sea que no es capaz de translocar

protones y Pfenninger et al. (1996) sefalaron el mismo sistema en V. alginolyticus.
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Steuber et al (2000) propusieron que E. coli emplea una bomba respiratoria de Na*
que muestra notable semejanza al complejo |, observaron que el transporte
respiratorio de Na* disminuye drasticamente en E. coli mutante que es deficiente
en complejo |, pero Friedrich et al. (2005) sehalaron no haber encontrado
translocaciones de Na* en el complejo | de la bacteria sefialada. Este sistema solo

se ha encontrado en procariotas (Kersher et al., 2008).

Existen reportes de investigaciones que sugieren que E. coli, Micrococcus
lysodeikticus, Thermus thermophilus HB-8 y Vibrio alginolyticus poseen NDH-1 y
NDH-2 (Yagi, 1991; Kim y Kim, 2004). Mientras que Zymomonas mobilis solo
posee NADH:ubiquinona oxido-reductasa (Kim et al., 1995). En el cuadro 8 se

resume el complejo | de bacterias.

Cuadro 8. Caracteristicas de tres NADH: ubiquinona éxido-reductasa bacteriana (Yagi et al., 1998;

2004)
Caracteristica NDH-1 NDH-2 NDH-Na"
Bomba de iones H" (Na™?) Ausente Na”
Cofactores 1 FMN 1 FAD 1 FAD
2 FMN
2 [2Fe-2S] 1 [2Fe-2S]
6-8 [4Fe-48S)
Subunidades 13-14° 1° 4-6°
Inhibidores Rotenona, Piericidina | Flavona (¢,?) Ag+, HQNO,
A, Capsaicina, Koronimicina
Piridaben

a E. coli esta compuesta de 14 subunidades diferentes
b En muchas bacterias esta presente como subunidad unica
c Aislada de Vibrio alginolyticus

El NDH-1 y NDH-Na® son complejos enzimaticos con subunidades
multiples, mientras que el NDH-2 posee soélo una. La NDH-1 tiene una marcada
similitud estructural y funcional con el complejo | mitocondrial como lo demuestra
el hecho de que los mismos inhibidores que actuan sobre el complejo |
mitocondrial lo hacen sobre la NDH-1, por lo que algunas bacterias que poseen

NDH-1 son usadas como modelo para el estudio del complejo | (Yano et al., 1997).
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El complejo | bacteriano ha sido estudiado en Rhodobacter capsulatus

(Baccarini-Melandri et al.,, 1973; Dupuis et al., 1998), Paracoccus denitrificans
(Yagi et al., 1993; Takano et al., 1998), Thermus thermophilus (Yano et al., 1997) y

Escherichia coli (Friedrich, 1998); todos son microorganismos empleados como

modelos para elucidar el complejo |, tienen caracteristicas especificas tales como:

1)

2)

3)

4)

R. capsulatus es una bacteria purpura no sulfurosa considerada desde el
punto de vista filogenético como un antecesor de la mitocondria (Woese,
1987) ademas su NDH-1 es sensible a la rotenona de forma similar al
complejo | de la célula eucariota por lo que representa un sistema de

estudio para el complejo | mitocondrial.

La semejanza entre P. denitrificans, llamado “mitocondria de vida libre” y
la mitocondria radica en que tienen componentes similares para la
transferencia de electrones, similitudes en las secuencias de RNAr 16S y
de aminoacidos de varias enzimas. El microorganismo posee una cadena
respiratoria  (NDH-1) del tipo de la mitocondria de mamiferos

(NADH:ubiquinona oxido-reductasa).

T. thermophilus es capaz de crecer a temperaturas de 45-85°C, con una
temperatura optima de crecimiento de 70°C, su cadena respiratoria
contiene NDH-1, por lo que la termoestabilidad de la enzima es una

ventaja para su estudio.

E. coli presenta una sensibilidad relativa a los compuestos que inhiben el
complejo | mitocondrial, esto puede deberse a que su membrana
citoplasmica puede contener ubiquinona-10, dimetilmenaquinona-8,
menaquinona-8 y benzoquinona-8. Debido a que el complejo | de esta

bacteria es mucho mas simple que el mitocondrial, pero con un
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mecanismo similar, se ha utilizado como modelo para estudios

estructurales (Sazanov et al., 2003).

2.5.1. Inhibidores de la cadena respiratoria
Numerosos productos quimicos pueden bloquear la transferencia de electrones en

la cadena respiratoria, todos ellos son venenos potentes, éstos han demostrado
ser una herramienta util para conocer el mecanismo de transferencia de electrones

y de sodio en la cadena respiratoria (Kim y Kim, 2004).

Se conoce un gran numero de inhibidores del complejo |, que actuan en la
etapa terminal de la transferencia de electrones de esta enzima con excepcion de
rhein y difenil-eneiodonium, que inhiben la entrada de electrones al complejo |
(Miyoshi, 2005).

La secuencia en la cadena de transporte electronico es elucidada por medio
del uso de inhibidores especificos y comprobandose por mediciones de los
potenciales de reduccion estandar de los compuestos rédox. Asi, la velocidad a la
que se consume el O, por una suspension de mitocondrias es una medida de la
actividad de la cadena de transporte de electrones. Los compuestos que inhiben el
transporte de electrones en las mitocondrias y las bacterias se senalan en el

siguiente cuadro:

Cuadro 9. Algunos inhibidores de la cadena de transporte de electrones

Complejos proteicos Mitocondria Bacteria
| Rotenona, amital, | Rotenona, piericidina A,
piericidina A acetogeninas (rolliniastatina-1),
capsaicina
Il Malonato

Il Antimicina A, dimercaprol
v CN, CO, H,S, azda, | KCN
antimicina A

Fuente: Yagi, 1998; Tapia et al., 2004; Voet et al., 2006
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Se conocen varios inhibidores del complejo |, pero el numero de sitios en
los que se unen los inhibidores es una cuestion irresuelta y esta sujeto a

controversia (Vinogradov, 1993; Gong et al., 2003) (Figura 30).

Figura 30. Esquema del complejo | sefialando el posible sitio de unidn con el inhibidor (Yagi, 2009).

Los inhibidores de la cadena respiratoria han demostrado ser una
herramienta util para sondear el mecanismo de transferencia de electrones y
protones, asi el NDH-1 de membranas de E. coli, P. denitrificans y T. thermophilus
HB-8 al igual que el complejo | de mitocondria de bovino son inhibidos por la
rotenona y la capsaicina (Yagi, 1990; Yagi et al., 1998), en contraste NDH-2 es
ligeramente inhibida por estos inhibidores. Mientras que NDH-Na* es totalmente
resistente a rotenona y capsaicina, pero es altamente sensible a 2-heptil-4-
hidroxiquinolina-N-6xido (Tokuda y Unemoto, 1984) y a AgNOs (Asano et al.,
1985).

La capsaicina en vesiculas de E coli, P. denitrificans y PSM de bovino actua
como un inhibidor de la reduccion de la quinona por el NADH, de manera no
competitiva para la ubiquinona a bajas concentraciones (menos de 20 uM) y como
un inhibidor competitivo en concentraciones altas de ubiquinona (>50 uM) (Yagi,
1990).

Yagi (1990) demostré que la capsaicina inhibe la translocacion de H* en la

NADH:quinona o6xido-reductasa, pero no inhibe el complejo | de B. subtilis con
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NDH-2, que ademas es resistente a piericidina A y rotenona (Velazquez y Pardo,
2001; Melo et al, 2004).

La N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCCD) en concentracion de 1 uM inhibe al
complejo | con el ensayo la NADH:ubiquinona éxido-reductasa en PSM de bovino
y membranas de P. denitrificans, E. coli y Thermus thermophilus porque actua
como un inhibidor de la reduccion de la quinona por el NADH, en contraste es
inactivo sobre las membranas de B. subtilis y mitocondria de S. cerevisiae
Ademas, también inhibe a los complejos Il (ubiquinol citocoromo ¢

oxidorreductasa), IV (citocromo c oxidasa) y V (ATP sintetasa) (Yagi, 1987).

Ahora se conoce que las ACG son potentes inhibidores del sistema de
transporte de electrones del complejo | mitocondrial de mamiferos e insectos,
(Tormo et al., 1999). También actuan sobre la NADH oxidasa de la membrana
plasmatica de células cancerosas y de mitocondrias (Xu et al., 2003) y sobre PSM
(Barrachina et al., 2004).

Se cree que las ACG actuan en el paso final de la transferencia de
electrones del complejo I, aunque todavia no hay evidencia experimental que
verifique que los inhibidores se unen al sitio de reduccion de la quinona. Ademas,
no hay similitud estructural entre las ACG y los inhibidores comunes del complejo |

tales como piericidina A y rotenona (Miyoshi, 2005).

La actividad del complejo | de mitocondrias de corazon de bovino y de
higado de rata; vesiculas de E. coli, P. denitrificans y T. thermophilus se inhibe por
sustancias de estructura diversa, tales como rotenona, piericidina A, bullatacina
(rolliniastatina-2), rolliniastatina-1, capsaicina y N,N’-diciclohexilcarbodiimida (Yagi,
1987; Yagi, 1991; Schuler et al., 1999).
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En el complejo | aislado de E. coli Mamedova et al. (2004) sefalan que la
rotenona es un inhibidor poco efectivo (Clsp 100 uM), con piericidina A (Clsp 4-10

MM) sobre la enzima bovina tiene una Clsp 2 nM.

En vesiculas de E. coli se determind que la rotenona y la piericidina A, asi
como rolliniastatina-2 y rolliniastatina-1 son inhibidores del NDH-1, tal como

sucede en las particulas submitocondriales de bovino (Yagi et al., 1998).

Una sistematizaciéon de los inhibidores permite conocer que tanto el
complejo | de mamiferos y bacterias son sensibles a la inhibicidon por sustancias
de estructura diversa, lo que significa que estos compuestos normalmente no
discriminan entre membranas de microbios y de mamiferos (Greenwood y Whitley,
2003).

El mejor ensayo enzimatico para determinar el efecto de las ACG sobre la
actividad del complejo | es el que se realiza en un entorno fisiolégico en el interior
de la membrana interna mitocondrial, por lo que se prefiere emplear para ello
PSM, éstos ensayos se realizan midiendo la actividad de la NADH:ubiquinona
oxido-reductasa o de la NADH oxidasa (Tormo, 1999b; Grivennikova et al., 2001;
Xu et al., 2003). En las membranas bacterianas Tapia et al. (2004) han empleado
éstos mismos métodos para determinar el efecto del 13-epi-esclareol aislado de

especies del género Pseudognaphalium.

Asimismo, las enzimas de procariotas catalizan las reacciones de la NADH
oxidasa y NADH: ubiquinona reductasa con parametros cinéticos similares a los
del complejo | de mamiferos, excepto por una aparente baja de afinidad por los
sustratos nucleétidos (Grivennikova et al., 2003). Asi, en E. coli Matsushita et al
(1987) determinaron la actividad de NADH oxidasa en membranas bacterianas y

Flemming et al. (2003) sobre el complejo | aislado.
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Recientemente Janssen et al. (2007) disefiaron un ensayo
espectrofotométrico para medir el complejo | en fracciones mitocondriales en
muestras de tejido y cultivos de fibroblastos, usando 2,6-dicloroindofenol (DCPI)
como aceptor terminal de electrones del complejo I. Sefialaron que el ensayo tiene
mas ventajas que los empleados actualmente ya que se fundamenta en la
capacidad de reduccion del DCPI, lo que evita el empleo de analogos de la
coenzima-Q que tienen una pobre solubilidad y disminuye la concentracion
relativamente alta de extracto de tejido que se emplea para realizar la prueba de la
NADH:ubiquinona éxido-reductasa lo que provoca que la turbidez de la mezcla de

reaccion sea relativamente alta.

De acuerdo a Rodenburg et al. (2008) una de las ventajas del método es
que el DCIP ayuda a mantener la quinona utilizada en el ensayo en la forma
oxidada, lo que es deseable, porque se ha demostrado que la forma reducida

(quinol) inhibe la actividad del complejo I.

Por otro lado, los ensayos para realizar una evaluacion adecuada de los
inhibidores del complejo | son: 1) NADH:ubiquinona 6xido-reductasa realizado con
decilubiquinona o sus analogos como aceptor de electrones y 2) NADH oxidasa,
ya que la disminucion de la actividad de esta enzima es directamente atribuida a la
inhibicion del complejo |, esta enzima representa una actividad integrada en la cual
la NADH es oxidada y los electrones son transferidos a lo largo de la cadena
respiratoria con la finalidad de aceptar el oxigeno molecular (Degli, 1998; Tormo,
1999b)
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I1l. JUSTIFICACION y OBJETIVOS

Hace mas de dos décadas se describié que las anonaceas son fuente potencial de
ACG, los ensayos de actividad biolégica de estos compuestos se concentran
mayoritariamente en las pruebas de citotoxicidad con las tipo bis-THF adyacentes,
bis-THF no adyacentes y las mono-THF en diferentes lineas celulares de células
cancerosas (Holschneider et al., 1994; Raynaud et al., 1995; Hopp et al., 1997,
Kim et al., 2001; Kim y Park, 2002; Quispe et al., 2006). Por otro lado, son escasos
los informes acerca de la accion antibacteriana de algunas ACG (Padmaja et al.,
1993; Mia et al., 1997; Jumana et al., 2000; Rahman et al., 2005) y mas escasas
son la investigaciones sobre el efecto de la rolliniastatina-2 (Schuler et al., 1999) y
laherradurina sobre el complejo | bacteriano.

En particular, la rolliniastatina-2 y laherradurina tienen en células
cancerosas una actividad diferencial segun la linea empleada. Ambas son bis-
tetrahidrofurano adyacentes, con dos grupos hidroxilo flanqueando los anillos, un
espaciador de 13 C, una cadena de 11 atomos de C y un anillo lacténico; las
diferencias se encuentran en la posicion de un tercer grupo hidroxilo y el grado de

saturacioén de la lactona.

Los datos sobre la actividad de las ACG en el complejo | de particulas
submitocondriales de bovino y la homologia entre el complejo | de mitocondrias y
bacterias permitid sugerir una actividad inhibitoria contrastante en funcién del
anillo lacténico de estas ACG sobre bacterias Gramnegativas y Grampositivas, sus

respectivos esferoplastos y protoplastos, asi como el complejo I.
A partir de los antecedentes sefialados, se plante6 como objetivo general:

Evaluar la posible actividad bactericida de la rolliniastatina-2 y laherradurina

aisladas de A. diversifolia sobre bacterias Gramnegativas y Grampositivas.
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Objetivos especificos:
1-Aislar de semillas de Annona diversifolia las acetogeninas rolliniastatina-2 y

laherradurina.

2-Conocer la accion de las acetogeninas sobre el crecimiento de bacterias
Gramnegativas: Escherichia coli, Salmonella Typhi y Pseudomonas aeruginosa y
Grampositivas: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis.

3-Determinar la actividad inhibitoria de rolliniastatina-2 y laherradurina frente a
esferoplastos de las bacterias Escherichia coli, Salmonella Typhi y Pseudomonas
aeruginosa y protoplastos de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
y Bacillus subtilis.

4-Evaluar la actividad inhibitoria de rolliniastatina-2 y laherradurina sobre el

complejo I en membranas de las bacterias E. coliy S. Typhi.
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IV. METODOS

4.1. Material vegetal

En agosto de 2003 se obtuvieron semillas de A. diversifolia provenientes de frutos
maduros recolectados en la Delegacion de Copoya, Municipio de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas (Mapa 5). La poblacién se encuentra localizada al sur de Tuxtla Gutiérrez
a una altura de 860 msnm, latitud norte 16° 43’ y 93° 07’ longitud oeste (INEGI,
2002). Un ejemplar de la planta fue depositado bajo el No. 351 en el herbario HEM
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y Artes de

Chiapas.

Oaxaca [\ L a
P Osumacinta

\ ..Guatemala San Fernando
N

Océano Pacifico

: Chiapa de Corzo
Berriozabal

\ -
‘ Suchiapa

Fuente: Modificado de Rueda (2004)

Mapa 5. Ubicacién geografica de la Delegacion de Copoya, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.
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4.2. Aislamiento y purificacién de acetogeninas

Las semillas se secaron a la sombra y temperatura ambiente, la testa se separd y
el endospermo se molié hasta su pulverizacion, 350 g de material vegetal se
extrajeron con hexano (450 mL) en un equipo Soxhlet durante ocho horas tres
veces (24 h). El extracto se concentr6 por destilacion al vacio en un

rotaevaporador Caframo WB 2000® y su rendimiento fue de 100 g.

El extracto formo un precipitado (6 g) que se filtr0 y se etiquetd como una
fraccion diferente. Ambas fracciones fueron evaluadas con la prueba de Artemia
salina (Meyer et al., 1982; McLaughlin et al., 1998), el filtrado fue inactivo mientras
que el precipitado presentd actividad, por lo que se fracciondé en una columna
abierta de 4 x 15 cm (6 g en 80 g de silica gel 60 HF254 Merck) y se eluy6 con una
mezcla de disolventes con un gradiente de polaridad creciente: Hex:AcOEt (100:0,
70:30, 30:70, 0:100) y AcOEt:MeOH (100:0, 70:30, 30:70, 0:100). Se obtuvieron 65
fracciones cuyos perfiles cromatograficos en capa fina (silica gel 60 HF 254 Merck)
en Hex: AcOEt (20:80) permitieron agruparlas en 7 fracciones (S1-S7). La fraccion
S4 presentd un precipitado que se filtr6 y recristalizé varias veces para su
purificacion. Se obtuvieron 500 mg de un cristal blanco amorfo con un punto de
fusion de 70-72°C. El producto obtenido fue identificado estructuralmente como
laherradurina (Figura 13) por el Dr. Mariano Martinez Vazquez del Instituto de
Quimica de la UNAM.

La fraccidén S5 fue activa sobre Artemia salina, por lo que se separ6 en una
columna abierta de 4 x 12 cm (1.2 g en 50 g de silica gel 60 HF,s54 Merck) eluida
con un gradiente de polaridad creciente Hex:AcOEt:MeOH (100:0, 70:30, 30:70;
0:100). Se obtuvieron 5 fracciones, de ellas la fraccibn S5-3 present6 un
precipitado que se recristalizé en AcOEt, este tuvo un rendimiento de 15 mg y un
punto de fusion de 69-71°C. El producto obtenido fue identificado por el Dr. Diego

Cortes Martinez del Departamento de Farmacologia, Laboratorio de
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Farmacognosia de la Universidad de Valencia, Espafia como rolliniastatina-2
(Figura 12).

4.3. Evaluacion de la toxicidad de las acetogeninas

A los compuestos obtenidos se les determind la toxicidad sobre el crustaceo
Artemia salina empleando el método de Meyer et al. (1982) y McLaughlin et al.
(1998), este ensayo permite determinar la actividad bioldgica de los compuestos
aislados de plantas, cuando éstos son téxicos para el crustaceo se puede
proceder a realizar el ensayo en el modelo biolégico seleccionado. Las
concentraciones empleadas en este estudio permitieron explorar en un rango muy

amplio la toxicidad de las ACG.

Los huevecillos se incubaron en agua salina y luz artificial, después de 48 h
de incubacion, las larvas se colectaron con una pipeta Pasteur. Se pesaron 20 mg
de cada compuesto, rolliniastatina-2 se disolvio en 2 mL de etanol al 70%
(rolliniastatina-2) y laherradurina en dimetilsulféxido (DMSO), de éstas soluciones
se transfirieron 500, 50 y 5 yL a tubos de ensayo, dejando evaporar el disolvente a
sequedad a temperatura ambiente. Después se afiadieron 5 mL de agua salina
artificial a cada tubo de ensayo, resultando una concentracion final de 10, 100 y
1000 pg/mL respectivamente. A continuaciéon se afiadieron 10 larvas a cada tubo y
a las 24 h de contacto se contdé el nimero de crustaceos sobrevivientes. Se
prepar6 un testigo sin extracto, otro con etanol y otro con DMSO, todas las
pruebas se realizaron por quintuplicado. El porcentaje (%) de mortalidad se
determiné empleando la siguiente férmula: numero de larvas muertas por
tratamiento/nimero de larvas del testigo x 100 y se calculé la concentracion letal
media (CLso) con un intervalo de confianza del 95% usando el andlisis estadistico
Probit.
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4.4. Susceptibilidad de las bacterias a rolliniastatina-2 vy

laherradurina

4.4.1. Bacterias utilizadas
Las cepas ensayadas fueron: Escherichia coli (ATCC 29223), Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella Typhi (ATCC 6539), Bacillus subtilis (ATCC
6051), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) provenientes del cepario de la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. Los cultivos fueron mantenidos a 4°C
en agar soya tripticaseina y se transfirieron a placas de agar Mueller Hinton por 24
h a 37°C.

4.4.2. Preparacion de las acetogeninas
Las ACG de prueba se ensayaron en concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128,

236 y 512 pg/mL; rolliniastatina-2 se disolvio en etanol al 70% mientras que
laherradurina en dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.5% (prueba de sensibilidad a 18 h).
También se prepararon concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 ng/mL para

realizar el ensayo de sensibilidad a las 7 horas.

Los resultados se expresaran en nmol/mL, porque permite comparar de una
manera mas adecuada el efecto de los compuestos sobre las bacterias,

esferoplastos, protoplastos y complejo I.

4.4.3. Efecto de rolliniastatina-2 y laherradurina sobre el crecimiento de las
bacterias

La evaluacion del efecto de las ACG se realiz6 con el método macrodilucion en
caldo de Andrews (2001) y la estandarizacion espectrofotométrica del estandar 0.5

de McFarland empleando el de Cona (2002).
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Después de sembrar cada bacteria en agar Mueller Hinton (BBL®) e incubar
por 24 h a 37°C, se tomaron de 3 a 5 colonias y se cultivaron en caldo Mueller
Hinton (BBL®) a 37°C por aproximadamente 3-5 horas, se ajusté la turbidez al
estandar 0.5 de McFarland (absorbancia de 0.1 a 625 nm) por lo que el in6culo
contiene aproximadamente 1.5x10% UFC/mL (unidades formadoras de colonia/mL)
o Bact/mL; posteriormente a celdas estériles con 0.95 mL de caldo Mueller Hinton
y 1 mL del in6culo bacteriano se les afadieron 50 pL de diferentes
concentraciones (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 236 y 512 pg/mL) de rolliniastatina-2 y
laherradurina. Los tubos se incubaron a 37°C por 18 horas. Los controles fueron
un inéculo de 1.5x10® UFC/mL sin compuesto, otro con etanol al 70% y otro con
DMSO. El efecto sobre la proliferacion de las bacterias se determindé por
turbidimetria en un espectrofotémetro Genesys 10uv THERMO a 625 nm. Todas
las pruebas se realizaron por triplicado. Se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento con la siguiente formula=100-[(medida del crecimiento del

experimento/medida del crecimiento del control) x 100] (Javor, 1983).

Para determinar el efecto sobre el crecimiento de las bacterias en un lapso
de siete horas se realizd el procedimiento anterior con las siguientes
modificaciones: se empled un inéculo de 1.5 x 10* UFC/mL que se obtuvo por
dilucién del in6éculo de 1.5 x 10®° UFC/mL (Bact/mL), se emplearon siete
concentraciones de cada ACG en concentraciones de ng/mL y se realizaron
lecturas en un espectrofotometro cada hora durante siete horas. En este caso los
resultados indican el efecto de las ACG en la disminucion del nimero de bacterias

en el medio de ensayo.

Para comparar el efecto de las concentraciones de cada ACG se realizaron
una ANDEVA simple y para el efecto de concentracion dependencia regresiones
lineales; para el efecto de ambas ACG sobre el tipo de bacterias: ANDEVA de dos
vias, contraste multiple de rango con el método de Bonferroni (95%), ademas de

un analisis de muestras pareadas, utilizando el programa Stat Graphics 5.1.
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4.5. Susceptibilidad de bacterias libres de pared

4.5.1. Obtencién de esferoplastos y protoplastos
Cada cepa bacteriana se cultivd en 50 mL de caldo cerebro corazén (BHI, Fluka®)

por 8 h a 37°C. Los esferoplastos se obtuvieron de acuerdo al método descrito por
Padilla et al. (2002). Para ello, las bacterias se centrifugaron a 5,000 x g por 15
minutos a 4°C en una centrifuga Sorvall® Biofuge stratos y la pastilla obtenida se
lavé dos veces con agua destilada estéril. Se resuspendié en 100 uL de Tris-HCI
50 mM, pH 8.0, 20% de sacarosa y 25 pL de lisozima (2 mg/mL) (solucion TSL) y
se mantuvieron a 0°C por 10-20 min. Después se afadieron 50 mL de EDTA 0.25
M. A la suspensién obtenida se le afiadié 1.3 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8.0 con
9% de sacarosa. Los esfero y protoplastos se colectaron por centrifugacién a
3,000 x g por 15 minutos y se resuspendieron en 8 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 7.6,
0.75 M de sacarosa y 20 mM de sulfato de magnesio (solucion TSM). Después de
este procedimiento, mas del 90% de las células se convirtieron en esferoplastos

gue se observaron en un microscopio Carl Zeiss (Figura 32).

45.2. Efecto de las acetogeninas sobre esferoplastos y protoplastos
bacterianos

Los esferoplastos y protoplastos usados en el experimento se diluyeron en Tris-
HCI 10 mM, pH 7.6 (solucién TSM) hasta una absorbancia de 0.35 a 625 nm. Las
acetogeninas se afadieron a diferentes concentraciones (1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64
ng/mL) durante 30 minutos de tratamiento, la viabilidad fue medida por turbidez
cada 10 min a 625 nm. La absorbancia de la suspension se realizé de acuerdo al
método de Abriouel et al. (1998) y el tiempo de exposicion al de Codling et al.

(2003). Los controles fueron esferoplastos sin compuesto, con etanol y DMSO.

Todo el experimento se realizd por duplicado y los resultados se expresan

como porcentaje de inhibicion empleando la ecuacion: Porcentaje de inhibicion del
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crecimiento= 100-[(medida del crecimiento del ensayo/medida del crecimiento del
control) x 100] (Javor, 1983).

Para comparar el efecto de las concentraciones de cada ACG se realiz6
una ANDEVA de una via y para determinar el efecto de la concentracion se
realizaron regresiones lineales. Para comparar el efecto de ambas ACG sobre el
tipo de bacterias se emplearon ANDEVA de dos vias y el contraste multiple de
rango con el método de Bonferroni (95%), ademas de un andlisis de muestras

pareadas, utilizando el programa Stat Graphics 5.1.
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Figura 31. Preparacion de bacterias libres de pared (Padilla et al., 2002).
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4.6. Actividad de las acetogeninas sobre el complejo |

4.6.1. Preparacion de membranas bacterianas
Las bacterias libres de pared se obtuvieron como se sefiala en el apartado 4.5.1,

para obtener las membranas se emplearon los métodos de Kaback y Stadman
(1966) y Minai-Tehrani et al. (2002) con modificaciones menores. La suspension
de esferoplastos o protoplastos se centrifugd a 16,000 x g por 30 minutos a 4°C en
una centrifuga Sorvall® Biofuge stratos. La pastilla se disolvié en Tris-HCI 0.05 M,
pH 8, 500 ug de DNasa | y 50 uM de MgCly; la mezcla se agit6é a intervalos de 5
minutos durante una hora. Se observd una muestra al microscopio para
determinar si aun habia presencia de esfero o protoplastos, si éstos no se
observaban se procedié a centrifugar a 10,000 x g por 15 minutos a 4°C; el
sobrenadante se centrifugé a 20,000 x g por 1 hora a 4°C. La pastilla se disolvid
en Tris-HCI 01 M, pH 7.5, 0.5 M de sacarosa y 10 mM de MgCl,. Después se

realizo la cuantificacion de proteinas.

4.6.2. Cuantificaciéon de proteinas
Las proteinas de las membranas bacterianas se determinaron por el método de

Bradford (1976), se realiz6 una curva patrén con diferentes concentraciones de
albumina bovina (1, 10, 100 y 1000 pg/mL) y se anotaron las lecturas de
absorbancia obtenidas en el espectrofotdmetro Genésis 10 UV a 595 nm. Este

procedimiento se efectud por triplicado cada vez que se hizo un nuevo ensayo.

4.6.3 Preparacion de las ACG
Se prepar6 una solucion inicial de rolliniastatina-2 a una concentracion de 1 mM

(6.22 mg/10mL de etanol), por dilucion 1:5 se obtuvo una soluciéon de 200 uM, a
partir de ésta se realizé una solucién patron inicial de 26714 nM (C1) y por
diluciones seriadas 1:10 se obtuvieron 5 concentraciones mas (C2 a C6). De cada
una de ellas se tomaron 15 puL para obtener en un volumen final de ensayo (2500
pL) concentraciones de 0.0016, 0.016, 0.16, 1.6, 16 y 160 nM. La cantidad de
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etanol nunca fue superior al 2% del volumen total de la mezcla de ensayo. El
control positivo de la inhibicién fue rotenona en las mismas concentraciones que la
ACG.

Para laherradurina la concentracion inicial de 1 mM consistié en 6.24 mg en
10 mL de etanol y la de rotenona fue de 3.42 mg en 10 mL de etanol, realizando a
continuacion el procedimiento anterior para obtener las concentraciones ya

sefnaladas.

4.6.4. Determinacion de la actividad enzimética
La actividad del complejo | de la cadena respiratoria se determiné por el método

de Grivennikova et al. (2001). Debido a la poca solubilidad del aceptor natural, la
ubiquinona, se utilizé el analogo decilubiquinona (DB) o coenzima Q, que aunque
no contiene cadenas isoprenoides, la cadena hidrocarbonada que contiene le
proporciona propiedades hidrofobicas que permiten su empleo como analoga de la

guinona natural.

Todos los reactivos se prepararon el mismo dia que se realizaron los
ensayos, lo mismo que las membranas bacterianas, las mediciones se realizaron
en cubetas desechables de plastico, la actividad de la NADH:ubiquinona 6xido-
reductasa (EC 1.6.5.3) ensayada como NADH:decilubiquinona 6xido-reductasa en
las membranas se determind espectrofotométricamente en cubetas de 1 cm de
paso de luz, siguiendo la disminuciéon de la absorbancia a 340 nm en un

espectrofotometro Génesis 10 UV a los 40 minutos de exposicion.

La mezcla de reaccion de cada una de las cubetas contenia la fraccion de
membrana equivalente a 10 pg de proteinas (4 pg/mL), 1000 mM de
decilubiquinona, 15 pL de cada una de las concentraciones de las ACG, buffer
Tris-HCI 50 mM, pH 8.0 con 0.25 M de sacarosa, 0.2 mM de EDTAy 1.5 mM de

KCN (mezcla de reaccion) la que se incubd por 3 minutos a temperatura ambiente.
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La reaccion enzimética se inicié al adicionar 75 pM de NADH (0.075 mM), se

incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se registro el descenso de la absorbancia a 340 nm correspondiente a la
oxidacion del NADH a los 40 minutos. Todas las concentraciones de ACG se
realizaron por triplicado. Se emple6 rotenona como control positivo en las mismas

concentraciones que las ACG.

Para calcular las Clsp los datos se ajustaron a una regresion logaritmica y

se obtuvo la ecuacion de la funcion.
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V. RESULTADOS y ANALISIS DE RESULTADOS

Se seleccionaron semillas de A. diversifolia porque son una fuente de ACG (Reyes
Trejo et al., 1997; de la Cruz Chacén, 2001; Gonzéalez Esquinca, 2001). Asi, del
extracto hexanico se obtuvieron 15 mg de rolliniastatina-2 y 500 mg de

laherradurina.

5.1. Evaluacién de la toxicidad de las acetogeninas

La toxicidad de las dos acetogeninas se evalué sobre Artemia salina, con el
método de Meyer et al. (1982) y McLaughlin et al. (1998), ambos compuestos
muestran una fuerte actividad a las 24 horas de exposicion en las tres
concentraciones probadas (ug/mL) que para fines comparativos se convirtieron en
nanomoles por mL (Cuadro 10).

Cuadro 10. Nanomoles de las ACG utilizados en los ensayos con Artemia salina

Concentraciéon nmol/mL

Concentracién pg/mL Rolliniastatina-2 Laherradurina
10 6.22 6.24
100 62.2 62.4
1000 622 624

Las ACG mostraron porcentajes de mortalidad practicamente iguales, la
rolliniastatina-2 de 84 a 100% y laherradurina de 84 a 96%.

Los datos de CLsy, mostraron a laherradurina con un efecto mas potente

(CL50 de

0.014976

nmol/mL),

mientras

que

la rolliniastatina-2

fue

aproximadamente 32 veces menos potente (CLso 0.489514 nmol/mL) (Cuadro 11).

Cuadro 11. Concentracion letal media de rolliniastatina-2 y laherradurina en a A. salina a 24 h de

exposicion
Limites
Compuestos CLso (nmol/mL)
Inferior Superior
Rolliniastatina-2 0.489514 0.000 3.692
Laherradurina 0.014976 0.000 1.309
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Los resultados obtenidos de los efectos de las dos ACG sobre A. salina
corroboran su alta toxicidad (Rupprecht et al., 1990; Alali et al., 1999; Bermejo et
al., 2005) y permitieron sugerir una actividad mas potente de laherradurina en los

ensayos con las bacterias.
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5.2. Susceptibilidad de las bacterias frente a rolliniastatina-2 y

laherradurina

Algunas ACG con estructuras bis-THF adyacentes y lactonas insaturadas
mostraron actividad inhibitoria sobre bacterias (Padmaja et al., 1993; Rhaman et
al. (2005). Las ACG utilizadas en este trabajo también son bis-THF adyacentes,
con la variacién de la saturacion de la lactona. Por ello y debido a que esta
documentado que las ACG actuan sobre el complejo | se eligieron para realizar el

ensayo bacterias Gramnegativas y Grampositivas aerobicas.

5.2.1. Ensayo alas 18 h utilizando concentraciones en pg/mL
Para conocer el potencial antimicrobiano de rolliniastatina-2 y laherradurina se

realiz6 una primera evaluacion con concentraciones del orden de yg/mL ya que
existen reportes de ACG que inhiben el crecimiento bacteriano en dichas
concentraciones. Para comparar el efecto de las dos ACG se realiz6 la conversion

de la concentracién a nmol/mL (Cuadro 12)

Cuadro 12. Conversién de pg/mL de ACG a nmol/mL

Concentracion nmol/mL
Concentracion pg/mL
Rolliniastatina-2 Laherradurina

2 3.21 3.20

4 6.43 6.41

8 12.86 12.82
16 25.72 25.64
32 51.44 51.28
64 102.89 102.56
128 205.78 205.12
256 411.57 410.25
512 823.15 820.51
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5.2.1.1. Bacterias Gramnegativas
La evaluacion del efecto inhibitorio de las ACG se realizé sobre las siguientes

bacterias Gramnegativas: E. coli, P. eruginosa y S. Typhi.

5.2.1.1.1. Rolliniastatina-2
Las tres bacterias fueron sensibles a esta ACG (P=0.000); no se presentd un

efecto de concentracion-dependencia (r= -0.841; r= -0.691; r= -0.714) (Anexo 1)
sino por el contrario, con las concentraciones menores la inhibicion fue mayor.
Con 3.21 nmol/mL (2 yg/mL) se encontraron valores de inhibicién de 40% (P.
aeruginosa), 30% (S. Typhi) y 28% E. coli (29%) (Grafica 1).

De acuerdo a los porcentajes de inhibicion obtenidos; la bacteria mas
sensible es P. aeruginosa (P=0.000); la rolliniastatina-2 inhibe de igual manera al
crecimiento de E. coli y S. Typhi con cerca de 10% menos con relacion al

porcentaje de P. aeruginosa (P>0.05) (Anexo 1).

50 -
~ 4 _
e\o/ O
S 30+
kS
2 20
e
c
= 10
0
3.21 | 6.43 | 12.89 | 25.72 | 51.44 |102.89 | 205.78 |411.57 | 823.15
—e—E coli 28 | 28 | 28 | 29 | 27 | 24 | 24 | 23 | 15
—= P aeruginosa| 40 | 39 | 38 | 37 | 36 | 38 | 35 | 21 15
—4—S. Typhi 30 | 29 | 28 | 28 | 28 | 24 | 22 | 21 18

Concentracién (nmol/mL)

Gréfica 1. Efecto inhibitorio de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento de bacterias Gramnegativas. A
las 18 h de exposicion en medio liquido. El porcentaje de inhibicion se determiné con relacion al
control sin compuesto.
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5.2.1.1.2. Laherradurina
Las tres bacterias son sensibles a esta ACG (P=0.000); sobre E. coli laherradurina

presentd un efecto inhibitorio mayor en todas las concentraciones ensayadas
(P<0.000), seguida de P. aeruginosa al menos en las concentraciones menores; P.

aeruginosa y S. Typhi, son inhibidas de manera semejante (P>0.05) (Grafica 2)
(Anexo 2).
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Grafica 2. Efecto inhibitorio de laherradurina sobre el crecimiento de bacterias Gramnegativas. A

las 18 h de exposicion en medio liquido. El porcentaje de inhibiciébn se determiné con relacion al
control sin compuesto.

Al comparar la actividad inhibitoria de ambas ACG empleando el analisis de
varianza (Anexo 2) destaca la actividad de la rolliniastatina-2 frente a P.
aeruginosa (40%), contrastando con laherradurina que tiene mas actividad sobre
E. coli (33%, P=0.000). Asimismo, al realizar el analisis de varianza (Anexo 3) la
respuesta de las bacterias Gramnegativas a ambas ACG varia considerablemente,
rolliniastatina-2 con una mayor actividad inhibitoria (P=0.000) que laherradurina
(P=0.021), la diferencia estructural de la rolliniastatina-2 es la posicion de los
grupos hidroxilo (C24 y C35) o el grado de saturacion de la lactona.
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5.2.1.2. Bacterias Grampositivas
La concentracion inhibitoria de la rolliniastatina-2 y laherradurina se realizé sobre

B. subtilis, S. aureus y S. epidermidis.

5.2.1.2.1. Rolliniastatina-2
Esta ACG también afectdé a las tres bacterias Grampositivas (P<0.000), sin

encontrar tampoco un efecto concentracion-dependencia (r= -0.815; r=-0.811; r= -
0.775) (Anexo 1), el mayor efecto se encuentra en la concentracién mas baja, 3.21
nmol/mL (2 pg/mL), las dos especies de Staphylococcus son las mas sensibles

(P<0.000) en tanto que en B. subtilis la inhibicién es pequefa (Grafica 3).
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Grafica 3. Efecto inhibitorio de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento de bacterias Grampositivas. A

las 18 h de exposicion en medio liquido. El porcentaje de inhibicién se determiné con relacion al
control sin compuesto.

Rolliniastatina-2 con la menor concentracion (3.21 nmol/mL) presento

mayor actividad sobre S. aureus (30%), siendo 9% mayor que la inhibicién de S.

epidermidis y 23% mas a la de B. subitilis.
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5.2.1.2.2. Laherradurina
Esta ACG mostré actividad inhibitoria en las tres bacterias (P<0.000) inversa a la

concentracion (r= -0.793; r= -0.775; r= -0.816) (Anexo 2), las concentraciones
menores son las que produjeron una mayor inhibicién. Laherradurina con las
concentraciones mayores 205.12-820.51 nmol/mL (128-512 pg/mL) tuvo un efecto

minimo sobre el crecimiento de las bacterias analizadas (Grafica 4).
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Concentracion (nmol/mL)

Grafica 4. Efecto inhibitorio de laherradurina sobre el crecimiento de bacterias Grampositivas. A las

18 h de exposicion en medio liquido. El porcentaje de inhibicién se determiné con relacién al
control sin compuesto.

S. aureus es marcadamente mas susceptible a esta ACG (P<0.000), en
tanto que la actividad inhibitoria en B. subtilis y S. epidermidis es semejante
(P>0.05) (Anexo 2). Los mayores porcentajes de inhibicién del crecimiento se
obtuvieron con S. aureus (22%) con 6.41 nmol/mL (4 pg/mL) y 12.82 nmol/mL (8
pMg/mL), seguido de S. epidermidis (21%) con 3.20 nmol/mL (2 ug/mL) y B. subtilis

(19%) con 12.82 nmol/mL (8 pg/mL) los que disminuyen conforme aumenta la
concentracion.

105



5.2.1.3. Analisis de resultados
Los efectos inhibitorios de las ACG se evaluaron en cultivos bacterianos a 18

horas de exposicion, destacando de manera sistematica, que la mayor inhibicién
siempre fue producida por las menores concentraciones, casi siempre del orden
de 3.21 nmol/mL (rolliniastatina-2) y 3.20 nmol/nL (laherradurina) y nunca superior
al 40% de inhibicion, estos datos nos llevaron a realizar los ensayos con

concentraciones menores.

Se mostré el efecto de la rolliniastatina-2 y laherradurina sobre bacterias
Gramnegativas y Grampositivas, lo que concuerda con los datos de Padmaja et al.
(1993), Mia et al. (1997), Jumana et al. (2000) y Rhaman et al. (2005) quienes
reportaron que diferentes tipos de ACG inhiben el crecimiento de los dos tipos de

bacterias.

Aunque la mayor actividad de los dos compuestos fue sobre las
Gramnegativas, la rolliniastatina-2 tuvo mayor efecto que laherradurina (P<0.001)
en tanto que en las bacterias Grampositivas dependiendo de la especie el mayor

efecto lo produjo la rolliniastatina-2 o laherradurina o tener la misma actividad.

Las diferencias antiproliferativas dependieron del tipo y especie bacteriana,
mostrando una actividad diferencial documentada para las ACG en éstos
(Padmaja et al., 1993; Rahman et al., 2005) y otros sistemas bioldgicos
(Rupprecht et al., 1990; Alali et al., 1999; Tormo et al., 1999b; Hu et al., 2003;
Bermejo et al., 2005, entre otros). Asimismo la estructura quimica de cada ACG
impacta de distinta manera a las especies bacterianas, por ejemplo B. subtilis es la
bacteria menos “sensible” a la rolliniastatina-2 (7%), sin embargo laherradurina

inhibe su crecimiento hasta en un 19% (P<0.01) (Anexos 3y 4).
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Se ha sefalado que las ACG despliegan efectos inhibitorios muy potentes
en concentraciones muy bajas, por ejemplo la trilobacina y la asiminocina
muestran valores de dosis efectiva media (DEsp) menores a 10-12 ug/mL en varias
lineas celulares tumorales humanas, incluso superiores al taxol (Oberlies et al.,
1997; Alali et al., 1999; Li et al., 1999). Esto también se puede apreciar en las
bacterias de este ensayo: 3.21 nmol/mL (rolliniastatina-2) y 3.20-12.82 nmol/mL
(laherradurina).

En la bibliografia no hay datos para realizar una buena comparacién con
nuestros resultados, los mas cercanos son los de Padmaja et al. (1993) y Rahman
et al. (2005) aunque estos autores usan la técnica de difusion en medio sdélido y en

este trabajo el de dilucién en caldo.

En su estudio Padmaja et al. (1993), evaluaron diversas ACG, entre ellas
las mas parecidas a rolliniastatina-2 fueron la narumicina | y Il, cuya diferencia
estructural con rolliniastatina-2 es el —OH del C4 se encuentra en el C5. La mezcla
de ambas (250 ug/d) inhibid el crecimiento de cuatro Grampositivas del género
Bacillus, pero no a B. subtilis y de cinco Gramnegativas incluyendo P. aeruginosa,
S. Typhi y E. coli, con diametros de inhibicion de 16, 10 y 8 mm; aunque nuestros
datos se obtuvieron en medios de cultivo liquido y a concentraciones menores, de
alguna manera concuerdan con el efecto inhibitorio ya que éstas mismas bacterias
son afectadas por rolliniastatina-2 en el mismo orden que los reportados por
Padmaja et al. (1993), con una concentracion 100 veces menor (2 ug/mL) a la

empleada por ellos.

Otra de las ACG ensayadas por Padmaja et al. (1993), con semejanza
estructural a rolliniastatina- 2 es la escuamocina cuya diferencia también es la
posiciéon de un —OH, ubicado en esta ACG en lugar del C4 en el C28; los autores
reportaron una actividad antibacteriana (250 pg/d) sobre S. Typhi, P. aeruginosa y
E. coli con diametros de inhibicién de 10, 9 y 8 mm respectivamente, mientras que
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Rahman et al. (2005) también con escuamocina en concentraciones de 200
pg/disco reportan halos de inhibicion un poco mayores sobre las mismas bacterias
[P. aeruginosa (18 mm), S. Typhi (17 mm) y E. coli (15 mm)]; con relacién a las
bacterias Grampositivas sélo el trabajo de Rhaman et al. (2005) sefiala la
inhibicion de S. aureus (15 mm) y B. subtilis (12 mm) coincidiendo con los
resultados obtenidos en esta investigacion ya que rollinistatina-2 fue mas potente
sobre S. aureus (30%) y difiriendo en B. subtilis ya que con esta ACG la inhibicion

de los microorganismos es muy pequeina (7%).

Laherradurina es semejante estructuralmente a la isodesacetiluvaricina,
ambas tienen dos grupos —OH en los C15 y C24 asi como la misma
esteroisomeria, la diferencia radica en el tipo de lactona, la de la primera es
saturada y la segunda insaturada. Los resultados de Padmaja et al. (1993),
senalaron el mayor halo de inhibicién sobre P. aeruginosa (16 mm) seguido de los
de S. Typhi (10 mm) y E. coli (8 mm), contrario a los resultados de este ensayo
con relacion a la susceptibilidad de E. coli (33%), P. aeruginosa (21%) y S. Typhi
(19%), aunque como ya se sefald la concentracion mas activa en este ensayo es

100 veces menor que la empleada por estos autores.

Pareciera entonces que la diferente actividad de la rolliniastatina-2 y
laherradurina estuviera mas bien asociada al tipo de lactona, teniendo mayor
actividad inhibitoria la rolliniastatina-2 con una lactona insaturada. Sin embargo y
no obstante todas las investigaciones realizadas en diversos modelos bioldgicos,
ninguno con bacterias, no existe claridad acerca del cual o cuales son las partes
mas importantes de la molécula que le confiere(n) su potencia como inhibidores,
sefalando tres caracteristicas esenciales: el numero y posicion de los anillos THF
(Oberlies et al., 1995), la lactona y el numero de carbonos entre ellos “espaciador”
(Miyoshi et al., 1998; Takada et al., 2000; Motoyama et al., 2002; Abe et al., 2004;
Abe et al., 2008).
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La rolliniastatina-2 y laherradurina producen efectos inhibitorios mayores en
las bacterias Gramnegativas mientras que en las Grampositivas este efecto es
mayor, aunque se ha sefalado que la membrana externa de las bacterias
Gramnegativas es menos permeable que las de las Grampositivas (Poole, 2002),
se conoce, como indicé Russell (2003) que ambos tipos de bacterias responden
de manera diferenciada a los biocidas, esta respuesta es poco conocida hasta
hoy, pero la composicion quimica de las cubiertas celulares exteriores puede ser

un factor primordial.

Dado que en esta investigacion el porcentaje de inhibicion no llegé al 50%
es posible que en las Gramnegativas la membrana externa actue como una
barrera protectora tal como lo sefiala Tegos et al. (2002) o que el peptidoglucano
de ambos tipos bacterianos participe como barrera, lo que posiblemente explicaria

también el menor efecto de ambas ACG en las bacterias Grampositivas.

5.2.1.4. Conclusiones
-Ambas ACG tienen efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las seis bacterias.

-La actividad de rolliniastatina-2 y laherradurina fue mayor con las concentraciones

menores.

-Las bacterias Gramnegativas son las mas afectadas por las dos ACG.

-Hay diferencias en la actividad de las dos ACG sobre cada bacteria, la

rolliniastatina-2 fue la mas potente.

-Los resultados sugieren que la pared celular de las bacterias ensayadas

funcionan como barrera para la entrada de las ACG a los microorganismos.

109



5.2.2. Ensayo durante 7 h utilizando concentraciones en ng/mL
En funcién de los resultados anteriores, en los que las concentraciones menores

son mas potentes y producen los mayores porcentajes de inhibicion, se decidio
realizar un ensayo con concentraciones menores, aunque las pruebas de
inhibicion bacteriana frente a compuestos de plantas no se realizan en
concentraciones tan pequefias por su bajo nivel de actividad, especialmente sobre
las bacterias Gramnegativas (Tegos et al., 2002); se considerd la potencia de las
ACG para medir el efecto inhibitorio, de rolliniastatina-2 se emplearon
concentraciones de 0.00160 a 0.10289 nmol/mL y de laherradurina de 0.00160 a
0.10256 nmol/mL (siete concentraciones) asi como un inéculo bacteriano menor y

la densidad 6ptica se midié cada hora durante siete horas.

Para efectos de comparacion las concentraciones se convirtieron de ng/mL

a nmol/mL (Cuadro 13).

Cuadro 13. Conversién de ng/mL de rolliniastatina-2 y laherradurina a nmol/mL

Concentracion ng/mL Concentracion nmol/mL
Rolliniastatina-2 Laherradurina
1 0.0016 0.0016
2 0.00321 0.0032
4 0.00643 0.00641
8 0.01286 0.01282
16 0.02572 0.02564
32 0.05144 0.05128
64 0.10289 0.10256

5.2.2.1. Bacterias Gramnegativas expuestas a rolliniastatina-2 durante 7 h
Los andlisis estadisticos de varianza (ANDEVA) dan valores significativos del

efecto de las ACG sobre cada una de las bacterias (P=0.000) con todas las

concentraciones.
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5.2.2.1.1. E. coli
El crecimiento de las bacterias del control y las expuestas a las concentraciones

de rolliniastatina-2 hasta la tercera hora no presentaron variacion, es hasta la
cuarta hora que todas las concentraciones del compuesto tuvieron actividad sobre
el crecimiento poblacional de E. coli, en la quinta y sexta horas las
concentraciones mayores: 0.01286, 0.02572, 0.05144 y 0.10289 nmol/mL (8, 16,
32 y 64 ng/mL) mostraron una ligera actividad, mientras que en la séptima hora

practicamente no hay variacion (Grafica 5).
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Grafica 5. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de E. coli.
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5.2.2.1.2. P. aeruginosa
Al igual que en E. coli el crecimiento de bacterias del control de P. aeruginosa y

las expuestas a las concentraciones de rolliniastatina-2 hasta la tercera hora no

presentaron variacion, en la cuarta hora todas las concentraciones del compuesto

tuvieron actividad sobre el crecimiento poblacional, en la quinta y sexta horas

todas las concentraciones disminuyeron ligeramente el crecimiento poblacional

bacteriano. La mayor diferencia se observo en la cuarta hora de exposicion al

compuesto (Grafica 6).
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Gréfica 6. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de P. aeruginosa.
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5.2.2.1.3. S. Typhi

A diferencia de las dos bacterias anteriores el crecimiento del control de S. Typhi

se incrementd a partir de la primera hora de ensayo. Las mayores concentraciones

probadas no permitieron el aumento del numero de bact/mL hasta la cuarta hora,

mientras que las concentraciones menores tuvieron una ligera actividad entre la

tercera y quinta hora. Es a partir de la sexta hora que todas las concentraciones

tuvieron el mismo efecto (Grafica 7).

Bajo las condiciones de ensayo S. Typhi parece ser la mas sensible a

rolliniastatina-2 ya que es hasta la séptima hora de tratamiento que se detecta un

aumento del numero de bact/mL semejante al control.
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Grafica 7. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. Typhi.
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5.2.2.2. Bacterias Gramnegativas expuestas a laherradurina durante 7 h

5.2.2.2.1. E. coli

Hasta la tercera hora el numero de bacterias del control de E. coli y las expuestas

a las concentraciones de

laherradurina no presentaron variacion en su

crecimiento, es a partir de la cuarta hora que las diferentes concentraciones de los

tratamientos tienen el mayor efecto sobre el numero de bact/mL, en las horas

subsecuentes el efecto va disminuyendo (Grafica 8). Todos los tratamientos

siguieron el mismo patron de crecimiento independientemente a la concentracion

ensayada.
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Gréfica 8. Efecto de laherradurina sobre el crecimiento poblacional de E. coli.
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5.2.2.2.2. P. aeruginosa
El numero de bacterias del control y las expuestas a las concentraciones de

laherradurina hasta la tercera hora no presentan variacién. El

efecto de

laherradurina se observd en la cuarta hora con todas las concentraciones, en la

quinta hora las concentraciones mayores son las que tuvieron efecto sobre el

crecimiento poblacional de P. aeruginosa. En la sexta hora al igual que en la

cuarta todas las concentraciones ensayadas tienen practicamente el mismo

efecto, pero en la séptima hora el numero de bact/mL es practicamente el mismo

(Gréfica 9).
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— 4+ 0.0256nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 2.58E+07 | 2.99E+08
—-cc 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 300E+06 | 7.BE+07 | 169E+08 | 3.30E+08

Tiempo (horas)

Gréfica 9. Efecto de laherradurina sobre el crecimiento poblacional de P. aeruginosa.
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5.2.2.2.3. S. Typhi

El crecimiento de las bacterias del control de S. Typhi inicié en la primera hora al

igual que los tratamientos, excepto con la concentracion de 0.00641 nmol/mL. En

la segunda y sexta horas no se observd una diferencia significativa entre el

numero de bact/mL del control y los ensayos, excepto en la segunda hora con la

concentracion de 0.00641 nmol/mL (Grafica 10).
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100E+08 -|
100E+07 -|
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4 100E+04 -
m
100E+03 -|
100E+02 -|
100E+01
100E+00
0 1 2 3 4 5 6 7
——000%60 nmol/mL | 150E+04 | 6.33E+06 | 7.44E+06 | 7.44E+06 | 241E+07 | 502E+07 | 126E+08 | 2.97E+08
—m— 000320 nmol/mL | 150E+04 | 578E+06 | 8.56E+06 | 8.56E+06 | 3.08E+07 | 547E+07 | 122E+08 | 3.18E+08
— A 000641nmol/mL | 150E+04 | 7.78E+05 | 7.78E+05 | 8.56E+06 | 2.69E+07 | 5.BE+07 | 121E+08 | 3.10E+08
00082nmol/mL | 150E+04 | 356E+06 | 102E+07 | 102E+07 | 2.69E+07 | 558E+07 | 11E+08 | 2.96E+08
— %—0.02564 nmol/mL | 150E+04 | 3.56E+06 | 1BE+07 | 169E+07 | 3.36E+07 | 6.52E+07 | 123E+08 | 3.1E+08
—e—00508nmol/mL | 150E+04 | 3.56E+06 | 8.00E+06 | 163E+07 | 3.02E+07 | 4.58E+07 | 107E+08 | 2.86E+08
—+—0.10256 nmol/mL | 150E+04 | 3.00E406 | 6.33E+06 | 2.08E+07 | 3.02E+07 | 663E+07 | 116E+08 | 2.85E+08
— - cC 150E+04 | 8.56E+06 | 152E+07 | 369E+07 | 9.BE+07 | 2.04E+08 | 2.96E+08 | 4.34E+08

Tiempo (horas)

Gréfica 10. Efecto de laherradurina sobre el crecimiento poblacional de S. Typhi.
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5.2.2.3. Bacterias Grampositivas expuestas a rollinistatina-2 durante 7 h

5.2.2.3.1. B. subtilis

El numero de bacterias del control aumentoé a partir de la segunda hora. El mayor

efecto de la rolliniastatina-2 se observo a partir de la tercera hora de exposicion

con todas las concentraciones. Entre la cuarta y sexta horas practicamente todas

las concentraciones tienen el mismo efecto. En la séptima hora no hay diferencia

entre los tratamientos y el control (Grafica 11).

100E+09 -

100E+08 -

100E+07 -

100E+06 -
-
£ 100E+05 |
£
g 100E404 | =%
@ 100E+03 |

100E+02 -

100E+01 -

100E+00

0 1 2 3 4 5 6 7
—e—0001B0nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 8.89E+05 | 7.53E+07 | 2.09E+08 | 4.53E+08
—m—000321nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 2.00E+06 | 7.03E+07 | 2.04E+08 | 4.40E+08
— 4000643 nmol/imL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 144E+06 | 7.42E+07 | 2.1E+08 | 4.38E+08
0.0286 nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 120E+07 | 8.09E+07 | 2.39E+08 | 4.84E+08

—%—0.02572 nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 4.22E+06 | 8.20E+07 | 2.34E+08 | 4.26E+08
—@—005%4nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 5.33E+06 | 7.87E+07 | 2.34E+08 | 4.30E+08
— 010289 nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 3.67E+06 | 8.ME+07 | 241E+08 | 4.26E+08
- _CC 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 126E+07 | 1RE+08 | 257E+08 | 3.92E+08 | 6.09E+08

Tiempo (horas)

Gréfica 11. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de B. subtilis.
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5.2.2.3.2. S. aureus

El numero de bacterias del control y las expuestas a las concentraciones de

rolliniastatina-2 hasta la hora tres no presentan variacién. El mayor efecto se

observd en la cuarta hora de exposicion con todas las concentraciones. En la

quinta hora algunas de las concentraciones de la ACG tuvieron una ligera

actividad pero en la sexta y séptima hora el efecto fue muy parecido. El

comportamiento en el crecimiento de S. aureus con las diferentes concentraciones

es bastante semejante al del control, excepto en la cuarta hora (Grafica 12).

10E+09 -
10E+08 |
10E+07
10E+06 |
-
£ 10E405 |
£
1 10E+04 | = =
M
10E403 |
10E+02 -
10E+01 |
10E+00
0 1 2 3 4 5 6 7
—e—000B0nmol/mL | 15E404 | 15E+04 | 15E+04 | 15E404 | 15E404 | 208E+07 | 841E+07 | 2.6E+08
—m—000321nmolimL | 15E404 | 15E+04 | 15E+04 | 15E404 | 15E404 | 197E407 | 69E+7 | 184E+08
000643 nmol/mL | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 15E404 | 15E404 | 174E407 | 7.80E+07 | 186E+08
00086 nmol/mL | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 15E404 | 15E404 | 7.44E+06 | 658E+07 | 167E+08
—%—002572nmol/mL | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 15E404 | 15E+04 | 130E+07 | 7.52E+07 | 191E+08
—e—005W4nmolimL | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 15E404 | 15E+04 | 247E+07 | 89E+07 | 2.2E+08
— —010289nmolimL | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 15E+04 | 241407 | 9.30E+07 | 2.64E+08
_ - cc 15E+04 | 15E404 | 15E+04 | 15E404 | 3.00E406 | 3.24E407 | 102E408 | 2.96E+08

Tiempo (horas)

Grafica 12. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. aureus.
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5.2.2.3.3. S. epidermidis
La cantidad de bacterias del control y los tratamientos hasta la cuarta hora no

presentaron variacion. En la quinta hora se observo la accidn de todas las
concentraciones empleadas; en la sexta y séptima el efecto de la rolliniastatina-2
fue muy ligero, excepto en la sexta hora con la concentracién de 0.0643 nmol/mL
(4 ng/mL) (Gréafica 13).

10E+09 -
10E+08 -
10E+07 -
10E+06 -
10E+05 -
10E+04 - = i = %

Bact/mL

10E+03 -
10E+02 -
10E+401 -
10E+00

0 1 2 3 4 5 6 7
——0.00160 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 160E+04 | 5.10E+07 | 155E+08
—#—0.00321nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 160E+04 | 3.38E+07 | 138E+08
—A—0.00643 nmol/mL | 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 150E+04 | 2.1E+06 150E+08
0.01286 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 150E+04 | 4.54E+07 | 159E+08
—%—0.02572 nmol/mL | 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 150E+04 | 2.27E+07 | 154E+08
—@—0.05%4 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 150E+04 | 4.38E+07 | 141E+08
—+—0.10289 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 150E+04 | 182E+07 15€E+08
—=—CC 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 544E+06 | 7.27E+07 | 2.08E+08

Tiempo (horas)

Grafica 13. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. epidermidis.
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5.2.2.4. Bacterias Grampositivas expuestas a laherradurina durante 7 h

5.2.2.4.1. B. subtilis

Laherradurina practicamente no tuvo efecto sobre el crecimiento de esta bacteria

ya que tanto el control como las diferentes concentraciones se comportaron de

manera semejante (Grafica 14). Solo en la tercera hora se observé un ligero efecto

de esta ACG con las concentraciones menores.
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10E+02 +
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——0.00160 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 3.1E+06 | 6.70E+07 | 2.40E+08 | 3.49E+08 | 5.93E+08
—#—0.00320 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 144E+06 | 5.59E+07 | 194E+08 | 3.45E+08 | 5.83E+08
—A—0.00641nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 | 2.26E+07 | 9.09E+07 | 2.50E+08 | 3.44E+08 | 5.95E+08
0.01282 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 144E+06 | 3.81E+07 | 188E+08 | 3.58E+08 | 5.79E+08

—¥—0.02564 nmol/mL | 15E+04 15E+04 15E+04 | 2.37E+07 | 2.03E+07 | 134E+08 | 3.45E+08 | 5.24E+08
—e—0.0528 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 7.00E+06 | 7.26E+07 | 245E+08 | 3.36E+08 | 5.99E+08
—+—0.10256 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 8.1E+06 | 931FE+07 | 246E+08 | 349E+08 | 5.75E+08
—=CC 15E+04 15E+04 15E+04 126E+07 11RE+08 | 2.57E+08 | 3.92E+08 | 6.09E+08

Tiempo (horas)

Grafica 14. Efecto de laherradurina sobre el crecimiento poblacional de B. subtilis.
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5.2.2.4.2. S. aureus

La cantidad de bacterias del control y las expuestas a las concentraciones de
laherradurina no presentaron variacién con relacién al control. En la quinta hora
sélo la concentracion de 0.01282 nmol/mL (16 ng/mL) tuvo un ligero efecto sobre

S. aureus (Gréfica 15).
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——0.00160 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 2.08E407 | 841407 | 2.16E+08
—8—0.00320 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 197E+07 | 6.91E+07 | 184E+08
0.00641nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 174E+07 | 7.80E+07 | 186E+08
0.01282 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 744E+06 | 6.58E+07 | 167E+08
—¥—0.02564 nmol/mL | 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 2.BE+07 | 7.52EH07 | 191E+08
—e—0.0528 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 247E+07 | 891FEH7 | 2.12E+08
—+—0.10256 nmol/mL 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 15E+04 158E+07 | 9.02E+07 | 2.38E+08
—=—CC 15E+04 15E+04 15E+04 15E404 15E+04 3.24E407 | 102E+08 | 2.96E+08

Tiempo (horas)

Grafica 15. Efecto de laherradurina sobre el crecimiento poblacional de S. aureus.
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5.2.2.4.3. S. epidermidis
El numero de bacterias del control y las expuestas a las concentraciones de

laherradurina no presentaron variacion. En la séptima hora se aprecidé una
ligerisima actividad de la ACG (Grafica 16).
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100E+01

100E+00

0 1 2 3 4 5 6 7
——0.00160 nmol/mL 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 4.89E+06 | 527E+07 | 185E+08
—m—0.00320 nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 6.00E+06 | 5.27E+07 | 148E+08
—A—0.00641nmol/mL 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 4.89E+06 | 5.32E+07 | 185E+08
0.01282 nmol/mL 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 544E+06 | 7.04E+07 | 164E+08
—¥—0.02564 nmol/mL | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 544E+06 | 7.21E+07 1HUE+08
—@—0.0528 nmol/mL 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 6.00E+06 | 7.04E+07 | 193E+08
—+4—0.10256 nmol/mL 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 544E+06 | 7.04E+07 | 185E+08
—=—CC 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 150E+04 | 544E+06 | 7.27E+07 | 2.08E+08

Tiempo (horas)

Gréfica 16. Efecto de laherradurina sobre el crecimiento poblacional de S. epidermidis.
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5.2.2.5. Inhibicién del crecimiento a la séptima hora
Para calcular y comparar los porcentajes de disminucion del crecimiento de cada

cepa bacteriana se tomaron los valores del crecimiento bacteriano del control de
cada bacteria a la séptima hora (cuando la curva control muestra sus mayores

valores).

Bacterias Gramneqgativas

El analisis de varianza (ANDEVA) de ambas ACG (Anexo 5) para cada bacteria
sefiald6 como mas sensible a E. coli frente a laherradurina (P= 0.000) con
porcentajes de inhibicion comprendidos en un rango de 43.86-52.87%, mientras
que S. Typhi es mas sensible a la rolliniastatina-2 (P=0.0018) (Anexo 5) con
porcentajes de inhibicidn de 27.90-51.45%. P. aeruginosa es igualmente sensible
a rolliniastatina-2 y laherradurina con valores de 25.11-33.03% y 9.27-34.72%
respectivamente (P= 0.261) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Actividad inhibitoria (%) de las ACG sobre bacterias Gramnegativas

Concentracién E. coli P. aeruginosa S. Typhi
nmol/mL | nmol/mL R Lah R Lah R Lah

R Lah
0.00160 0.00160 19.1945.89 52.87+4.31 28.18+4.91 30.50+17.0 50.17+5.68 31.61+1.97
0.00321 0.00320 20.76+16.5 51.57+4.33 31.68+2.10 28.65+8.61 51.45+4.58 | 26.75+8.72
0.00643 0.00641 15.67+7.74 50.39+5.04 33.03+4.24 34.72+0.29 48.50+19.5 | 28.67+7.93
0.01286 0.01282 22.85+5.14 47.9142.96 31.01+11.8 34.72+5.06 38.39+9.60 31.74+6.03
0.02572 0.02564 17.89+6.51 44.13+1.48 | 25.11+15.8 31.3415.28 32.25+5.46 | 28.41+5.98
0.05144 0.05128 24.54+5.26 49.35+24.5 32.02+6.83 17.0247.16 27.90+3.14 34.17+11.8
0.10289 0.10256 27.55+5.77 43.86+10.9 | 29.49+5.57 9.27+4.42 30.3315.16 34.43+13.3

R, rolliniastatina-2; Lah, laherradurina

Bacterias Grampositivas

B. subtilis practicamente solo fue sensible a rolliniastatina-2 (P=0.000) con un
rango de inhibicion de 20.54%-29.94%; para S. aureus la accion de ambas

acetogeninas es practicamente igual (el mayor porcentaje fue de 43.68) (P=0.166)
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y sobre S. epidermidis laherradurina con una concentracion de 0.02572 nmol/mL
(16 ng/mL) tuvo la mayor actividad inhibitoria (45.06%) (Cuadro 15).

Cuadro 15. Actividad inhibitoria (%) de las ACG sobre bacterias Grampositivas

Concentracion B. subtilis S. aureus S. epidermidis
nmol/mL | nmol/mL R Lah R Lah R Lah

R Lah
0.00160 0.00160 25.56+1.38 2.5614.40 27.18+3.30 27.18+3.30 | 25.83+2.11 11.54+3.87
0.00321 0.00320 27.66 +2.88 | 4.3810.34 38.06+3.74 38.06+3.74 33.81+2.88 29.90+11.8
0.00643 0.00641 28.02+4.35 | 2.19+3.33 37.31£7.68 37.3117.68 28.22+1.60 11.22+2.93
0.01286 0.01282 20.54+4.80 4.84+8.44 43.68+3.10 43.68+3.10 23.96+0.46 21.57+6.88
0.02572 0.02564 29.94+0.57 | 13.38+2.52 35.62+4.07 35.62+4.07 26.09+3.23 45.0649.77
0.05144 0.05128 29.30+4.41 1.64+1.45 28.50+2.89 28.50+2.89 32.48+10.8 13.92+15.1
0.10289 0.10256 29.94+0.42 5.57+7.22 11.0649.00 19.6945.93 27.42+11.1 11.2249.39

R, rolliniastatina-2; Lah, laherradurina

Ninguna de las bacterias Gramnegativas y Grampositivas presenta una
relacion dosis dependiente. Al agrupar los datos para buscar la relacion de ambas
ACG con las bacterias Gramnegativas y Grampositivas, se encontré que los
porcentajes de inhibicion son mas altos en las Gramnegativas (rango de 9.27 a
52.87%) sin que exista diferencia entre las ACG (P=0.26); en tanto que en las
Grampositivas (rango de 1.64 a 45.06%) es mas fuerte el efecto de la
rolliniastatina-2 (P=0.003) (Anexos 6y 7).

Al comparar cada ACG con ambos tipos de bacterias los datos sefalaron
que la rolliniastatina-2 no discrimind entre bacterias Grampositivas y
Gramnegativas (P=0.59), mientras que laherradurina tuvo un mayor efecto sobre

las Gramnegativas (P=0.005).
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5.2.2.6. Anédlisis de resultados
Ambas ACG se ensayaron sobre seis bacterias en siete concentraciones y siete

tiempos de exposicién con un inéculo de 1.5x10* bact/mL. En todos los ensayos
en los que se evaluo la actividad con relacion al numero de bact/mL se observo
que la inhibicién del crecimiento poblacional bacteriano se detecta en distintos
tiempos asociados a una prolongacion de la fase lag (de latencia), o a un retraso
en el inicio de la fase log de las bacterias Gramnegativas expuestas a las dos
ACG, resultado que sugiere que el efecto inhibitorio puede estar asociado con la

pared celular.

La actividad de la rolliniastatina-2 sobre las bacterias Gramnegativas en el
tiempo en que su inhibicion es mayor sefala un efecto diferencial dependiente de
la bacteria, siendo S. Typhi mas susceptible que E. coli y P. aeruginosa, tipo de
actividad que ha sido sefialada constantemente en la bibliografia para diferentes
lineas celulares y mitocondrias de distintos origenes (Alfonso et al., 1996; Xu et
al., 2003; Schlie et al., 2009).

En las bacterias Grampositivas también la sensibilidad hacia ambas ACG
se manifiestd a diferentes tiempos, aunque los resultados obtenidos indicaron que
no existen grandes diferencias entre el numero de bact/mL del control y los

tratamientos, excepto B. subtilis expuesta a rolliniastatina-2.

Los porcentajes de inhibicion a la séptima hora sefalaron que todas las
bacterias son sensibles a ambas ACG, aunque con valores de inhibicion
diferentes, asi las Gramnegativas fueron las mas sensibles a los compuestos. Los
resultados obtenidos en este ensayo no mostraron un efecto dependiente de la
concentracion. También se detectd un efecto diferencial, debido tanto de las
bacterias como de la estructura de las ACG, efectos ya sefialados para lineas
celulares neoplasicas en el articulo de revisién de Schlie et al. (2009), por ejemplo

la asimitrina (ACG bis THF adyacente) muestra diferentes dosis efectivas medias
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segun el tipo de linea celular de tumores s6lidos empleados y dependiendo de la
estructura quimica tienen diferente actividad sobre un mismo blanco como lo
reportaron Gonzalez-Coloma et al. (2002), por ejemplo, sobre la linea celular HeLa
rolliniastatina-2 tuvo una DEsy de 4.74 pyM mientras que laherradurina presento
una DEso de 0.74x107 pM.

En nuestro caso E. coli es mas sensible a laherradurina (52.87%) seguido
de S. epidermidis (45.06%) con concentraciones diferentes (0.00160 nmol/mL y
0.025641 nmol/mL), en tanto que S. Typhi (51.45%) con 0.00321 nmol/mL a la
rolliniastatina-2, las otras bacterias no muestraron diferencias estadisticas

significativas entre las ACG, pero si entre ellas.

El analisis estadistico de modelos ajustados sefalé que de las dos ACG
ensayadas, uUnicamente la rolliniastatina-2 marca diferencias entre bacterias
Gramnegativas y Grampositivas siendo mayor el porcentaje de inhibicion sobre las
tres Gramnegativas; asi mismo al comparar el efecto de una sola ACG sobre
ambos tipos de bacterias encontramos que sélo laherradurina es mas activa sobre
bacterias Gramnegativas. Desde luego que esta agrupacion debera corroborarse

con otras bacterias.

Estos resultados sugieren que, las diferencias entre las paredes celulares
de las bacterias Grampositivas y Gramnegativas y las estructuras de las ACG

tengan un papel importante con relacion a los porcentajes de inhibicion obtenidos.

5.2.2.7. Conclusiones
-La rolliniastatina-2 y laherradurina tuvieron una actividad inhibitoria sobre todas

las bacterias ensayadas.

126



-La actividad de las ACG esta relacionada, en la mayoria de los casos, con el

retraso del inicio de la fase log del crecimiento de cada bacteria.

-Los mayores porcentajes de inhibicién a la séptima hora con ambas ACG en las

seis bacterias se produjeron con concentraciones diferentes.

-En la séptima hora de exposicion los mayores porcentajes de inhibicion estan
dados por laherradurina frente a E. coli (52.87%, 0.00160 nmol/mL=1 ng/mL) y S.
epidermidis (45.06%, 0.02564 nmol/mL) y por la rolliniastatina-2 frente a S. Typhi
(51.45%, 0.00321 nmol/mL=2 ng/mL).

-El efecto de ambas ACG sobre las bacterias Grampositivas es menor con relacion

al observado en las Gramnegativas.

-Existe un efecto diferencial dependiente de las bacterias y de las bacterias y las

estructuras de las ACG.
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5.3. Susceptibilidad de las bacterias libres de pared

El conocimiento que se tiene sobre las barreras que cruzan las ACG en los
diversos sistemas biologicos es escaso, por ejemplo, no se encontré un estudio
que relacione membrana plasmatica-mitocondria-complejo | de un mismo tipo

celular.

En nuestros resultados del efecto sobre el crecimiento de bacterias
completas una de las ACG (rolliniastatina-2) se comportdé de manera distinta en
bacterias Gramnegativas y Grampositivas, mientras que laherradurina al parecer
no tiene el mismo efecto general en ellas; estas diferencias llevaron a considerar
el papel de la pared celular y de las membranas como barreras selectivas,
obteniendo esferoplastos de las bacterias Gramnegativas y protoplastos de las
Grampositivas para permitir la exposicién de las membranas citoplasmicas a la
acciéon de las ACG. Para ello se ensayaron concentraciones de 0.00160-0.10289
nmol/mL (rolliniastatina-2) y 0.00160-0.10256 nmol/mL (laherradurina) que

corresponden a concentraciones de 1 a 64 ng/mL.

5.3.1. Efecto de las ACG en esferoplastos de bacterias Gramnegativas
E. coli

La mayor actividad de la rolliniastatina-2 y de laherradurina se detecté a los 10
minutos de exposicion en estos esferoplastos (Grafica 17), alcanzando su maximo
porcentaje de inhibicidn (61.29 y 62.32% respectivamente) con la concentracion
mas baja (0.00160 nmol/mL); con la rolliniastatina-2 no se percibié mas que un
ligero decremento con relacion a la concentracion en los tres tiempos analizados y
también una ligera disminucién de la inhibicién a los 30 minutos, mientras que con
laherradurina el porcentaje de inhibicidon disminuyé ligeramente con el tiempo de
exposicion, por lo que la actividad fue practicamente la misma durante todo el

ensayo.
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Grafica 17. Efecto de las acetogeninas en esferoplastos de E. coli. A, rolliniastatina-2; B,
laherradurina. El porcentaje de inhibiciéon se determind con relaciéon al control sin compuesto y
corresponde al promedio de dos repeticiones.
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P. aeruginosa

Con esferoplastos de P. aeruginosa la mayor accion de la rolliniastatina-2 también
se detectd a los 10 minutos de exposicion (65.77% con 0.00160 nmol/mL), para
después disminuir ligeramente con la concentracion, esta tendencia se mantuvo
en todo el experimento. La laherradurina alcanza su maxima actividad inhibitoria a
los 30 minutos (68%, 0.00160 nmol/mL), aunque tampoco las concentraciones ni
el tiempo de exposicion tienen un efecto significativamente diferente (P>0.05)
(Gréfica 18).
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Grafica 18. Efecto de las acetogeninas en esferoplastos de P. aeruginosa. A, rolliniastatina-2; B,
laherradurina. El porcentaje de inhibicion se determind con relaciéon al control sin compuesto y
corresponde al promedio de dos repeticiones.
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S. Typhi

Rolliniastatina-2 y laherradurina inducen un efecto muy semejante en estos
esferoplastos, con ambas ACG de nuevo la mayor actividad se detecta a los 10
minutos de exposicion, alcanzando en ambos casos 57% con 1ng/mL,
disminuyendo ligeramente con las concentraciones mayores, esta tendencia se
mantiene en todo el experimento; con laherradurina no hay diferencias
significativas con la concentracion ni con el tiempo de exposicion (P>0.05) (Grafica
19).
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Grafica 19. Efecto de las acetogeninas en esferoplastos de S.Typhi. A, rolliniastatina-2; B,
laherradurina. El porcentaje de inhibicidon se determind con relaciéon al control sin compuesto y
corresponde al promedio de dos repeticiones.
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5.3.2. Efecto de las ACG en protoplastos de bacterias Grampositivas
B. subtilis

Con los protoplastos de B. subtilis la mayor actividad de la rolliniastatina-2 se
detecta en los primeros 10 minutos con un maximo de inhibicion de 55.78% con
0.00160 nmol/mL, para disminuir ligeramente conforme se incrementa la
concentracion, el tiempo de exposicion no tiene ningun efecto; mientras que
laherradurina produce una mayor inhibicién a los 30 minutos de exposicion (65%)

(Grafica 20). El efecto inhibitorio es semejante durante el experimento (P>0.05).
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Grafica 20. Efecto de las acetogeninas en protoplastos de B. subtilis. A, rolliniastatina-2; B,
laherradurina. El porcentaje de inhibiciéon se determind con relaciéon al control sin compuesto y
corresponde al promedio de dos repeticiones.
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S. aureus
El mayor efecto de rolliniastatina-2 y laherradurina también se detecté a los 10
minutos (0.00160 nmol/mL, 62.40% y 70.16% respectivamente) sin embargo no

existe tiempo dependencia con ninguna de las ACG (P>0.05) (Grafica 21).
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Grafica 21. Efecto de las acetogeninas en protoplastos de S. aureus. A, Rolliniastatina-2; B,
laherradurina. El porcentaje de inhibicion se determind con relaciéon al control sin compuesto y
corresponde al promedio de dos repeticiones
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S. epidermidis

La rolliniastatina-2 presentd su mayor efecto inhibitorio a los 10 minutos de
exposicion (0.00160 nmol/mL, 55.68%) para después tener un ligero decremento;
la mayor actividad de laherradurina en todos los tiempos se produjo con 0.00641
nmol/mL (47.12-47.66%) (Grafica 22).
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Grafica 22. Efecto de las acetogeninas en protoplastos de S. epidermidis. A, rolliniastatina-2; B,
laherradurina. El porcentaje de inhibicion se determind con relaciéon al control sin compuesto y

corresponde al promedio de dos repeticiones.
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5.3.3. Analisis de resultados
En los esferoplatos y protoplastos, como ya se sefialo, el efecto de las ACG

también fue independiente de las concentraciones empleadas y del tiempo de
exposicion, tal como sucedié con las bacterias con pared celular. Al eliminar la
pared celular los porcentajes de inhibicion producidos por ambas ACG se
incrementaron, por ejemplo, en las bacterias Gramnegativas S. Typhi 10.6% y E.
coli 33.6% y entre las Grampositivas S. epidermidis 17.5% y en B. subtilis 54%,
sefalando a la pared celular como una barrera para la actividad de éstas; tomando
incluso en consideracién que el numero de esferoplastos es 1000 veces mayor
que en el ensayo de las bacterias completas a las siete horas y con respecto a las
bacterias completas evaluadas a las 18 horas las concentraciones son 1000 veces

menores.

Los mayores valores de inhibicion se alcanzaron siempre con las
concentraciones mas bajas de ambas ACG (0.00160 nmol/mL); este efecto de la
menor concentracién fue sefalado por Teuber (1969) con polimixina B sobre
Proteus mirabilis resistentes al antibiético, cuando la bacteria fue convertida en
esferoplasto las dosis bajas del compuesto fueron las que tuvieron mayor

actividad.

Tanto en esferoplastos como en protoplastos de cada bacteria, el analisis
estadistico de ANDEVA y de las muestras pareadas a los 10 minutos de
exposicion no revela diferencias significativas en la actividad de las ACG, salvo
con S. Typhi en que la actividad de laherradurina es ligeramente mayor (P=0.050)
y en S. aureus (P=0.049) (Anexo 8).

Sin embargo, entre los esferoplastos, P. aureuginosa fue mas sensible a la
rolliniastatina-2 (P=0.000) en tanto que laherradurina impacté de igual manera a
los tres tipos de esferoplastos (P>0.05). Entre los protoplastos, los de S. aureus
fueron los mas sensibles a las dos ACG. Podemos generalizar que las ACG tienen

actividad en las seis bacterias libres de pared empleadas en este ensayo.
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El incremento en la inhibicibn que produjeron la rolliniastatina-2 y
laherradurina sobre las bacterias libres de pared puso en evidencia que las
membranas citoplasmaticas de las bacterias Gramnegativas y Grampositivas son

sensibles a su accion.

Al contrastar estos resultados con las bacterias respectivas (cuya actividad
empezO6 cuando muy temprano en la primera hora) a las 7 horas de exposicion se
encontraron diferencias importantes (Anexo 9): 1) Los porcentajes de inhibicion se
incrementaron entre 10 y 54%; 2) El porcentaje de inhibicion varié tanto entre
bacterias como entre ACG y 3) Existié un efecto tipo barrera de la pared celular en
todas las bacterias, por ejemplo, en E. coli el mayor incremento de inhibicion se da
con rolliniastatina-2 (de 27.55 a 61.73%) hay un incremento del 34.18%, lo que
significd que esta ACG no cruzoé tan facilmente la pared celular como laherradurina
(de 52.87 a 62.32%); también en S. Typhi y B. subtilis la pared celular parece ser
un impedimento para la entrada de laherradurina a la bacteria, ya que al eliminarla
el porcentaje de inhibicion se incrementa de 34.43% a 57.63% en la primera y de

13.38% a 58.13% en la segunda; este efecto no fue evidente en S. epidermidis.

Los resultados de los esferoplastos fueron semejantes con el del
compuesto de origen vegetal netzahualcoyona (quinona triterpénica) que es
inactivo en las bacterias Gramnegativas como E. coli, pero al eliminar la pared

celular el compuesto es activo sobre sus esferoplastos (Mouijir et al., 1991).

Estos datos sugieren que la actividad de las ACG sobre las bacterias
responde a la pared celular y que la respuesta esta mas ligada a la especie
bacteriana que al tipo de ACG. Sin embargo, laherradurina con una lactona
saturada, presentdé una actividad ligeramente mayor que la rolliniastatina-2 cuya
lactona es insaturada, pudiendo atribuirse estas diferencias al grado de saturacion
de la lactona y a la posicion de uno de los grupos hidroxilo en la estructura sin que

nosotros podamos afirmar cual es la parte de la estructura que esta contribuyendo
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a la actividad. Los resultados sugieren (como en otros sistemas bioldgicos) que el

sitio blanco de rolliniastatina-2 y laherradurina es el mismo.

La actividad selectiva diferencial de las ACG empleadas en esta
investigacion ya ha sido sefalada en mitocondrias de corazén de bovino
(Londerhausen et al.,, 1982; Ahammadsahib et al, 1993), de insecto
(Londerhausen et al., 1982; Ahammadsahib et al., 1993), de higado de rata
(Landolt et al., 1997; Alfonso et al., 1996) o de higado de pollo (Xu et al., 2003);
particulas submitocondriales de corazén de bovino (Tormo et al.,, 19993, b, c) y
lineas celulares cancerosas (Oberlies et al., 1995; Sinha et al., 1999; Raynaud et
al., 1999; Chavez y Mata, 1999).

5.3.4. Conclusiones
-La actividad de las ACG se incrementa en las bacterias sin pared celular.

-El porcentaje de inhibicidn es variable entre los esferoplastos y protoplastos y las
ACG.

-Los esferoplastos de E. coli y S. Typhi responden a las ACG de manera

constrastante a la respuesta inhibitoria de las bacterias completas.
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5.4. Efecto de las acetogeninas sobre el complejo |

Esta ampliamente documentado que el blanco de accién de las ACG es el
complejo |, principalmente sobre PSM de corazdn de bovino empleando el ensayo
de la NADH:ubiquinona o6xido-reductasa (Degli et al., 1994; Tormo et al., 1999b;
Tormo et al., 2001) y NADH oxidasa (Tormo et al., 2003; Barrachina et al., 2004),
en estos modelos la rolliniastatina-2 y laherradurina han sido descritas como ACG

muy potentes, aunque laherradurina esta escasamente documentada.

Para determinar si la actividad de las ACG esta relacionada con el complejo
| bacteriano, se tomaron en consideracion tanto los datos obtenidos con bacterias
completas (nmol/mL) [E. coli es la mas sensible a laherradurina (52.87%) y S.
Typhi a la rolliniastatina-2 (51.45%)] asi como los obtenidos con sus respectivos
esferoplastos en que la respuesta de las dos bacterias y las dos ACG fue
contrastante, es decir, al eliminar la pared celular de E. coli mostré un mayor
porcentaje de inhibicibn con rolliniastatina-2 (27.55% a 61.73%) que con
laherradurina (52.87% a 62.32%) y S. Typhi (con rolliniastatina-2: 51.45%-57.21%
y laherradurina: 34.43-57.63%) lo inverso y dado que no hay diferencias
significativas entre los porcentajes de inhibicion de las bacterias libres de pared,

se considero probar el efecto de las ACG sobre el complejo | de E. coliy S. Typhi.

Para este analisis se ensayaron seis concentraciones de ambas ACG
(0.0016, 0.016, 0.16, 1.6, 16 y 160 nM) empleando como control la rotenona en las
mismas concentraciones sobre las membranas de E. coli y S. Typhi obtenidas
segun los métodos de Padilla et al. (2002), Kaback y Stadtman (1966) y Minai-
Tehrani et al. (2002) con modificaciones menores. La actividad de la
NADH:ubiquinona oxido-reductasa (EC 1.6.5.3) o complejo | de la cadena
respiratoria se determino por el método de Grivennikova et al. (2001). Debido a la
insolubilidad del aceptor natural, la ubiquinona, se utilizé el analogo

decilubiquinona (DB) o coenzima Q.
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5.4.1. E. coli
Los datos senalaron un efecto dependiente de la concentracion de ambos

compuestos obteniendo los valores mas altos con laherradurina (61-74%) e
incluso superiores a la rotenona (6-50%), aunque la inhibicién del complejo | es
menor con la rolliniastatina-2 tiene un rango de inhibicién de 3-56% vy ligeramente
superior al control de rotenona en las concentraciones de 0.0016 a 0.16 nmol/mL
(24%, 44% y 56% respectivamente) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Efecto de la rolliniastatina-2 y laherradurina sobre el complejo | de E. coli’

Concentracién
7 T Rolliniastatina-2 Laherradurina Rotenona
0.0016 | 0.0000016 3+5 6148 6+5
0.016 0.000016 7£12 66 * 1 19+ 16
0.16 0.00016 17 £ 15 7141 22+18
1.6 0.0016 24 +7 73+6 22+18
16 0.016 44 + 4 73+8 40 + 15
160 0.16 56 + 12 74 £ 1 50 + 6

' Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion de tres repeticiones, la rotenona fue el
control positivo.

La inhibicion de la NADH:DB 6éxido-reductasa por laherradurina en las
membranas de E. coli es muy alta, 24% superior a la rotenona con la
concentracion mas elevada (0.16 nmol/mL) incluso 55% mas potente con la
concentracion de 0.0000016 nmol/mL. Con la rolliniastatina-2 solo las
concentraciones mayores fueron ligeramente superiores al control, 6% en el mejor

de los casos con la mayor concentracion (0.16 nmol/mL).
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5.4.2. S. Typhi
Los resultados del porcentaje de inhibicién al ensayar diferentes concentraciones

de las ACG sobre el complejo | de S. Typhi se muestran en el cuadro 17. También
hubo un efecto dosis dependiente con ambas ACG, la actividad de la
rolliniastatina-2 es practicamente igual a la de la rotenona exceptuando la mayor
concentracion (0.16 nmol/mL); a diferencia de laherradurina cuyo efecto siempre
fue menor al del control hasta un 6%. Aunque hay inhibicién de la actividad de la
NADH:DB oxido-reductasa por ambas ACG son ligeramente menores a los valores

encontrados con la rotenona (Cuadro 17).

Cuadro 17. Efecto de la rolliniastatina-2 y laherradurina sobre el complejo | de S. Typhi'

Concentracion
Rolliniastatina-2 Laherradurina Rotenona

nM nmol/mL

0.0016 0.0000016 21+10 1847 20+5
0.016 0.000016 24+4 2045 24 + 4
0.16 0.00016 26+4 2145 27+7
1.6 0.0016 28+7 24+11 20 + 1
16 0.016 3617 31+3 36+8
160 0.16 41+6 49+ 8 55+ 15

' Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion de tres repeticiones, la rotenona fue el
control positivo.

El efecto inhibitorio de la rolliniastatina-2 y laherradurina se determiné
mediante el calculo de la concentracion inhibitoria media (Clsp) que de acuerdo a
Arias (1999) mide la concentracion molar que produce un efecto inhibitorio y que

es capaz de producir el 50% de la inhibicion maxima posible (Graficas 23 y 24).
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Grafica 23. Actividad de las acetogeninas sobre el complejo | de E. coli. Rolliniastatina-2, m;
laherradurina, ¢; rotenona, A. Los resultados son el promedio de tres repeticiones.
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Grafica 24. Actividad de las acetogeninas sobre el complejo | de S. Typhi. Rolliniastatina-2, m;
laherradurina, ¢; rotenona, A. Los resultados son el promedio de tres repeticiones.

En E. coli las Clsg sobre la NADH:DB 6xido-reductasa de laherradurina es
4.28 mas que la de rotenona mientras que la rolliniastatina-2 muestra una potencia
similar a la rotenona (1.1 mas). En tanto que con S. Typhi la actividad de la

rotenona es ligeramente superior a las dos ACG encontrando una escasa
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diferencia entre la rolliniastatina-2 (1.5 veces mas) y laherradurina (1.4 veces mas)

(Cuadro 18).

Cuadro 18. Valores de la Cls, obtenidos en el ensayo de inhibicion de rolliniastatina-2,

laherradurina y rotenona sobre el complejo | bacteriano

Clso nmol/mL’
Complejo |
Rolliniastatina-2 Laherradurina Rotenona
E. coli 0.0096 0.0025 0.0107
S. Typhi 0.0133 0.0129 0.0092

' Los datos se calcularon mediante regresiones logaritmicas del porcentaje de inhibicién a los 40
minutos de exposicion.

Estos datos constituyen el primer reporte de la accion inhibitoria de
laherradurina sobre la actividad de la NADH:DB 6xido-reductasa en membranas

bacterianas

5.4.3. Andlisis de resultados

Los datos de la inhibicion de actividad de la NADH:DB oxido-reductasa por la
rolliniastatina-2 y laherradurina en el complejo | bacteriano de E. coli y S. Typhi
mostré una actividad mayor de laherradurina, (Clsp 0.0025 y 0.0129 nmol/mL
respectivamente) y sélo superiores a la rotenona en E. coli. En otro modelo, con el
complejo | aislado de mitocondrias de corazon de bovino, la potencia inhibitoria de
la rolliniastatina-2 ha sido sefalada como 20 veces mayor que la rotenona
(Ahammadsahib et al., 1993), con particulas submitocondriales de corazén de
bovino (Tormo et al., 1999c) obtuvieron una Clsy de 0.61 nM valores que muestran
una capacidad inhibitoria mayor que la obtenida en las enzimas de estas

bacterias.
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Las tendencias enzimaticas de nuestros ensayos son comparables y
consistentes con las obtenidas de los porcentajes de inhibicion encontrados con
las bacterias E. coli y S. Typhi, sin embargo con los esferoplastos de E. coli
aunque la inhibicion producida por laherradurina es mayor en las concentraciones
mas bajas no es estadisticamente significativa, por el contrario con los
esferoplastos de S. Typhi aunque hubieron diferencias significativas entre ambas
ACG los porcentajes de inhibicion fueron semejantes y la inhibicion de la enzima

con ambas ACG también.

Es importante sefalar que la actividad de las ACG esta al parecer limitada
principalmente por la pared celular y no por las membranas, esta particularidad
depende mas del tipo de bacteria ya que en E. coli la pared impide mas el paso de
la rolliniastatina-2 mientras que en S. Typhi es lo contrario, y que la actividad de
laherradurina sobre el complejo | de E. coli fue mucho mayor que la de la
rolliniastatina-2 implicando que esta molécula es la mas potente incluso en S.

Typhi.

5.4.4. Conclusiones
En la bibliografia cientifica abundan los reportes sobre la actividad antibacteriana

de diversos compuestos aislados de plantas pero en escasos estudios se analizan
los mecanismos de accion. Por el contrario con las ACG, por su potente actividad,
se ha trabajado mayormente sobre lineas celulares cancerosas estudiando el
mecanismo de accion sobre el complejo | respiratorio y la relacion de la estructura
con la actividad, de manera importante también se han convertido en herramientas

utiles para el estudio del complejo | de la cadena respiratoria.
Las evaluaciones antibacterianas de estas importantes moléculas son

escasas y mas aun las que relacionan a las bacterias con pared celular, libres de

pared celular y complejo | de bacterias.
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Nuestros datos sefialaron que las ACG, particularmente la rolliniastatina-2 y
laherradurina, tienen como filtro principal la pared celular, ademas de ser la
estructura bacteriana que le confiere una selectividad que esta en funcion tanto del
tipo de bacteria como de la molécula probada. Los datos de porcentajes de

inhibicion de la poblacion, asi como las Clsg corroboran estas aseveraciones.

También podemos sefialar que la pared de las bacterias Gramnegativas
influye mas en la selectividad que la pared de las bacterias Grampositivas.
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VI. CONCLUSIONES

Las ACG rolliniastatina-2 y laherradurina aisladas de A. diversifolia, ambas tipo
bis-THF adyacente, la primera con el anillo y-lactona insaturado y en la segunda
saturado, tuvieron un efecto antiproliferativo sobre las bacterias E. coli, P.
aeruginosa, S. Typhi, Bacillus subtilis, S. aureus y S. epidermidis con las menores
concentraciones ensayadas. A las 18 horas de exposicion los mayores
porcentajes de inhibicidn producidos por las dos ACG se observaron en las
bacterias Gramnegativas (19 a 40%) con la menor concentracion ensayada, 3.21

nmoles/mL de rolliniastatina-2 y 3.20 nmol/mL de laherradurina.

Al realizar el ensayo con bacterias completas a las siete horas de
exposicion y con concentraciones menores de los compuestos, la bacteria
completa mas afectada por la rolliniastatina-2 es la Gramnegativa S. Typhi
(51.45% con 0.00321 nmol/mL) y por laherradurina es E. coli (52.87% con 0.00160

nmol/mL), también Gramnegativa.

Las ACG tienen efecto selectivo sobre lineas celulares cancerosas, como el
que se observo en esta investigacion ya que en términos generales ambas ACG
tienen un efecto inhibitorio mayor sobre las bacterias Gramnegativas pero no
sobre la misma bacteria. Dicha selectividad aun no ha sido explicada, pero es
posible senalar que las ACG utilizadas en este trabajo tienen diferencias
estructurales y que las bacterias empleadas son especies diferentes agrupadas

por el tipo de pared celular.

Asi, al eliminar la pared celular de ambos tipos de bacterias los porcentajes
de inhibicion fueron superiores al 50% con 0.00160 nmol/mL (1 ng/mL) de cada
ACG en los primeros diez minutos de exposicién, excepto en S. epidemidis,
aunque nuevamente el mayor efecto fue producido por ambas ACG sobre los
esferoplastos obtenidos de las bacterias Gramnegativas; en los protoplastos de las

Grampositivas ambas ACG tuvieron un efecto ligeramente menor, excepto
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laherradurina sobre S. aureus. El mayor efecto sobre las bacterias libres de pared
se puede atribuir al hecho de que ya no existe la barrera que impide la llegada de

las ACG al sitio blanco.

Debido a que se ha documentado ampliamente que las ACG tienen
actividad sobre el complejo | de particulas submitocondriales de corazén de bovino
y dada la homologia de este con el complejo | bacteriano resultdé importante
evaluar el efecto sobre el complejo | de las bacterias empleadas en este trabajo.
Por ello para comparar el efecto de las ACG sobre la membrana citoplasmica y el
complejo | se obtuvieron fragmentos de membranas de E. coli y S. Typhi, las que
se eligieron por haber sido las mas sensibles a ambas ACG con la concentracion

mas baja ensayada.

Al exponer durante 40 minutos los fragmentos de membrana de las dos
bacterias a rolliniastatina-2, laherradurina y rotenona (concentraciones de
0.0000016 a 0.16 nmol/mL), el complejo | mas afectado fue el de E. coli por
laherradurina con una Clsg de 0.0025 nmol/mL vy la rolliniastatina-2 con una Clsy de
0.0096 nmol/mL, siendo mas activas que la rotenona. El complejo | de S. Typhi fue
menos sensible a las dos ACG y los valores de las Clsy fueron ligeramente

mayores al de rotenona.

El efecto de rolliniastatina-2 y laherradurina sobre el complejo | de E. coli y S.
Typhi debe estar relacionado con la disminucién de la sintesis de ATP, lo que no
es posible aseverar ya que hasta hoy el conocimiento de los procesos de
transferencia de energia que se producen en la cadena respiratoria de ambas

bacterias es limitado.

Esta investigacion constituye el primer reporte conocido que menciona la
actividad de acetogeninas sobre bacterias completas, esferoplastos, protoplastos y
el complejo | bacteriano, poniendo de manifiesto la diferente susceptibilidad de las

especies bacterianas a la rolliniastatina-2 y laherradurina, aportando también las
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primeras evidencias de que la pared celular bacteriana constituye una barrera que

impide la interaccion de estas acetogeninas con su sitio blanco de accion.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Comparacion de rolliniastatina-2 vrs. todas las bacterias

Comparacion de las lineas de regresion

50 F
40k
30f
20f

10F

% de inhibicion

4] bac especies
] — BS+
1 - EC-
PA-
1 < SA+
] — SE+
] = ST-

Analisis de la Varianza

100 200 300

400 500
Concentracién (ug/mL)

Gl

Modelo
Residuos

19656.9
2030.63

11

Cuadrado Medio F-Ratio P-valor
1786.99 132.00 0.0000
13.5375

Total (Corr.)

21687.5

R-Cuadrado = 90.6369 porcentaje
R-Cuadrado (adaptado para g.l.) = 89.9503 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 3.67934
Error absoluto de la Media = 2.83178
Estadistico Durbin-Watson = 1.65094 (P=0.0129)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0.170818

Anova multifactorial

Analisis de la Varianza para% de inhibicién - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES
A:Bac especies
B:Concentracion

INTERACCIONES
AB

RESIDUOS

14825.3
4310.2

1409.08

1142.89

2965.07 280.19
538.775 50.91
35.2269 3.33
10.5823

0.0000
0.0000

0.0000

Los cocientes F estan basados en el

error cuadratico medio residual.

Contraste Mdltiple de Rangos para % de inhibicidn segun especies bacterianas

Método: 95.0 porcentaje
bac especies Recuento

Bonferroni
Media LS

BS+ 27
SE+ 27
SA+ 27
EC- 27
ST- 27
PA- 27

2.83527
15.8203
16.8624
24.9028
25.226

33.2662

.626049
.626049
.626049
.626049
.626049
.626049
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Contraste
BS+ - EC-
BS+ - PA-
BS+ - SA+
BS+ - SE+
BS+ - ST-
EC- - PA-
EC- - SA+
EC- - SE+
EC- - ST-
PA- - SA+
PA- - SE+
PA- - ST-
SA+ - SE+
SA+ - ST-
SE+ - ST-

* indica una diferencia significativa.

*-22.0675
*-30.431
*-14.0271
*-12.985
*-22.3907
*-8.36346
*8.04043
*9.08251
-0.323182
*16.4039
*17.446
*8.04028
1.04208
*-8.36361
*-9.40569
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Muestras Pareadas - Positivas & Negativas

Datos: Positivas-Negativas
Variable de Seleccidn: concentra
81 valores comprendidos desde -29.67 hasta -0.401024

Frecuencia = 81

Media = -15.959

Varianza = 52.8989

Desviacioén tipica = 7.27316

Minimo = -29.67

Maximo = -0.401024

Rango = 29.269

Asimetria tipi. = 0.540908

Curtosis tipificada = -1.31249

Intervalos de Confianza para Positivas-Negativas

95.0% intervalo de confianza para la media: -15.959 +/- 1.60823

[-17.5673,-14.3508]

95.0% intervalo de confianza para la desviacion tipica: [6.29987, 8.60494]

contraste t

Hipdtesis nula: media = 0.0
Alternativa: no igual
Estadistico t = -19.7481
P-valor = 0.0
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Anexo 2. Comparacion de laherradurina vrs. todas las bacterias

Comparacion de las Lineas de Regresion:

40 F i i i i i ™  bac especies
[ [o 1 — BSL
Ne) e 1 - ECL
o 30r ] — PAL
g . ] < sAL
fh-
() r ] o
© 10 b
R : ]
0k ) ) ) - - ]
0 100 200 300 400 500 600
Concenﬁadénkpg/ﬁi)
Analisis de la Varianza
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio P-valor
Modelo 6225.71 11 565.974 23.82 0.0000
Residuos 3564 .56 150 23.7637
Total (Corr.) 9790.27 161

R-Cuadrado = 63.5908 porcentaje

R-Cuadrado (adaptado para g-1.) = 60.9208 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 4.8748

Error absoluto de la Media = 3.91974

Estadistico Durbin-Watson = 0.898096 (P=0.0000)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0.541626

Anova multifactorial
Analisis de la Varianza para% de inhibicién - Sumas de Cuadrados de Tipo Il

EFECTOS PRINCIPALES

A:bac especies 2000.86 5 400.172 47 .63 0.0000
B:concentracion 5736.97 8 717.121 85.36 0.0000
INTERACCIONES

AB 1145.1 40 28.6275 3.41 0.0000
RES1DUOS 907.337 108 8.40127
TOTAL (CORREGIDO) 9790.27 161

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual
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Contraste Mdltiple de Rangos para % de inhibicion segun especies bacterianas

Método: 95.0 porcentaje Bonferroni

bac especies Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
BSL 27 7.98064 0.557816 X

SEL 27 8.41854 0.557816 XX

STL 27 8.74958 0.557816 XX

PAL 27 10.8796 0.557816 X

SAL 27 14 .5762 0.557816 X

ECL 27 17.4138 0.557816 X

Contraste Diferencias +/- Limites
BSL - ECL *-9.43314 2.54415
BSL - PAL *-2.89899 2.54415
BSL - SAL *-6.59553 2.54415
BSL - SEL -0.437901 2.54415
BSL - STL -0.768935 2.54415
ECL - PAL *6.53415 2.54415
ECL - SAL *2.8376 2.54415
ECL - SEL *8.99524 2.54415
ECL - STL *8.6642 2.54415
PAL - SAL *-3.69654 2.54415
PAL - SEL 2.46109 2.54415
PAL - STL 2.13005 2.54415
SAL - SEL *6.15763 2.54415
SAL - STL *5.8266 2.54415
SEL - STL -0.331034 2.54415

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 3. Actividad de laherradurina y rolliniastatina-2 vrs.

bacterias Gramnegativas

Anova multifactorial
Analisis de la Varianza para% Inhibicién - Sumas de Cuadrados de Tipo 111

EFECTOS PRINCIPALES

A:Concentracion 4851.84 8 606.48 82.62 0.0000
B:Bacteria 11981.3 5 2396.25 326.43 0.0000
INTERACCIONES

AB 1154.16 40 28.8541 3.93 0.0000
RESIDUOS 792.796 108 7.3407

TOTAL (CORREGIDO) 18780.1 161

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Comparacion de las Lineas de Regresion:
% Inhibicidn frente a concentracidn segun bacteria Gramnegativas

bacteria
—— ECL
—— ECR
— PAL

= PAR
— STL
— STR

% de Inhibicion

Concentracion (ug/mL)

Analisis de la Varianza

Modelo 16576.3 11 1506.93 102.57 0.0000
Residuos 2203.81 150 14.6921

Total (Corr.) 18780.1 161

R-Cuadrado = 88.2652 porcentaje

R-Cuadrado (adaptado para g.l.) = 87.4046 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 3.83302

Error absoluto de la Media = 2.98105

Estadistico Durbin-Watson = 1.21139 (P=0.0000)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0.392238
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Contraste Mdltiple de Rangos para % Inhibicion segun bacteria

Método: 95.0 porcentaje Bonferroni

bacteria Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
STL 27 8.74958 0.521419 X

PAL 27 10.8796 0.521419 X

ECL 27 17.4138 0.521419 X

ECR 27 24.9028 0.521419 X

STR 27 25.226 0.521419 X

PAR 27 33.2662 0.521419 X

Contraste Diferencias +/- Limites
ECL - ECR *-7.489 2.37815
ECL - PAL *6.53415 2.37815
ECL - PAR *-15.8525 2.37815
ECL - STL *8.6642 2.37815
ECL - STR *-7.81218 2.37815
ECR - PAL *14.0231 2.37815
ECR - PAR *-8.36346 2.37815
ECR - STL *16.1532 2.37815
ECR - STR -0.323182 2.37815
PAL - PAR *-22.3866 2.37815
PAL - STL 2.13005 2.37815
PAL - STR *-14.3463 2.37815
PAR - STL *24_.5167 2.37815
PAR - STR *8.04028 2.37815
STL - STR *-16.4764 2.37815

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 4. Actividad de laherradurina y rolliniastatina-2 vrs.

bacterias Grampositivas

Anova multifactorial
Analisis de la Varianza para% Inhibicién - Sumas de Cuadrados de Tipo 111

EFECTOS PRINCIPALES

A:concentracion 5055.6 8 631.95 54.28 0.0000
B:bacteria 4125.43 5 825.087 70.87 0.0000
INTERACCIONES

AB 1539.74 40 38.4935 3.31 0.0000
RESIDUOS 1257.43 108 11.6429

TOTAL (CORREGIDO) 11978.2 161

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual

Comparacion de las Lineas de Regresion:
% Inhibicidn frente a concentracidn segun bacteria Grampositivas

40F 3 bacteria
c —— BSL
Ol - BSR
% t — SAL
2 f < SAR
=Pl — SEL
o I —— SER
© L
$10:
of
0 100 200 300 400 500 600
Concentracién (ug/mL)
Analisis de la Varianza
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio P-Vvalor
Modelo 8586.84 11 780.622 34.53 0.0000
Residuos 3391.37 150 22.6091

Total (Corr.) 11978.2 161

R-Cuadrado = 71.6872 porcentaje

R-Cuadrado (adaptado para g-1.) = 69.6109 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 4.75491

Error absoluto de la Media = 3.77047

Estadistico Durbin-Watson = 1.17591 (P=0.0000)
Autocorrelacién residual Lag 1 = 0.410334
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Contraste Mdltiple de Rangos para % Inhibicicién segin bacteria

Método: 95.0 porcentaje Bonferroni

bacteria Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
BSR 27 2.83527 0.656672 X

BSL 27 7.98064 0.656672 X

SEL 27 8.41854 0.656672 X

SAL 27 14.5762 0.656672 X

SER 27 15.8203 0.656672 X

SAR 27 16.8624 0.656672 X

Contraste Diferencias +/- Limites
BSL - BSR *5.14537 2.99503
BSL - SAL *-6.59553 2.99503
BSL - SAR *-8.88171 2.99503
BSL - SEL -0.437901 2.99503
BSL - SER *-7.83963 2.99503
BSR - SAL *-11.7409 2.99503
BSR - SAR *-14.0271 2.99503
BSR - SEL *-5.58327 2.99503
BSR - SER *-12.985 2.99503
SAL - SAR -2.28618 2.99503
SAL - SEL *6.15763 2.99503
SAL - SER -1.24409 2.99503
SAR - SEL *8.44381 2.99503
SAR - SER 1.04208 2.99503
SEL - SER *-7.40173 2.99503

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 5. Actividad de laherradurina y rolliniastatina-2 vrs. cada

bacteria

Escherichia coli

Concentracién Comparacién
Rolliniastatina-
2 F=6.54 P=0.0005 Rolli
Laherradurina | F =64.33 P=0.0000 | F=129.93 P=0.0000

Pseudomonas aeruginosa

Concentracion Comparacién
Rolliniastatina-
2 F=27.23 P=0.0000 Rolli
Laherradurina | F =16.58 P=0.0000 | F=801.18 P=0.0000

Salmonella Typhi

Concentracion Comparacion
Rolliniastatina-
2 F =21.93 P=0.0000 Rolli
Laherradurina F=415 P=0.0058 F=472.89 P=0.0000

Bacillus subtilis

Concentracion Comparacion
Rolliniastatina-
2 F=5.48 P=0.0013 Laherra
Laherradurina | F=18.95 P=0.0000 | F=72.14 P=0.0000
S. aureus
Concentracion Comparacion
Rolliniastatina-
2 F= 19.76 P=0.0013 Laherra
Laherradurina | F=9.40 P=0.0000 |F= 4.13 P=0.0497
S. epidermidis
Concentracion Comparacién
Rolliniastatina-
2 F=4.85 P=0.0026 Iguales
Laherradurina | F=16.32 P=0.0000 | F= 57.47 P=0.0000

% de inhibicién % de inhibicién

% de inhibicion

3
0

% de inhibicion

% de inhibicion
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Anexo 6. Actividad de rolliniastatina-2 y laherradurina vrs. seis

bacterias

Actividad de rolliniastatina-2 vrs. seis bacterias. Analisis a 7 horas.

ANOVA Factorial - % Inhibicién rolliniatatina-2

Analisis de la Varianza para% Inhibiciéon rolliniastatina-2 - Sumas de

EFECTOS PRINCIPALES

A:bacteria

B:concentracioén

INTERACCIONES
AB

RESIDUOS

3929.25
722.311

4038.61

4291.24

785.849

134.62

15.38
2.36

2.64

5

6 120.385
30

84 51.0862
125

Los cocientes F estan basados en el

error cuadratico medio residual.

Contraste Mdltiple de Rangos para % Inhibicion rolliniastatina-2 segun bacteria

Método: 95.0 porcentaje Bonferroni
Recuento Media LS

bacteria
EC-

BS+

SE+

PA-

SA+

ST-

Contraste
BS+ - EC-
BS+ - PA-
BS+ - SA+
BS+ - SE+
BS+ - ST-
EC- - PA-
EC- - SA+
EC- - SE+
EC- - ST-
PA- - SA+
PA- - SE+
PA- - ST-
SA+ - SE+
SA+ - ST-
SE+ - ST-

6.07286
-2.79238
-4.35286
-0.98381
*-12.5781
*-8.86524
*-10.4257
-7.05667
*-18.651
-1.56048
1.80857
*-9.78571
3.36905
*-8.22524
*-11.5943

* indica una diferencia significativa

Cuadrados de Tipo 111
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Comparacion de las Lineas de Regresion - % Inhibicion rolliniastatina-2 frente a concentracion segun bacteria

80 [ ' ' ' '] bacteria
L — BS+
c o —— EC-
9 - 4 -
%60 o4 — PA-
'-E [ fax % « SA+
540 v« 7 4 — SE+
° :43.2:—‘_ £ —— ST-
S e ) ®
0Fe—4&—— & . 5
L © g <] *
0k.° . . " -
0 20 40 60 80
Concentracion (ng/mL)
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio
Modelo 6658.91 11 605.355 10.92
Residuos 6322.5 114 55.4605
Total (Corr.) 12981.4 125

R-Cuadrado = 51.2958 porcentaje
R-Cuadrado (adaptado para g.l.) = 46.5962 porcentaje

Error Estandar de la Est.

= 7.44718

Error absoluto de la Media = 5.54947
Estadistico Durbin-Watson = 2.23215 (P=0.0969)
Autocorrelacion residual Lag 1 = -0.118931

Actividad de laherradurina vrs. 6 bacterias. Analisis a 7 horas.

ANOVA Factorial - % Inhibicion laherradurina
Analisis de la Varianza para % de Inhibicién laherradurina - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES
A:-bacteria
B:concentracion

INTERACCIONES
AB

RESIDUOS

85.13
6.22

2.99

21864.9 5 4372.99

1918.3 6 319.716
4600.87 30 153.362
4315.02 84 51.3693
32699.1 125

Los cocientes F estan

basados en el error cuadratico medio resid

ual.
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Contraste Multiple de Rangos para % de Inhibicidn laherradurina segin bacteria

Método: 95.0 porcentaje Bonferroni

bacteria Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
BS+ 21 4.93714 1.56402 X

SE+ 21 20.6362 1.56402 X

PA- 21 26.6014 1.56402 XX

ST- 21 30.8229 1.56402 X

SA+ 21 32.8619 1.56402 X

EC- 21 48.5819 1.56402 X

Contraste Diferencias +/- Limites
BS+ - EC- *-43.6448 7.18615
BS+ - PA- *-21.6643 7.18615
BS+ - SA+ *-27.9248 7.18615
BS+ - SE+ *-15.699 7.18615
BS+ - ST- *-25.8857 7.18615
EC- - PA- *21.9805 7.18615
EC- - SA+ *15.72 7.18615
EC- - SE+ *27.9457 7.18615
EC- - ST- *17.759 7.18615
PA- - SA+ -6.26048 7.18615
PA- - SE+ 5.96524 7.18615
PA- - ST- -4.22143 7.18615
SA+ - SE+ *12.2257 7.18615
SA+ - ST- 2.03905 7.18615
SE+ - ST- *-10.1867 7.18615

* indica una diferencia significativa.

Comparacion de las Lineas de Rearesion - % Inhibicion rolliniastatina-2 frente a concentracion segin bacteria

75 F ' ' ' ' bacteri
L | — BS+
I 1 —e— -
_ ssf 1 EC
9 [ 1 — PA-
5 [ 1 = SA+
5 35F | — SE+
< i ] = sT-
(0]
3 L J
x 15 C -
-5 E |
0 80
Analisis de la Varianza
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio P-Valor
Modelo 24348.6 11 2213.51 30.22 0.0000
Residuos 8350.57 114 73.2506
Total (Corr.) 32699.1 125

R-Cuadrado = 74.4624 porcentaje

R-Cuadrado (adaptado para g-1.) = 71.9983 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 8.55866

Error absoluto de la Media = 6.27304

Estadistico Durbin-Watson = 1.68877 (P=0.0403)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0.150072
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Anexo 7. Comparacion entre la actividad de rolliniastatina-2 vy

laherradurina vrs. bacterias Gramnegativas y Grampositivas

Comparacion entre la actividad de rolliniastatina-2 y laherradurina vrs.
bacterias Gramnegativas

ANOVA Factorial - % Inhibicion rolliniastatina-2 y laherradurina vrs Gramnegativas

Analisis de la Varianza para % de Inhibicién - Sumas de Cuadrados de Tipo 111

EFECTOS PRINCIPALES

A:Concentracion 834.901 6 139.15 2.07 0.0653
B:Bacterias 10144 .6 5 2028.92 30.18 0.0000
INTERACCIONES

AB 3503.28 30 116.776 1.74 0.0258
RESIDUOS 5647.42 84 67.2312
TOTAL (CORREGIDO) 20130.2 125

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rangos para % de Inhibicién segin bacterias

———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Comparacion
de las Lineas de Regresion - % de Inhibicidén frente a concentracién segun bacterias
Método: 95.0 porcentaje Bonferroni

BACTERIAS Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
ECR 21 21.2048 1.78927 X

PAL 21 26.6021 1.78927 XX

PAR 21 30.0689 1.78927 X

STL 21 30.8238 1.78927 X

STR 21 39.8552 1.78927 X

ECL 21 48.5826 1.78927 X

Contraste Diferencias +/- Limites
ECL - ECR *27.3778 8.2211
ECL - PAL *21.9805 8.2211
ECL - PAR *18.5138 8.2211
ECL - STL *17.7588 8.2211
ECL - STR *8.72741 8.2211
ECR - PAL -5.39737 8.2211
ECR - PAR *-8.86408 8.2211
ECR - STL *-9.61902 8.2211
ECR - STR *-18.6504 8.2211
PAL - PAR -3.46671 8.2211
PAL - STL -4.22165 8.2211
PAL - STR *-13.2531 8.2211
PAR - STL -0.754943 8.2211
PAR - STR *-9.78635 8.2211
STL - STR *-9.03141 8.2211

. indica una diferencia significativa.
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Comparacion de las Lineas de Regresion - % Inhibicion rolliniastatina-2 y laherradurina frente a concentracion

segun bacterias Gramnegativas

80 F' ! ! ! 4§ BACTERIAS
N ] = ECL
c 1 = ECR
:8 {4 — PAL
el 1 x PAR
< 1 — STL
; ] -« STR
8 ]
N C
ok . . . .
0 20 40 60 80
Concentracién (ng/mL)
Analisis de la Varianza
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio P-Valor
Modelo 13035.4 11 1185.04 19.04 0.0000
Residuos 7094 .8 114 62.2351
Total (Corr.) 20130.2 125

R-Cuadrado = 64.7554 porcentaje

R-Cuadrado (adaptado para g-1.) = 61.3546 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 7.88892

Error absoluto de la Media = 5.91938

Estadistico Durbin-Watson = 2.36321 (P=0.0205)
Autocorrelacién residual Lag 1 = -0.199643

Comparacion entre la actividad de rolliniastatina-2 y laherradurina vrs.

bacterias Grampositivas

ANOVA Factorial - % Inhibicion rolliniatatina-2 y laherradurina vrs. Gramnegativas

Analisis de la Varianza para % de inhibicién - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:concentracion 2453 .57 6 408.928 11.61 0.0000
B:BACTERIAS 11338.4 5 2267.68 64.38 0.0000
INTERACCIONES

AB 4488.23 30 149.608 4.25 0.0000
RESIDUOS 2958.8 84 35.2238
TOTAL (CORREGIDO) 21239.0 125

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rangos para % de inhibicién segun bacterias

Método: 95.0 porcentaje Bonferroni

BACTERIAS Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
BSL 21 4.93714 1.29512 X

SEL 21 20.6362 1.29512 X

BSR 21 27.2771 1.29512 X

SER 21 28.261 1.29512 X

SAR 21 31.63 1.29512 X

SAL 21 32.8619 1.29512 X
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BSL - BSR *-22.34 5.
BSL - SAL *-27.9248 5.
BSL - SAR *-26.6929 5.
BSL - SEL *-15.699 5.
BSL - SER *-23.3238 5.
BSR - SAL -5.58476 5.
BSR - SAR -4.35286 5.
BSR - SEL *6.64095 5.
BSR - SER -0.98381 5.
SAL - SAR 1.2319 5.
SAL - SEL *12.2257 5.
SAL - SER 4.60095 5.
SAR - SEL *10.9938 5.
SAR - SER 3.36905 5.
SEL - SER *-7.62476 5.

* indica una diferencia significativa.

Comparacion de las Lineas de Regresion - % Inhibicion rolliniastatina-2 y laherradurina frente a concentracion

segun bacteria Grampositivas

55 F 34 BACTERIA!
E o« 1 — BSL
s P¥E . . 1 - BSR
‘O E ¥ 8 ] — SAL
L 35_ o =
3 E ? . i — SER
© L ) o 1
= ECD : f
5fde ; . 3
C L] 8 N
5B e . . L =
0 20 40 60 80
Concentracion (ng/mL)
Analisis de la Varianza
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio
Modelo 13660.7 11 1241 .88 18.68
Residuos 7578.29 114 66.4763
Total (Corr.) 21239.0 125

R-Cuadrado = 64.319 porcentaje

R-Cuadrado (adaptado para g-l1.) = 60.8761 porcentaje
Error Estandar de la Est. = 8.1533

Error absoluto de la Media = 5.90293

Estadistico Durbin-Watson = 1.48861 (P=0.0019)
Autocorrelacién residual Lag 1 = 0.252684
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Anexo 8. Ensayo utilizando concentraciones en ng/mL (7 horas)

Muestras E. coli: P.aeruginosa: S. Typhi:
Pareadas Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli
Diferencias 27.3776 -3.4681 -9.03238

IC [22.4918,32.2634] [-9.72918,2.79298] [-16.3521,-1.7127]
desvtip. 10.7335 13.7547 16.0803
t=11.6887 =-1.15545 =-2.57405
P-=2.16027E-10 P =0.261526 P=0.018114
Anova
F= 158.78 1.76 10.65
P= 0.0000 0.1952 0.0029
Muestras B. subtillis: S. aureus: S. epidermidis:
Pareadas Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli
Diferencias -22.2824 1.2319 -8.58333
IC [-31.6861,-12.8787] [-0.55568,3.01949] [-18.6754,1.50873]
desvtip. 20.6586 3.92707 22.1708
t =-4.94276 t=1.43753 t=-1.77412
P =0.0000784046 P=0.166029 P=0.0912692
Anova
F= 18.74 0.63 3.13
P= 0.0002 0.4332 0.0878
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Anexo 9. Susceptibilidad de bacterias libres de pared

E. coli: P. aeruginosa: S. Typhi:
Muestras Pareadas Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli
Diferencias 0.62 -3.20675 3.61088
IC [-5.78919,7.03261] [-6.71946,0.305962] [-0.00597962,7.22773]
desvtip. 7.66833 4.20169 4.32626
t=0.229314 t=-2.15867 t=2.36072
P =0.825181 P-valor = 0.0677414 P=0.0503962
Anova
F= F=0.05 F=3.7 F=7.60
P= P=0.835 P=0.0905 P=0.0174
B. subtillis: S. aureus: S. epidermidis:
Muestras Pareadas Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli Laherra vs Rolli
Diferencias 4.38 3.86 -2.89624
IC [-3.15629,11.9163] [0.0139359,7.70606] [-10.3575,4.56507]
desvtip. 9.01445 4.60043 8.92477
t=1.3743 t=2.3732 =-0.917872
P =0.211734 P =0.0493739 P =0.389216
Anova
F= 1.25 9.71 4.2
P= 0.2953 0.0143 0.0745
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Anexo 10. Contraste de la susceptibilidad entre bacterias libres

de pared y bacterias completas: Rolliniastatina-2 y laherradurina

Rolliniastatina-2

B. subtillis:
E.coli: P. aeruginosa: S. Typhi: completas S. aureus: S. epidermidis:
Muestra completas vrs. | completas vrs. | completas vrs. VIS. completas vrs. | completas vrs.
Pareadas esferoplastos esferoplatos esferoplastos | protoplastos protoplastos protoplastos
Media -33.5725 -30.115 -10.65 -17.5325 -36.715 -21.57
[-46.8208,- [-41.6765,- - [-33.8096,- [-67.7274,- [-23.9462,-
IC 20.3242] 18.5535] 22.7584,1.45842] 1.25536] 15.7026] 19.1938]
desvtip. 8.32586 7.26576 7.6095 10.2293 13.2052 1.49334
Estadistico -8.06464 -8.28957 -2.79913 -3.42789 -5.5607 -28.8882
Estadistico 0.00398277 0.00367771 0.0679017 0.041602 0.0114735 0.0000910829
Laherradurina
B. subtillis:
E.coli: P. aeruginosa: S. Typhi: Completas S. aureus: S. epidermidis:

Muestra Completas vrs. | completas vrs. | completas vrs. VIS, completas vrs. | completas vrs.
Pareadas esferoplastos esferoplastos esferoplastos | protoplastos protoplastos protoplastos
Diferencia -10.7325 -28.4075 -25.6275 -24.11 -37.54 -54.04

[-45.5494,- [-31.5579,- [-53.5268, [-51.8147,- [-58.7209,-
IC [-12.708,-8.757] 11.2656] 19.6971] 5.30678] 23.2653] 49.3591]
desvtip. 1.9752 10.7728 3.72693 18.4869 8.9709 2.9417
t= -17.292 -5.27395 -13.7526 -2.60834 -8.36928 -36.7407
P= 0.00042144 0.01329 0.000831977 0.0797994 0.00357704 0.0000443479
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