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[.INTRODUCCION

En todo el mundo las enfermedades parasitarias estdn ampliamente distribuidas y
constituyen uno de los principales problemas de salud publica, afectando
primordialmente a los paises en vias de desarrollo. Dichas enfermedades estan
consideradas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las
causas mas importantes de morbilidad. Ademas se ven favorecidas por multiples
factores inmunoldgicos, fisioldgicos y nutricionales dependientes de las condiciones

socioeconomicas y culturales de los diversos paises.

Las principales enfermedades provocadas por protozoarios son la malaria, la
leishmaniasis y tripanosomiasis, las cuales cada vez van en aumento; por ejemplo,

las estadisticas demuestran que se muere un nifio cada 30 segundos por malaria.

Por otro lado existen diversos protozoarios que infestan el intestino humano, entre
ellos se encuentran Entamoeba histolytica y Giardia intestinalis. En México, las
enfermedades gastrointestinales se encuentran clasificadas como el segundo caso
de morbilidad, con un porcentaje de 49.1% en nifios y 53% de la poblacién en

general.

Otro protozoario de importancia clinica es Trichomonas vaginalis, ya que ocasiona
una de las enfermedades de transmision sexual mas comun en todo el mundo,
ocasionando infecciones vulvovaginales; y en el hombre puede llegar a causar

uretroprostatitis.

El Metronidazol, Tinidazol, Nitazoxanida, Paromicina y Anfotericina son farmacos
utilizados actualmente para el tratamiento de estas parasitosis, sin embargo, en el
caso de la Paromicina y Anfotericina son inaccesibles para ciertos sectores de la
poblacion debido al elevado costo en el mercado. Adicionalmente, el ultimo farmaco
antiparasitario (Nitazoxanida) fue desarrollado hace 35 afios. Por ello, es importante
la busqueda de moléculas mas efectivas que estimulen los mecanismos de defensa

de los hospederos.




Actualmente el ambiente marino representa un area de investigacién prometedora
para la busqueda de compuestos bioactivos, de la cual ya se han obtenido farmacos
novedosos y otras moléculas se encuentran en fase de desarrollo. Lo anterior,
aunado a la gran biodiversidad microbiana presente en el mismo, ha permitido que
dichos sistemas acuaticos sean una fuente de eleccién primaria para el aislamiento
de productos naturales marinos (PNM) debido a su elevada potencialidad y los
cuales, a diferencia de los obtenidos en fuentes terrestres presentan rutas

biogenéticas unicas e inusuales.

Esta gran variedad de compuestos producidos por microorganismos marinos se ve
reflejada en los mas de 22,000 metabolitos secundarios, de los cuales el 70% son
producidos por actinomicetos, 20% por hongos, 7% por el género Bacillus y de 1-
2% por otros grupos bacterianos. Siendo estos de diversas estructuras quimicas en
las que se incluyen terpenos, policétidos, acetogeninas, péptidos, alcaloides vy
algunas estructuras no caracterizadas, representando una opcion para desarrollar
nuevas herramientas farmacoldgicas con mayor eficacia y selectividad de manera

sustentable.

Diversos microorganismos se encuentran de manera ubicua en los ambientes
acuaticos, tal es el caso del género Bacillus considerado como uno de los
principales productores de antibidticos. Otros grupos de bacterias muy importantes
para la busqueda de PNM son los pertenecientes a la familia Actinomycetaceae que
forman parte de sedimentos y/o coexistiendo con algunos organismos superiores,
manteniendo una vasta produccion de sustancias con distintas actividades
farmacoldgicas; por ejemplo, agentes antitumorales, antibidticos, agentes

inmunosupresores y agentes antiparasitarios.

El género mas relevante perteneciente a dicha familia es el Streptomyces ya que de
éste se han aislado mas del 80% de moléculas bioactivas. Actualmente de dicho
género se han obtenido 3 compuestos antiparasitarios aislados de esponjas del
mediterraneo: Butendlido, Estaurosporina y Valinomicina con alta efectividad contra

Leishmania major y Trypanosoma brucei, respectivamente.




En estudios previos realizados en el laboratorio de productos naturales de la Unidad
Académica Sisal se llevo a cabo el aislamiento y coleccion de cepas bacterianas
obtenidas a partir de sedimentos marinos de 12 lugares distintos de la Peninsula de
Yucatan, las cuales se caracterizaron mediante estudios genéticos. Aun no se
conoce de todas su potencial farmacoldgico, por lo tanto en este trabajo se realizd
un estudio sistematico de separacién biodirigida para determinar si tres de las cepas
(Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis y Streptomyces rubrogriseus) presentes en

esta base de datos producen compuestos antiparasitarios.

II.MARCO TEORICO

2.1 ENFERMEDADES PARASITARIAS

Los paises mas afectados por enfermedades parasitarias son aquellos que se
encuentran en vias de desarrollo.! Las enfermedades causadas por protozoarios
amitocondriados (microorganismo unicelulares de 10 a 50 micras) con mayor
relevancia son la malaria, leishmaniasis y tripanosomiasis (americana y africana).
La malaria causa aproximadamente de 700,000 a 2 millones de muertes por afio en

Africa, Asia y América.?

Otro grupo de parasitos que ocasionan dafo en gran medida son Entamoeba
histolytica, Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis. Actualmente se estima que
280 millones de personas son infestadas al afio por E. histolytica y G. intestinalis,
causando grandes dafos a nivel gastrointestinal. Aproximadamente 2.5 millones
de casos fatales han sido reportados, unicamente considerando las enfermedades
diarreicas.® En el caso de infestados por T. vaginalis se tiene registrada una

prevalencia de 180 millones por afio.*

A pesar de la implementacion de campafas de salud y de educacion sexual la
prevalencia de Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis
aun mantienen un alto impacto en las diversas poblaciones. Ademas la erradicacion
de las mismas se ve disminuida debido a la ausencia de vacunas y tratamientos

efectivos.®




2.1.1 Enlamoeba histolytica

Es un protozoario no flagelado que se encuentra comunmente en el tracto
gastrointestinal, presenta cuatro fases de vida: 1) quistes esféricos, 2) prequistes,
3) metaquistes y 4) trofozoitos. La fase con mayor relevancia es durante la
formacion de los trofozoitos que tienen formas muy variables y plenamente
desarrolladas, presentando movimientos rapidos mediante la formacién de

pseuddpodos hilianos.® Figura 1

La infestacion se adquiere por la ingesta de tan sélo un quiste maduro que se
encuentre en el agua o en alimentos contaminados. 7 Después en el intestino
delgado se forma una amiba de 8 nucleos (amébulas metaquisticas);
posteriormente se transforma en trofozoitos que se establecen posteriormente en el

colon para ser eliminados en las heces.

Los sintomas generales que se presentan incluyen diarrea abundante, cdlicos
abdominales, fiebre, mucosidad y sangre en heces (disenteria), ocasionados por los
mecanismos de patogenicidad mas comunes como son la adhesion de los
trofozoitos a las células endoteliales o las células efectoras del sistema inmune

(células polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos). @

Dentro de las parasitosis, la amebiosis es la tercera causa de mortalidad a nivel
mundial después de la malaria y la esquistosomiasis.’® Datos epidemioldgicos
indican que al menos el 9% de la poblacién mexicana se encuentra infestada con

E. histolytica en la Ciudad de México.®

——
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Figura 1- Ciclo de vida de E. histolytica

Tomado y modificado de www.cdc.gov/entamoeba [Junio 2016]
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http://www.cdc.gov/entamoeba

2.1.2 Giardia intestinalis

Parasito piriforme que mide de 10 a 20 micras de largo por 5 a 15 de ancho. Las
dos fases mas importantes del ciclo de vida de dicho parasitos son: trofozoito y
quiste.!! Los trofozoitos se localizan en el intestino delgado fijados principalmente
en el duodeno donde se multiplican por fisién binaria Figura 2 y los que caen a la

luz intestinal dan origen a los quistes que son eliminados por las heces. Figura 2%?

El mecanismo de patogenicidad de G. intestinalis se ha identificado debido a la
adherencia del trofozoito a la mucosa generando la obstruccidn mecanica e
interferencia en la absorcién de las grasas y vitaminas liposolubles y el desarrollo
de bacterias o levaduras en el intestino delgado, generando asi la produccién en

exceso de sales biliares.13

Una vez que el hospedero se encuentra infestado, el periodo de incubacién se hace
evidente de 1 a 2 semanas, seguido de varios sintomas como nausea, diarrea,

espasmos estomacales y vomito. Figura 2.1112

Este padecimiento se encuentra con mayor frecuencia en nifios, razén por la cual
se conoce como la parasitosis de las “guarderias infantiles”.* Se calcula que las
comunidades rurales de América latina poseen 108 millones de habitantes con
carencias basicas de saneamiento por lo tanto aproximadamente el 15% de esta

poblacion presenta infeccion por G. intestinalis.'®

——
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Figura 2-Ciclo de vida de G. /intestinalis

Tomado y modificado de www.cdc.gov/giardia [Junio 2016]
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http://www.cdc.gov/giardia

2.1.3 Trichomonas vaginalis

La tricomoniosis es causada por el protozoario Trichomonas vaginalis el cual posee
4 flagelos, mide aproximadamente 10 micras de largo y 7 de ancho; su distribucion

tiene lugar en las vias urogenitales.®

A diferencia de otros protozoarios éste unicamente existe en forma de trofozoito por
lo tanto no sobrevive en ambientes externos, multiplicandose de forma asexual

mediante fisidén binaria longitudinal.1”*? Figura 3.

Las mujeres desarrollan un amplio espectro de sintomatologia, con severas
inflamaciones en la vagina, escozor y fluido excesivo. Este parasito se adhiere al
epitelio escamoso del tracto urogenital, también puede encontrarse en las trompas
de Falopio y la pelvis, en el caso de los hombres las afecciones con alta probabilidad

de presentarse son uretritis y prostatitis.'4

La tricomoniosis es una de las enfermedades de transmision sexual que presenta
un numero alto de casos a nivel mundial.'® La OMS estima que al menos 174
millones de casos surgen al afo, la mayoria de estos son asintomaticos (50%);
detectada en su mayoria en personas entre 15-50 afos de edad en todos los grupos

raciales y niveles econémicos.!?

——
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Figura 3-Ciclo de vida de T7.vaginalis

Tomada y modificada de www.cdc.gov/std/trichomonas/default [Junio 2016]
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http://www.cdc.gov/std/trichomonas/default

2.2 BUSQUEDA DE PRODUCTOS NATURALES

Se conoce como productos naturales a todo producto de origen organico o
inorganico que se halle en la naturaleza y que pueda ser aislado o procesado por el
hombre, sin modificar su estructura. Por otra parte los metabolitos secundarios
aislados de productos naturales se caracterizan por tener un peso molecular menor
a 2,000 umay por tener una distribucion restringida dependiendo de las condiciones

en las que se encuentren los organismos.?°

La naturaleza mantiene interacciones dinamicas, lo que permite tener un amplio
panorama para la busqueda de compuestos quimicos en los diferentes ecosistemas
que nos ofrece. La gran produccion y diversidad de productos naturales tanto de los
organismos unicelulares como pluricelulares parece no tener una funcion directa en
el desarrollo y crecimiento de los mismos. Sin embargo presentan importancia en la
expresion del metabolismo secundario proveniente de la especializacion de la
célula, dando asi moléculas que en su mayoria fungen como mecanismo de defensa

o de regulacion, especificos para cada especie.?°

Los productos naturales juegan un papel predominante para la generacion de
moléculas novedosas que funcionan como herramientas farmacoldgicas. Moléculas
con una alta diversidad estructural como lo son los terpenoides, policétidos,

macralidos, polienos, glicopéptidos, fenicoles, entre otras.?!

2.2.1 PRODUCTOS NATURALES DE ORIGEN MARINO (PNOM)

Los productos naturales obtenidos de organismos terrestres no dejan de ser un
campo amplio de investigacién debido a la facilidad de acceso y a todos sus
antecedentes etnofarmacoldgicos. Sin embargo conforme avanza el tiempo las
distintas disciplinas dedicadas a la ciencia tornan la mirada hacia una zona

geografica poco estudiada, como lo es el ambiente marino.

Debido a que gran territorio de nuestro planeta esta cubierto por agua con una
elevada biodiversidad, no hay duda de que estos ecosistemas ofrecen un gran
potencial como fuente de nuevos compuestos con altas posibilidades de ser

utilizados en la terapéutica.??

10
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Los organismos marinos macro y micro de formas, tamafos y colores inusuales han
evolucionado para colonizar una gran variedad de nichos ecoldgicos, produciendo
un vasto numero de compuestos quimicos tan complejos que presentan actividades
biolégicas realmente importantes, con varios tipos de rutas bioquimicas y
mecanismos de accion diferentes a su contraparte terrestre, aumentando sus

capacidades de supervivencia y adaptabilidad.??

Histéricamente se tiene registro que hace tan sélo 75 afos emergio el estudio
quimico asociado a los PNOM. Recientemente se ha estimado que 22,000
moléculas diferentes han sido aisladas y quimicamente definidas provenientes de

la vida marina.2?

En los primeros estudios del ambiente marino se observaron importantes aspectos
bioquimicos sujetos a organismos como esponjas, cnidarios, algas y pepino de mar

con actividades farmacoldgicas importantes.

Incluso se han obtenido medicamentos provenientes de organismos marinos
aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas
en inglés), como es el caso de agentes antineoplasicos conocidos como Halaven®,
Yondelis® y del analgésico Prialt®; obtenidos a partir de una esponja, una ascidia

y un molusco, respectivamente.??

En el caso de la Trabectedina (Yondelis®) es utilizado para el tratamiento especifico
de sarcomas y cancer de ovario; demas se encuentra en otros estudios clinicos con
la posibilidad de que funcione con la misma eficacia para otro tipo de tumores.
Actualmente se utiliza para su semisintesis un producto derivado de Pseudomonas

fluorescens llamado cianosafracina B.23

11
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2.2.2 DESVENTAJAS PARA EL AISLAMIENTO DE PNOM

Se ha logrado obtener muestras en profundidades cada vez mayores por medio del
SCUBA, lo que ha permitido la obtencion de moléculas nuevas con actividades
biolégicas cada vez mas especificas; ademas se ha tenido una mejoria en el
desarrollo de técnicas para el aislamiento e identificacién de compuestos naturales.
Sin embargo aun la obtencién de moléculas novedosas es un proceso largo y

complejo que involucra grandes costos y algunas dificultades como: 2*

X/

++ Incertidumbre taxondmica

X/

¢+ Purificacion de compuestos solubles en agua

*

«+ Efecto de dilucion y alto contenido en sales
+ Cantidades pequefias de metabolitos
+ Inestabilidad de los metabolitos

« Compuestos no visibles a ciertos detectores

2.3 PRODUCTOS NATURALES PROVENIENTES DE MICROORGANISMOS
MARINOS

A pesar de que se ha tenido un gran éxito en el aislamiento de compuestos con
actividades bioldgicas sorprendentes a partir de organismos superiores, puede ser
que el organismo per se no sea el productor de las sustancias bioactivas. Fenical y
colaboradores determinaron aproximadamente 20 afios atras la importancia de las
asociaciones entre los macroorganismos con las comunidades microbianas

existentes en el ambiente marino.?®

Ahora es claro que mientras algunos productos naturales marinos se encuentran
localizados en tejidos de organismos superiores, otros son producidos por
microorganismos endo- o epibidticos (PNMM Productos Naturales Marinos
Microbianos). Los microorganismos son responsables de una gran cantidad de

produccion de metabolitos secundarios.?®
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Tal es el caso de la obtencion del macrélido Swinolido A que originalmente fue
aislado e identificado a partir de las células de la esponja Thonella swinhoei,
posteriormente se observd que dicho compuesto no es generado directamente de
la esponja; ya que se ha encontrado a este mismo compuesto en la cianobacteria
Aphanocapsa feldmanni, por lo tanto se especula que mediante un proceso
endosimbionte permite fungir a una especie como el productor directo y a otra

unicamente como reservorio.2®

2.3.1 BACTERIAS EN LOS AMBIENTES ACUATICOS

Las bacterias son microorganismos con un tamafio aproximado de 0.5-5 ym de
longitud y diversas formas (cocos, bacilos, vibrios o espirilos), se caracterizan por
poseer una pared celular compuesta por un copolimero de N-acetil-glucosamina y
N-acetiimuramico con cadenas laterales de péptidos que contienen aminoacidos
inusuales que permiten la diferenciacién bioquimica e inmunologica de las cepas

bacterianas.?%

Al menos se conocen 17 linajes (phyla) principales que derivan del estudio de
cultivos de laboratorio y muchos otros mediante la secuenciacion de genes rRNA.2¢
Los principales phyla de las especies cultivables de Bacteria son tres grandes
grupos: bacterias Gram positivas, Cianobacteria y Proteobacterias (Gram
negativas). Las bacterias Gram positivas pueden separarse en dos subgrupos, por

debajo o por encima del 50% de contenido en Guanina-Citocina (G-C).26

Un gran numero de bacterias viven en los sedimentos marinos, los cuales contienen
cantidades limitadas de materia organica con la mayoria de las fuentes de carbono
presentes en forma compleja tales como la quitina y/o celulosa.?4?” Un estimado
sobre la biodiversidad en los océanos alcanza 3.6x10%° células microbianas/mL, la
cual va disminuyendo desde la costa (1 a 3 x108 células/mL hasta 104 células/mL
en la zona neritica (10-200m de profundidad a nivel del mar).?® Dichas bacterias
coexisten con organismos tanto pelagicos (habitan en la columna de agua) como

los bentdnicos (que viven en el suelo marino).?®
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Las bacterias Gram negativas se han estudiado principalmente con una perspectiva
taxonomica y ecoldgica, mientras que para el segundo grupo bacteriano (Gram
positivas) se ha realizado mayormente con propdsitos de busqueda en los
mecanismos de generacion de metabolitos secundarios; probablemente porque las

primeras no presentan genes que los expresen.?®

Una de las diferencias fisioldgicas recientemente identificada de las bacterias
marinas fue el requerimiento especificamente de sodio para su crecimiento
(bacterias estrictas); por ejemplo, de la proteobacteria Blastobacter tomada de la
columna de agua de la costa de la Peninsula de Ojika, Japon, se aisldé un analogo
de la enzima convertidora de la endotelina y mostré desarrollo unicamente en agua
de mar. Sin embargo no hay una razon a priori para suponer que las bacterias que
carecen de esta adaptacion especifica no deban ser consideradas como parte de la

comunidad bacteriana marina autoctona.?®

2.4 PNM DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Las bacterias Gram positivas son numéricamente menos abundantes en los
océanos y se han estudiado en menor cantidad que las Gram negativas, sin
embargo como ya se mencion6 anteriormente los microorganismos pertenecientes

al primer grupo bacteriano son un recurso rico de moléculas novedosas.?°

Los metabolitos secundarios reportados de microorganismos marinos son
completamente diferentes a sus contrapartes terrestres. Ya que estos se han
adaptado a las variaciones significativas de presion, temperatura, pH vy
disponibilidad de nutrientes de la columna de agua o sedimentos, ademas de su
diferencia filogenética. Generando asi una amplia variedad de compuestos con
diferentes actividades como antimicrobianos, antifungicos, antituberculosos,

antivirales, antimicrobianos y antiprotozoarios, entre otras.
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2.4.1 FIRMICUTES

Microorganismos pertenecientes a la familia Bacillaceae, se caracterizan por tener
un bajo contenido de G-C. El género Bacillus son los microorganismos
pertenecientes a dicho phylum con mayor produccion de metabolitos secundarios
aislados de diversas fuentes marinas Tabla 1.Dentro del ambiente marino este tipo
de microorganismos se encuentra de manera ubicua y tienen la capacidad de tolerar
cambios drasticos en condiciones adversas de temperatura, presion, salinidad y
pH.30

Al menos el 8% del genoma de las cadenas del género Bacillus codifican
principalmente para la sintesis de antibidticos. Algunos de estos compuestos
bioactivos son utilizados como agentes quimioterapéuticos para tratamientos de

enfermedades de humanos y animales.3!

Las cepas aisladas de Bacillus producen diversas clases de sustancias con
estructuras quimicas como lipopéptidos, polipéptidos, macrolactonas, acidos
grasos, policétidos, lipoamidas e isocumarinas, con amplio rango de

actividades.3'Figura 4.
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MICROORGANISMO

COMPUESTO

ORIGEN

B. amyloliquefaciens

Macrolactina A

Sedimento

B. cereus Péptido YM-266183 Caracol marino Littorina sp.
B. silvestris Bacilistatina 2 Cangrejo
Bacillus sp. Halobacilina / Loloatina A/B Sedimento
Bacillus sp. Bogorol A/ Gusano marino

B. pumilus 5 Analogos de Surfractina Sedimento

B. mojavensis

Iso-C16 Fengicina B, anteiso-C17

Fengicina B y Monjavensina A

Ostra Pinctada martensii

Bacillus sp

Mixirin A-C

Lodos marinos

Bacillus sp.

Bacilamida

Columna de agua

B. laterosporus

Basiliscamidas A/B

Columna de agua

B. marinus

Marihisin A-C

Rizosfera

B. atrophaeus

Bacilamidas A-C

Esponja Dysidea avara

Bacillus sp. leodomicina A-D y Linieodolidos Sedimento

A/B
Bacillus amyloliquefaciens Difficidina y Oxidifficinida Sedimento
Bacillus amyloliquefaciens Macrolactina A-F Sedimento

Tabla 1. PNM aislados de microorganismos pertenecientes al género Bacillus.
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a) Basilliskamida

o) lendomicina A

OH

Figura 4. Antibidticos producidos Bacillus sp. marinos

a) lipoamida, b) macrolatina, c) acido graso y d) isocumarina
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2.4.2 Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis

En el caso particular de Bacillus subtilis se encuentra reportado que en promedio
del 4-5% de su genoma se dedica a la produccién de aproximadamente dos
docenas de antibidticos con una increible variedad de estructuras; siendo en su

mayoria de naturaleza peptidica.®? Figura 5

Recientemente se identific6 mediante analisis espectrométricos dos moléculas
novedosas de tipo isocumarinas denominadas bacilosarcinas A y B y tres
amicoumacinas A-C aisladas de Bacillus subtilis TP-B0611, mientras que de

Bacillus subtilis B1779 cuatro lipoamicoumacinas A-D.3*Figura 6

Para Bacillus licheniformis se han reportado los dos unicos policétidos llamados
ieodoglucomidas A y B; aisladas de muestras de sedimentos colectadas en
Republica de Corea; presentando actividad antimicrobiana contra bacterias
patdogenas Gram positivas y Gram negativas (MIC 8-32ug/mL) y la ieodoglucomida
B que presenta actividad citotoxica contra células cancerosas de pulmoén y

estdmago con una Glsode 25.18 y 17.78ug/mL, respectivamente.®* Figura 6
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2.4.3 ACTINOBACTERIA

Generalmente los grupos mas relevantes pertenecientes a este phylum son los
microorganismos de las familias Streptomycetaceae, Micromonosporaceae,
Rhodococcus y Nocardiopsaceae, sin embargo existen aproximadamente 195
géneros validados pertenecientes a la familia Actinomycetaceae. Los actinomicetos
como comunmente son llamados, eran clasificados en el reino fungi debido a la
caracteristica de presentar filamentos, sin embargo gracias a los analisis
moleculares se determind que pertenecian al grupo de bacterias debido a su alto
contenido en G + C; aunque en recientes estudios se ha indicado que algunos
contienen una menor cantidad de dichos pares de bases.® Varian en morfologia
teniendo asi distintas formas de crecimiento como cocoides y rodococoides; forman

hifas o con distinto grado de formacion de micelio.

Antiguamente se consideraba que los actinomicetos eran unicamente
pertenecientes a los ambientes terrestres, sin embargo en 1969 Weyland vy
colaboradores sugirieron la presencia de estas especies en los ambientes marinos
debido al arrastre de esporas desde la tierra hacia el mar; fue hasta 1984 que se
caracterizd a la primer especie de actinomiceto proveniente del mar llamado
Rhodococcus marinonascene® y dicha sugerencia gano fuerza al momento de

realizar diversos estudios que evidenciaron la presencia de actinomicetos marinos.

Antes del 2005 solo tres géneros de la clase Actinobacteria eran reportados como
parte del ambiente marino: Micromonospora, Rhodococcus y Streptomyces.3’ Fue
en el 2002 que Mincer y su equipo de trabajo aislaron por primera vez actinomicetos
con requerimientos especificos de agua marina. Tal es el caso de la especie
Salinispora, que tiene la capacidad de sintetizar un compuesto Illamado
salinosporamida A, que se encuentra en estudios clinicos como un potente
anticancerigeno.® El hallazgo de este género abrié un panorama intrigante sobre la
diversidad de actinomicetos marinos y aclar6 de alguna forma que existen
poblaciones especificas adaptadas a los ecosistemas marinos y que constituyen
una poblacion importante en una zona geografica poco estudiada como lo es el mar,

con una elevada probabilidad de encontrar moléculas innovadoras.
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Los actinomicetos son los procariontes mas relevantes para llevar a cabo su
crecimiento y aislamiento en términos econdmicos y biotecnologicos debido a su
capacidad interminable de producir compuestos con actividades biolégicas como
antibioticos, agentes antitumorales, agentes inmunosupresores, inhibidores
enzimaticos y compuestos antiparasitarios entre otras. Son los productores de
aproximadamente 45% de todos los productos naturales activos y el género
Streptomyces con un porcentaje cercano al 80% es el mayor productor de
compuestos, en su mayoria antibidticos. De aproximadamente 22,000 productos
naturales de origen microbiano encontrados hasta ahora, cerca de 10,000 han sido

aislados a partir de este género.*° Tabla 2

COMPUESTO ORIGEN ACTIVIDAD BIOLOGICA
Quinicomicina Streptomyces sp. Anticancerigeno
Glaciapirrol Streptomyces sp. Antibacteriano
Frigociclinona Streptomyces griseus Antibacteriano
Salinisporamida A Salinispora tropica Anticancerigeno
Esporolido A Salinispora tropica Desconocida
2-Aliloxi- fenol Streptomyces sp Conservador de alimentos
Saliniquetal Salinispora arenicola Anticancerigeno
Marinomicina A-D Marinispora Anticancerigeno
Lodopiridona Saccharomonospora sp. Anticancerigeno
Aremicina Salinispora arenicola Anticancerigeno
Resistoflavina Streptomyces sp Antioxidante
Sesquiterpenos Strepfomyces sp Desconocido

Tabla 2. Metabolitos activos aislados a partir de actinomicetos
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2.4.4 PRODUCTOS NATURALES AISLADOS EN MEXICO

Jensen y colaboradores reportaron que el numero de microorganismos aislados del
género Streptomyces disminuye a partir de la costa hasta 450 m de profundidad. A
la fecha se han aislado del ambiente marino alrededor de 50 géneros de
actinomicetos. Todo esto ha generado nuevas busquedas de actinomicetos en
sedimentos que dan como resultado el descubrimiento de nuevas especies nunca
antes reportadas en estos ambientes, por lo tanto México que ocupa el
décimosegundo pais mas grande del mundo en términos de su extension costera,
se convierte en una excelente zona de investigacion para la busqueda de

metabolitos secundarios con diversas actividades biolégicas.*°

Los sedimentos marinos son un recurso importante para la obtencién de
microorganismos generadores de moléculas novedosas pertenecientes a dicho
geénero; por ejemplo: la identificacion de dos sustancias aisladas de Streptomyces
sp. obtenidas a partir de sedimentos colectados de sedimentos en la profundidad
del mar, designadas como Loboforinas H e | con mediana y alta actividad

antimicrobiana.*!

Se han realizado aislamientos de microorganismos principalmente en sedimentos;
por ejemplo en Todos Santos Baja California, México, donde se han identificado
taxondmicamente 300 cepas de actinomicetos obtenidas de sedimentos de dicho
lugar. De tal numero de microorganismos aislados, 26 cepas se encuentran
relacionadas con el género Streptomyces. Se logré identificar mediante técnicas
espectroscopicas un compuesto natural denominado Monactina a partir de una de

estas cepas, mostrando actividad contra células cancerosas (< 0.076 ug/mL).4?

2.4.5 Strepfomyces rubrogriseus

Recientemente se identifico la produccion del antibiético novobiocina generado por
cadenas de Streptomyces rubrogriseus aislado de sedimentos marinos en Canada,

presentado actividad antimicrobiana contra cepas de S.aureus ATCC35591.43
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2.5 PNMM CON ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

La industria de medicamentos antiparasitarios no es comparable con la desarrollada
en otros campos, sin embargo aunque sigue presente la falta de incentivos
economicos no se puede abandonar el interés en estos compuestos debido a la
elevada incidencia de enfermedades causadas por protozoarios tanto en México

como en todo el mundo.

Los medicamentos antiparasitarios existentes hoy en dia como el Metronidazol,
Tinidazol, Nitazoxanida, Paromicina y Anfotericina representan farmacos de primera
generacion, muchos descubiertos 35 afos atras, por lo tanto presentan resistencia
por parte de los parasitos, efectos secundarios y en el caso de la Paromicina y
Anfotericina mantienen un elevado costo. Ademas sélo el 31% de los farmacos

utilizados como antiparasitarios han sido aislados de recursos naturales.

Por todo lo anterior ha surgido la necesidad de promover la busqueda de moléculas
novedosas con alta potencialidad contra protozoarios en los ambientes acuaticos.
Recientemente se reconocié como antiparasitarios a las moléculas 3-alcoxi-1,2-
dioxano y el axisonitrilo-3, ambos aislados de esponjas, Plakortis sp. y Acanthella

klethra contra Plasmodium falciparum (ICso= 50 ng/mL).#*

Hasta el momento se han aislado tres compuestos antiparasitarios provenientes del
género Streptomyces sp. endofitos de las esponjas del Mediterraneo: Aplysina
aerophoba, Axinella polypides, Tedania sp., los cuales llevan por nombre
Butenolido, Estaurosporina y Valinomicina, con alta efectividad contra Leishmania

major y Tripanosoma brucei.*® Tabla 3
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COMPUESTO ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA

OH Leishmania major (aM): >100

0 Trypanosoma brucei (UM): 31.77

Leishmania major 4M): 5.30

Trypanosoma brucei (UM): 0.022

Leishmania magjor ((M): < 0.11

¥
S5

0 N g : Trypanosoma brucei (uM): 0.0032
H “

Tabla 3- Metabolitos secundarios con actividad antiparasitaria aislados de

Streptomyces sp
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l1l.JUSTIFICACION

Considerando que la elevada exposiciéon a antibiéticos, mantiene un aumento
considerable en la resistencia a farmacos de primera linea, no solo para
enfermedades parasitarias sino para diversos padecimientos que causan grandes
problemas de salud en las poblaciones; existe interés tanto académico como
industrial en la busqueda de compuestos con estructuras novedosas. Los
microorganismos marinos ofrecen metabolitos secundarios con caracteristicas
unicas y con actividades biologicas sorprendentes debido a los mecanismos de
adaptacién que generan debido a las condiciones ambientales extremas en las que
se encuentran, ademas de presentar la ventaja de una mayor obtencion de biomasa

en comparacion con algunos organismos marinos superiores.

Es por ello que en el laboratorio de Bioprospeccién Costera de la Unidad Académica
Sisal, se participa en un programa multidisciplinario destinado a explorar el
potencial terapéutico, principalmente con actividad antiparasitaria, de las diferentes
cepas bacterianas provenientes de sedimentos marinos en su mayoria
pertenecientes a la familia Actinobacteriaceae para el enriquecimiento de nuevas
oportunidades en el descubrimiento y desarrollo de productos naturales de origen
marino. Ademas de que las bacterias marinas han sido poco estudiadas; en el caso
particular de las costas de Yucatan no han sido estudiadas sistematicamente como

una fuente potencial de compuestos antiparasitarios.

IV. HIPOTESIS

Las tres cepas de microorganismos aislados de sedimentos marinos presentaran

actividad antiparasitaria.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial antiparasitario de tres microorganismos aislados de sedimentos

marinos: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis y Streptomyces rubrogriseus,

determinando la naturaleza quimica de los compuestos causantes de la actividad

biologica.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

>

Confirmar la pureza e identidad de las tres cepas.

Obtener cultivos axénicos de cada uno de los microorganismos

seleccionados.

Preparar los cultivos en pequeia y mediana escala de las especies aisladas
con la finalidad de obtener los extractos correspondientes mediante las

técnicas de maceracion y particién liquido-liquido

Determinar el perfil farmacolégico mediante bioensayos rapidos: Letalidad en
Artemia salina, Susceptibilidad microbiana por el método de microdilucion,
Toxicidad en embriones de pez cebra y finalmente por el método de

subcultivos.

Realizar el fraccionamiento preliminar del extracto mas promisiorio en funcién

de su perfil farmacolégico y cromatografico (CLAR).

Identificar la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios mayoritarios

por medio de estudios de dereplicacion en LC-MS.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIALES E INSTRUMENTACION

Se utilizaron reactivos grado analitico y para el caso de CLAR fueron grado HPLC.

Para los estudios de CL-EM se utilizaron disolventes grado LC-MS.

Para el analisis cromatografico en CCF, se utilizaron placas de aluminio con cubierta
de silice como fase estacionaria (Whatman) y como fase mévil CHCls/MeOH/H20

en diferentes proporciones. Los reveladores cromatograficos fueron:

« Lampara de luz U.V. marca UVP de longitud de onda a 254 y 365nm.
+ Revelador de ninhidrina

++ Revelador acido fosfomolibdico

6.2 AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS OBJETO DE ESTUDIO

El procedimiento descrito en esta seccion fue realizado previamente por el grupo de
colaboradores de la Dra. Alejandra Prieto; para la obtencién de las cepas se
procesaron 5g de sedimento marino que fueron secados en cajas Petri, bajo una
campana de flujo laminar. Una vez secos se tomd con una esponja circular la cual
fue “estampada” alrededor del medio de cultivo. Una vez observado crecimiento,
las cepas fueron analizadas bajo microscopio estereoscdpico y seleccionadas con
base en la morfologia; aquellas con apariencia “aterciopelada” con formas plegadas
y filamentos ramificados con o sin hifa aérea, fueron considerados como
actinomicetos de acuerdo a lo sugerido en la literatura. #¢ La identificacion

taxondmica se realiz6 mediante ADNr 16S. Tabla 4

Microorganismo # Numero de identificacion Localidad
Bacillus subtilis 6 Chelém
Bacillus licheniformis 29 Rio Lagartos
Streptomyces rubrogriseus 13 Chelém

Tabla 4. Resultados obtenidos en la identificacion de las cepas mediante ADNr 16S.
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6.2.1 CONFIRMACION DE LA IDENTIDAD BACTERIANA

Todas las cepas caracterizadas bajo el procedimiento anterior fueron preservadas
en glicerol a una concentracion final de 20% y guardadas a -80°C. Por lo tanto para
realizar la confirmacion de su identidad, se llevo a cabo la reactivacion de estas en
100mL de caldo nutritivo, una vez que mostraron crecimiento se realizé el
aislamiento en placas con Agar 1 (2g de Peptona, 10 g de Almiddén y 4 g de extracto
de levadura en 1L de agua de mar). Posteriormente se realizé tincion de Gram para

las tres cepas bacterianas otorgadas para este trabajo.

6.3 PREPARACION DE LOS CULTIVOS EN PEQUENA Y MEDIANA ESCALA

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de las diferentes muestras se realizo la
preparacion de los cultivos en pequefia escala. Para ello, cada microorganismo fue
sembrado en 100 mL de medio A1 liquido en agitacion constante (100 rpm) por tres
dias para las dos cepas pertenecientes al género Bacillus y dos semanas en el caso
de Streptomyces; para favorecer el incremento de la biomasa, y proceder al

escalamiento en un volumen de 2 L de caldo A1.

6.4 GENERACION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Posterior al crecimiento microbiano, se colocé resina amberlita XAD-4 (20g/L) en
agitacion durante 3 horas a cada uno de los cultivos bacterianos, pasado este
tiempo se colocé la mezcla en tubos Falcén para centrifuga (5000 rpm) durante 30
min, después se realizé la separacion del sobrenadante y del pellet celular mediante
filtracion rapida. Previo a la generacion del extracto crudo del pellet celular se lavo
4 veces con agua destilada (aproximadamente 10 mL), a fin de eliminar sales y

componentes hidrosolubles del medio de cultivo.

Se realiz6 una particioén liquido- liquido para el sobrenadante con 300 mL de AcOEt
con ayuda de un embudo de separacion. La fase organica fue colectada y se le

adiciond Na2S0O4 anhidro.
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A todo el pellet celular se realizé una maceracién durante dos dias con 20 mL de
Acetona y durante un dia con 20 mL de MeOH (2x). En el caso de los extractos

obtenidos por maceracion se mezclaron posteriormente. Figura 7.

Para cada una de las cepas se obtuvieron tres extractos crudos los cuales se
concentraron hasta sequedad a presion reducida con ayuda de un Rotavapor

BUCHI 2-215 a temperatura de 23° C, las muestras se mantuvieron en refrigeraciéon

y alejadas de la incidencia de la luz. Dichos extractos crudos se sometieron a

pruebas de actividad toxica en nauplios de Artemia salina.

MEDIO DE CULTIVO

-Centrifugacion 5000 rpm

SOBRENADANTE

PELLET CELULAR

-Particion liguide-liquido Acetona -Maceracion

AcOEt
Metanol

DECANTAR

mmmmmmmnl FASE ORGANICA l -Evaporar

disolvente

FASE ACUOSA

- Agregar Na,50,,, MEZCLAR

- Evaporar disolvente AMEOS

EXTRACTOS
CRUDOS

EXTRACTO CRUDO

Figura 7. Esquema general para la obtencion de los extractos crudos
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6.5 DETERMINACION DEL PERFIL CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS
Y ESTUDIOS DE DEREPLICACION

Todos los extractos crudos obtenidos fueron disueltos en una minima cantidad de
agua para la evaluacion rapida de su complejidad mediante cromatografia en capa

fina (CCF) en fase normal, revelando con acido fosfomolibdico y ninhidrina.

6.5.1 SEPARACION BIODIRIGIDA DE LOS EXTRACTOS BIOACTIVOS

Aquellos extractos que presentaron actividad en el ensayo de Artemia salina fueron
seleccionados para el siguiente procedimiento. Adicionalmente, con base en la
naturaleza polar que revelaron las cromatoplacas, fueron sometidos a un
fraccionamiento mediante Separacion por Extraccién en Fase Sélida (SEFS o SPE
por sus siglas en inglés). Se utilizaron cartuchos comerciales que contienen como
fase estacionaria C18 (fase reversa Strata C18U 100 x 4.6mm, 70 A° de particula
Phenomex, INC, USA).

Se pesaron 150 mg de muestra a evaluar disuelta en aproximadamente 5 mL, y se
aplicaron en el cartucho, el cual previamente fue lavado y acondicionado (MeOH y
Agua, 5mL, respectivamente). El cartucho con la muestra se lavé con agua (5 mL,

2X) y luego se realiz6 la elucién con H20: AcCN en distintas proporciones. Tabla 5

FASE MOVIL | PROPORCION | VOLUMEN
F1:H.0 100 5mL
F2:H20:AcCN 95:5 5mL
F3: H20: AcCN 90:10 5mL
F4: H20: AcCN 80:20 5mL
F5: HoO:AcCN 50:50 5mL

Tabla 5- Sistema de elucion en SEFS
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Todas las fracciones fueron colectadas en viales y concentradas a presion reducida,

las cuales nuevamente se analizaron por cromatografia en capa fina y se

sometieron a pruebas de actividad en nauplios de A. salina.

6.5.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

La fraccion que resultd activa en SEFS, fue analizada para determinar su
complejidad quimica mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR o
HPLC, por sus siglas en inglés). El analisis fue realizado en un equipo CLAR Varian
Inc. Polaris 211 con dos bombas, Inyector automatico 311, Detector de UV 335 y un
detector de Difraccion de Luz Evaporative (DELD, ELSD en inglés, Evaporative Light
Scattering Detector) Polymer ICE.

La separacion se realizé en una columna de fase reversa (columna LUNA, C18, 250
X 4.5mm, 4.5 ym de particula Phenomex INC, USA) en condiciones analiticas
empleando dos detectores: el UV/Vis a 205 nm y el detector DELD (condiciones del
detector: Temperatura de nebulizacion de 40° C, temperatura de evaporaciéon de 70
° C y flujo de nitrégeno de 1.0 mL/min). Se inyectaron 20 yL de muestra a una
concentracion de 34.2 ug/mL. Para la separacion se empleé como fase mévil Agua
(A, 0.1% TFA) y Acetonitrilo (B) en un gradiente de 0-20%B en 20 minutos, luego

de 20 a100%B en 25, para regresar a la condicion original en el minuto 30.

6.5.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Con el fin de conocer la naturaleza quimica de los posibles compuestos causantes
de la actividad antiparasitaria, mediante estudios de dereplicacién se procedio a
realizar Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de masas (CL-EM, LC-
MS en inglés) que permitié conocer los pesos moleculares de las sefales principales
del cromatograma y asi poder compararlos con la base de datos Diccionario de

Productos Naturales Marinos.
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Los analisis por espectrometria de masas se realizaron por la técnica de
electrospray (ESI) en modo de iones positivos en un espectrometro de masas marca
WATERS modelo Synapt G2-S.Las condiciones del equipo se indican en la Tabla
6

La separacion cromatografica se realizd sobre una columna de fase reversa C18
(ACQUITY UPLC BEH, 2.1x100mm, 1.7um), a 35°C. La fase mdévil (0.45 mL/min)
constituida por agua con 0.1% de acido férmico (disolvente A) y acetonitrilo con
0.1% de &cido férmico (disolvente B), en un gradiente de: 3-60% de B en 40 min,

60-97%B en 50 min, para regresar a la condicion original en 55 minutos.

CONDICIONES DE ANALISIS

Camara de ionizacion

Electrospray (ESI)

Temperatura de la camara 100° C

de ionizacién

Voltaje de capilar 3.00 Kv
Intervalo de masas 50-2,500 p

Lock Spray

Fibrinopéptido B, Marca WATERS

Masa de referencia de Lock Spray

785.4026 Da (especie doble carga)

Voltaje de capilar de Lock Spray

2.4 kV aproximadamente

Deteccion de iones

Positivos

Resolucion

20,000

Tabla 6 Caracteristicas de equipo y condiciones de analisis para espectrometria

de masas
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VII. DETERMINACION DEL PERFIL FARMACOLOGICO

Ya que es un estudio biodirigido, se realizaron bioensayos rapidos a todos los
extractos crudos y fracciones generadas en cada fase, que por un lado fueron
implementados en el laboratorio de Productos Naturales, Unidad Sisal y por el otro

funcionaron como un indicador bioldgico para proseguir con el fraccionamiento de

aquellas fracciones que presentaron una mayor actividad.

7.1 LETALIDAD EN Artemia salina.

El potencial citotoxico se determind de acuerdo al procedimiento establecido por
primera vez en 1982 por Meyer et al.*” un método rapido, fiable y conveniente para
la relacion positiva entre los compuestos que muestran un efecto téxico frente a
nauplios de A. salina y diferentes actividades, principalmente antitumoral y
antiparasitario. Adicional en el laboratorio de Productos Naturales Marinos se ha
observado una alta correlacion con la actividad antiparasitaria mediante el método

de subcultivos.*8

Obtencidn de los organismos. Para evitar la descomposicion y contaminacién de
las muestras previamente se mantenian los nauplios de A. salina proporcionados
bajo condiciones de aereacion y luz artificial hasta la generacion de una suspensiéon
ajustada de nauplios en la que por cada 100 pL del in6culo se contabilizaran de 15
a 20 nauplios de 24 hrs. Nauplios otorgados por la responsable del area de Alimento

vivo de la Unidad Sisal, Gabriela Ivette Palomino.

Preparacion de las muestras. Para cada extracto o fraccion fue necesario
determinar su solubilidad antes de empezar el bioensayo, afortunadamente todos
se disolvieron en agua. Se pesaron 10 mg del extracto o fraccion a evaluar y se
disolvieron en 1 mL de agua bidestilada para generar una solucién stock con
concentracion de 10,000 ug/ mL. A partir de esta solucion, se realizaron 5 diluciones

logaritmicas tomando 100 uL y diluyendo en 900uL de agua de mar para generar
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las soluciones de trabajo con un intervalo de concentracién de 1000 pg/mL a 0.1

pg/mL. Como control positivo se utilizo MeOH y agua de mar como control negativo.

Bioensayo. En una microplaca de 96 pozos se adicionaron a cada pozo 100 pL de
agua de mar y 100 pyL de la suspensidon ajustada con nauplios. Enseguida se
adicioné6 100 pL del extracto crudo o fraccidbn a evaluar en las distintas
concentraciones (muestras a ensayar), o bien agua de mar (control negativo) 6
MeOH. La microplaca fue incubada durante 24 horas bajo condiciones de aeracion
constante y luz artificial con una temperatura de 27 a 29 °C en agitacion a una
velocidad de 150 rpm. Una vez concluido el tiempo, se cuantificd el numero de
nauplios muertos con ayuda de un estereoscopio Nikon SMZ800 y los resultados se
analizaron mediante el programa estadistico computarizado PROBIT (software
suministrado por la US Enviromental Protection Agency EPA) con limites de

confianza del 95%.

7.2BIOENSAYO DE SUCEPTIBILIDAD MICROBIANA POR EL METODO DE
MICRODILUCION

Es una técnica en la que se prueba la capacidad inhibitoria de una sustancia o
medicamento frente a bacterias, en la cual se determina la concentracion minima
inhibitoria (CMI o MIC en inglés) sobre una suspension normalizada de bacterias
expuestas a diversas concentraciones del agente antibacteriano (control positivo) y
extractos crudos mediante la valoracion de la turbidez del medio. El protocolo a
seguir se basé en el método estandarizado del Clinical and Laboratory Standars

Institute (CLSI, 2008)*°. Todo se manejo en condiciones de asepsia.

Las cepas utilizadas para efectuar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana fueron
Escherichia coli (bacteria Gram negativa, ATCC 11775) y Enterococcus faecalis
(Gram positiva, ATCC 24212). Las cepas ATCC, presentan patrones de sensibilidad
conocidos, por lo que al montar la prueba, los valores de CMI deberan encontrarse

dentro de los limites descritos en el protocolo.
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Estandarizacion del Indculo. Para la activacion de cada cepa ATCC se sembraron
tres asadas de cada microorganismo en 100 mL de caldo nutritivo, una vez obtenido
el crecimiento, se procedid al aislamiento en medio agar EMB mediante la técnica

de estriado.

Después de 24 horas, se tomd una colonia aislada caracteristica de cada cepa, y
se inoculo en 100mL de caldo Mueller-Hinton (MHB), el cual se encubd a 37 °C por
24 h, tiempo en el cual el inoculo bacteriano fue ajustado a 0.5 °Mc Farland por
comparacién visual contra una solucién preparada al 1% de BaClz, lo que se
encuentra reportado que es el equivalente de aproximadamente 1 x 108 unidades
formadoras de colonias, UFC/mL. Adicionalmente, como método de confirmacion
se midi6 la absorbancia de cada inoculo a 625 nm, y verificando que la absorbancia
estuviera en un rango de 0.08 -0.1 en un espectrometro Lambda 25 UV/Vis Perkin

Elmer.

Preparacion de las muestras. Se pesaron 10.24 mg de cada extracto crudo o
fraccidén y se disolvieron en agua. En seguida, de esta solucion madre se realizd
una dilucién tomando 100uL + 900 uL MHB para la obtencion de una concentracion
final de 1.024 mg/mL.

% Control positivo. Se tomaron 10.24 mg de antimicrobianos de referencia
(Gentamicina y Kanamicina) disueltos en 1m L de dimetil sulfoxido (DMSO),
de esta solucion madre se tomaron 100uL + 900 yL MHB, para obtener la
misma concentracion de las muestras a probar. Este tratamiento se realizd
en base a la concentracion inicial de los antibidticos de referencia y a la
concentracion final requerida en cada pozo por medio de diluciones dobles
seriadas.

% Control negativo. Crecimiento de la cepa.

Bioensayo Para realizar este procedimiento se agrego en todos los pozos 100 pL
de caldo MHB estéril y 100 yL del antibiético o de la muestra a probar. Esta
distribucion de antibidticos o de extracto a evaluar se deposité en cada uno de los
pocillos de la columna 1 (A-D). Una vez obtenido el volumen final de 200 uL de todos

los pozos de la columna 1 con la ayuda de una micropipeta multicanal se trasfieren
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100 pl sucesivamente a los siguientes pozos para obtener una serie decreciente de
concentraciones para cada pozo con mayor precision y reproducibilidad. Una vez
realizado este paso se agregaron a todos los pozos 100 pL de la solucion bacteriana

ajustada. El volumen final de cada pozo es de 200 pL.

Una vez estandarizada la técnica, se determind la CMI de los extractos crudos

activos. Para ello se realizé el mismo tratamiento anteriormente descrito.

Las placas se mantuvieron en un cuarto de incubacion a 37°C para su conservacion
por un tiempo de 24 horas, una vez ocurrido este tiempo se realizé la lectura de los
resultados. De manera visual se observo el crecimiento microbiano en cada pozo, y

se comparo con las tablas establecidas en el protocolo CLSI.

7.3 ENSAYO DE TOXICIDAD EN EMBRIONES DE PEZ CEBRA

La evaluacion in vivo de la citotoxicidad de los metabolitos secundarios en
embriones de un organismo modelo como lo es el pez cebra (Danio rerio), es de
gran importancia para estudios preclinicos. Este bioensayo presenta distintas
ventajas como es el corto periodo de su ciclo reproductivo, ademas de ser una
especie que no requiere de mantenimiento exigente, y mantiene una densidad alta
de produccién de embriones lo que facilita el acceso a la sencilla administracion de
diversos compuestos. Ademas de proveer datos estadisticamente significativos.
Adicionalmente debido a que los embriones son transparentes permiten de manera
visual evaluar todo el proceso de manipulacién y el desarrollo en cada etapa de
crecimiento del mismo.*° Los 4 puntos indicadores para poder observar el efecto
letal son a) coagulacion de los embriones fertilizados b) falta de formacién de la
somita c) falta de desprendimiento de la cola desde el saco vitelino d) pérdida del

ritmo cardiaco.

Generacion de embriones de pez cebra Los embriones para la realizacion del
ensayo fueron proporcionados por el grupo de trabajo de la Dra. Fuentes Rodriguez
Gabriela, a partir de peces cebras wild type. Durante todo el periodo de trabajo se
alimenté con Artemia salina a los progenitores para aumentar la masa corporal

principalmente de la madre y asi inducir el procedimiento de apareamiento el cual
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se realizd una noche previa para la obtencion aproximada de 300 embriones; para
su colecta se realizd6 un procedimiento de absorcién con la ayuda de un sifon;
posteriormente se lleva a cabo la seleccion de los embriones con posibilidad de ser
fecundados mediante la observacién macroscépica, todos aquellos que presentan

una coloracién blanquecina fueron excluidos.

Preparacion de las muestras Para la evaluacién de los extractos crudos o
fracciones obtenidas primero se establecidé la solubilidad en agua de los
compuestos. Para ello se pes6é 5 mg/0.5mL de agua, para la obtencion de la solucién
stock con una concentracién de 10 mg/mL, de esta solucién se realizaron 5
diluciones seriadas tomando 200uL de cada una con medio E1 con un rango de
trabajo de 10-0.001 mg/mL.

¢+ Control positivo: 100 uL de Colchicina en un rango de concentraciones de
10-0.001 mg/mL
¢+ Control negativo: 100 pL de medio E1

Bioensayo Para la dispensacion de la placa del ensayo de toxicidad en embriones
de pez (FET en inglés) se procedié a colocar 96 embriones transparentes en cada
uno de los pozos de la microplaca de fondo plano. Adicionando 100 uL de medio
E1, 100 pL de cada solucién a evaluar. En tres pozos se coloco la concentracion

maxima de cada extracto crudo a probar.

Las placas fueron colocadas en el cuarto de incubacion perteneciente al
departamento de eco toxicologia que mantiene la temperatura a 28 °C con

recirculacion de aire.

Determinacion de la concentracion Letal (DLso) Se determind mediante el
programa estadistico computarizado PROBIT (software suministrado por la US

Enviromental Protection Agency EPA) con limites de confianza del 95%.

Cada microplaca se evalué cada 24 horas hasta cumplirse las 72 horas, tomando

en cuenta la mortalidad, edemas y/o deformidades.
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7.4 ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA POR EL METODO DE SUBCULTIVOS.

Para el analisis de la actividad antiparasitaria de los extractos o fracciones activas

se siguio el método de subcultivos siguiendo la técnica propuesta por Cedillo et al.>*

Preparacion de la muestra: Se tomaron 10 mg de cada fraccion a analizar y a cada
una se adicioné 1mL de agua destilada nombrada como solucion madre, de esta se
realizaron diluciones hasta obtener cuatro concentraciones con rango de trabajo de
10-0.5ug/mL.

% Control positivo: nitazoxanida, diluido en DMSO

% Control negativo: Trofozoitos en medio libre y control del solvente DMSO

Preparacion de los trofozoitos los trofozoitos de E. histolytica, G. intestinalisy T.
vaginalis se emplearon para determinar la actividad antiparasitaria de los extractos
de los microorganismos. Las cepas se mantuvieron en condiciones axénicas a

37°C en medio TY1-S-33 suplementado con suero de ternera y bilis bovina al 10%

Bioensayo Se incubaron los trofozoitos de cada una de las cepas en tubos
Eppendorf (4 x 10*de la cepa de G.intestinalis, 6 x 103 de E. histolytica y finalmente
6 x 103 de T. vaginalis) 37°C por 48 horas con los extractos a evaluar. Una vez
pasadas las 48h se inocularon 50 uL de los trofozoitos tratados en medio fresco (sin
extracto) e incubaron en las mismas condiciones. Finalizado este periodo se
determiné el numero de organismos que presentaron resistencia a la muestra
empleando la cdmara Neubauer. Se calculé la concentracion letal del 50% de la

poblacién (CLso) mediante el software Probit version 1.5
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

El seguimiento de la estrategia metodoldgica antes descrita se discutirda en dos
partes para una mejor comprension: la primera abarca el aislamiento de los
microorganismos, y la evaluacion con las distintas pruebas biolégicas. En la
segunda parte se describen todos los aspectos relacionados con los estudios

espectromeétricos y espectroscépicos (estudios de dereplicacion).

PRIMER PARTE

8.1 IDENTIDAD BACTERIANA

A partir de las 16 cepas identificadas por el grupo de colaboradores de la Dra.
Alejandra Prieto Davo se eligieron tres cepas identificadas como (6, 29,13) debido
a que estas presentaron actividad inhibitoria frente a otras cepas de
microorganismos Tabla 7; por lo tanto fue un indicador de que los extractos

organicos serian posibles mezclas de compuestos bioactivos.

Esta premisa permitio realizar la confirmacion de su identidad de manera rapida

mediante la realizacion de Tincion de Gram.

Todas las bacterias otorgadas presentaron las caracteristicas microscopicas
necesarias para clasificarlos como bacterias Gram positivas, ademas en el caso del
Actinomiceto (13) que fue sembrado en caja Petri con medio A1 crecié con

caracteristicas macroscoépicas de hongo.

8.2 ESCALAMIENTO DEL MEDIO DE CULTIVO

El crecimiento que presentaron las cepas pertenecientes al género Bacillus: Bacillus
subtilis (6) y Bacillus licheniformis (29), inicamente presentaron turbidez en el medio
de fermentacion tanto a pequena como a gran escala, en cambio en el medio de
cultivo perteneciente a Streptomyces rubrogriseus 13 se formaron agregados
esféricos a los tres dias en el caldo nutritivo; conservando dichas estructuras con
una gran cantidad de biomasa, debido al tiempo determinado de acuerdo a la

metodologia inciso 6.3.
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Las tres cepas mostraron morfologia y coloracion uniforme al realizar nuevamente
la tincion de Gram de cada uno de los medios de fermentacion, tomando la asada

del medio de cultivo en escala mayor

CEPA INHIBITORIA CEPA INHIBIDA
Bacillus subtilis  (6) Streptomyces griseorubens
Streptomyces sp.

Streptomyces piloviolofuscus

Bacillus licheniformis  (29) Strepfomyces sp

Dietzia timorensis

Streptomyces acrimycini

Streptomyces sp.

Streptomyces rubrogriseus

Streptomyces rubrogriseus  (13) Bacillus subfilis

Streptomyces griseorubens

Streptomyces sp.

Tabla 7. Microorganismos seleccionados de la base de datos del laboratorio de

productos naturales debido a sus propiedades inhibitorias.
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8.3 GENERACION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Una vez transcurrido el tiempo de fermentacién de todas las especies bacterianas
aisladas y presentando caracteristicas de un medio axénico, se obtuvieron los 9
extractos organicos correspondientes mediante un proceso de particion liquido-
liquido y maceracion de acuerdo al procedimiento que se indica en el proceso inciso
6.4. Dichos extractos fueron llevados a sequedad de los cuales se obtuvieron los
pesos indicados en la Tabla 8. Enseguida cada extracto crudo fue evaluado
mediante el ensayo de letalidad en A. salina para determinar su potencial citotoxico,

asi como de las fracciones obtenidas del fraccionamiento en fase sélida. Tabla 8
Los resultados que se muestran en la Tabla 8 permiten analizar lo siguiente:

En el caso de los extractos obtenidos a partir de Bacillus subtilis no se sometieron
a ninguna otra prueba debido a que perdieron actividad a través del tiempo en un

segundo bioensayo realizado.

Los extractos crudos obtenidos con AcOEt (SG1 a, b, c) correspondientes a cada
una de las cepas mantienen en todos los casos un bajo rendimiento lo que no
permitié llevar a cabo las siguientes pruebas bioldgicas pero fueron activos en el

ensayo de letalidad.

En el caso de la cepa 29 el extracto SG1 b presentdé una mejor actividad contra los
nauplios de A. salina en comparaciéon con el extracto obtenido por maceraciéon SG2
b sin embargo debido a que la cantidad obtenida del extracto proveniente de dicho
procedimiento fue mayor se decidi6 llevar a cabo su fraccionamiento en extraccion
de fase sodlida y en cada una de las fracciones obtenidas de acuerdo al inciso 6.4.1,
posteriormente este extracto perdio la actividad. Adicionalmente en todas las cepas
se obtuvieron altos rendimientos de los extractos crudos obtenidos con
Acetona/MeOH (SG2 a, b, c, clp)

Durante la formacion del pellet celular proveniente de la cepa 13 y al momento de
filtrar se formaron capas con diferente textura y tonalidad por lo que se decidio
separar en: (SG2 ¢, SG2 clp), en ambos casos se obtuvo una excelente cantidad

de muestra para trabajarla en las siguientes pruebas biologicas.
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En el caso de SG2 c1p fue la fase precipitante que presentd una excelente actividad
en el ensayo de letalidad en A. salina, [0.758 ug/mL del extracto crudo y 244.521
pg/mL de la fraccion 80:20] incluso se mantuvo hasta el fraccionamiento por EFS;
siendo la fraccion F4 candidata para la determinacion e identificacion de metabolitos
bioactivos aunque en el segundo bioensayo de letalidad mostré una disminucion
significativa de la actividad, debido a que es comun en los PNMM encontrar
mecanismos sinérgicos o que alguno de los compuestos activos sean inactivados
por contaminacion o degradacion por la presencia de otras comunidades
bacterianas.
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PESO
CLsoen
S RS PESO SECO |CLsoen A. salina| SECO A
(ug/mL) SEFS
(mg) (mg) (Mg/mL)
Bacillus subtilis
SG1 a 14.7 201.36
SG2 a 27.6 195.044
Bacillus licheniformis
SG1 b 13.7 135.914
SG2 b 95.7 228.324 F1 3.2 >10000
F2 2.4 >10000
F3 29 >10000
F4 3.7 >10000
F5 1.8 >10000
Strepfomyces rubrogriseus
SG2 ¢ 6.4 > 10000
SG2c 82.5 > 10000
SG2 clp 440.2 >10000
>10000
>10000

Tabla 8. Resultados de la evaluacion biolégica en A. salina y rendimientos de

extractos crudo y fracciones obtenidas por EFS
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8.4 CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA

Al realizar esta prueba se realizd6 en primera instancia la estandarizacion de la
metodologia la cual correspondié adecuadamente con lo descrito en el protocolo
CLSI.

Para el ajuste de la microdilucion en caldo, se utilizaron 12 concentraciones de los
antibiéticos de referencia teniendo un rango de trabajo de 256-0.125 pg/mL,
procedimiento realizado bajo condiciones de asepsia inciso 7.2. Con respecto a la
concentracion del inéculo bacteriano utilizado se contaron 16-18 colonias. No se
observé contaminacion. La interpretacion se basé en la observacion de la
microplaca y se compard con tablas del protocolo (Tabla 9) obteniendo los

resultados que se especifican en la estandarizacién del método.

CMI de la Kanamicina (ug/mL)

Microorganismo ATCC | Valor Real | Valor Observado
Enterococcus faecallis | 29212 16-64 64
Escherichia coli 11775 1-4 2

CMI de la Gentamicina (ug/mL)
Enterococcus faecalis | 29212 4-16 8
Escherichia coli 11775 1-0.25 1

Tabla 9. CMI de antibidticos de referencia frente a cepas ATCC

El extracto crudo SG2 clp, y sus fracciones correspondientes (F1-F5) fueron
sometidos a la prueba de susceptibilidad microbiana, presentando uUnicamente
transparencia en la concentracién de 256 pg/mL, para Enterococcus faecalis y

Escherichia coli.
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8.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL EN EMBRIONES DE
PEZ CEBRA

Se colocd el mismo extracto crudo y sus respectivas fracciones de acuerdo al
procedimiento indicado en el inciso 7.3. Una vez transcurridas 72 horas se
determind CLso obteniendo los resultados de la Tabla 10, ademas se llevo a cabo
la toma de fotografias en una camara Fisher Scientific acoplada a un microscopio

Micromaster® a un aumento de 40x.

EXTRACTO CRUDO ClLso
SG2 clp 0.439 mg/mL

F1 >10

F2 >10

F3 >10

F4 >10

F5 >10

Tabla 10. CLso del extracto SG 2 c1p de Streptomyces rubrogriseus y sus

fracciones.

De acuerdo a Schulte y Nagel 5252 el siguiente cuadro muestra los puntos clave a
observar para evaluar toxicidad y teratogenicidad que puedan presentar las

sustancias a probar a través del tiempo.

Puntos toxicoldgicos tiempo de exposicion
8 hrs |24 hrs | 72 hrs
Coagulacién o o o
Sin separacion de la cola o o
Sin somita 3 .
Sin latido o
[ )



En el caso de los controles positivos a las 8 horas presentaron el color blanquecino

caracteristico de embriones no viables. A pesar de que no se observo un efecto letal

en alguna de las concentraciones de trabajo, se presenté una buena actividad del

extracto crudo [0.439 mg/ml ]. Adicional a esto, en varios embriones se logro

observar cierto retraso en el desarrollo o defectos en algunos de ellos. Tabla 11

Control +

1.0(mg/mL)

0.1(mg/mL)

0.01(mg/mL)

——
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Control - 0.001 (mg/mL) 0.001 (mg/mL) 0.0001(mg/mL)

Tabla 11. Fotografias de embriones observados a las 72 hrs.

8.6 PRUEBA DE SUBCULTIVOS DE LA FRACCION SG 2 c1p F4 80:20

Todas las fracciones activas en el bioensayo de Letalidad en A. salina resultaron
inactivas a la concentracion mas alta probada (10 ug/mL). Por lo anterior, las tres
bacterias evaluadas no presentan actividad antiparasitaria contra Entamoeba

histolytica, Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis.
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SEGUNDA PARTE

8.7 DETERMINACION DEL PERFIL CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS
CRUDOS Y FRACCIONES

El analisis de los extractos crudos y fracciones por CCF (Figura 8) revel6 que los
extractos tienen perfiles muy complejos. Los compuestos que se lograron extraer a
partir de los tres medios de cultivo; realizando tanto la maceracion como para
particion liquido-liquido, son altamente polares y por dicha caracteristica la
separacién en placas de fase normal fue muy complicada. El color violeta dado por
la ninhidrina da un indicio de las caracteristicas quimicas de los compuestos alli
presentes, siendo la mayoria de naturaleza peptidica o bien con un grupo amino

primario.

Figura 8. 1) Cromatoplaca de extracto crudo y fracciones de Bacillus
licheniformis CHCI3:MeOH 6:4 2) Cromatoplacas del extracto crudo y
fracciones de Streptomyces rubrogriseus CHCI3:MEOH:H20 6:4:2, usando

como revelador ninhidrina.
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8.8 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR)
La fraccion 4 80:20 H20:AcCN (SG2 c1p) obtenida por EFS con cartucho C18 fue

llevada a analisis por CLAR por ser la que presenté mayor letalidad contra A. salina

en una concentraciéon de 244.521 ug/mL.

En la Figura 9 se muestra una buena separacion de los compuestos debido al
lavado previo con H20 del extracto crudo, eliminado las sales, que constituyen el
mayor porcentaje de moléculas presentes en los extractos obtenidos de fuentes
marinas. En la fase estacionaria que se encuentra empacada en la columna de fase
reversa, quedan retenidos aquellos analitos no polares o de baja polaridad, lo que
hace que los compuestos de mayor polaridad tengan una mayor afinidad por la fase
movil. Por ende, son detectados a tiempo de retencion menor, lo que indica que los
analitos presentes en esta muestra presentan una baja polaridad que se corrobora

con lo observado en la CCF.

Figura 9- Cromatograma de la fraccion SG2 c1p F4
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8.9 ESTUDIOS DE DEREPLICACION

A fin de determinar si la actividad biolégica de la fraccidn activa (SG2 c1p F4) era
causada por la presencia de compuestos ya reportados, se procedio a inyectar esta
fraccion en el sistema Synap G2 de Waters (CL-EMAR). El cromatograma obtenido

se presenta en la Figura 10.

Figura 10- Cromatograma de la fraccion SG2 c1p F4 analizada mediante CL-EM en

fase reversa.

Cada senal obtenida fue caracterizada por el detector de masas de alta resolucién
Figura 11, de tal forma que cada I6n Molecular [M+] de cada sefal se busco en el
Diccionario de Productos Naturales Marinos. La busqueda realizada revel6 que la
actividad biolégica es ejercida por la Piericidina A1 (415.2795 [M+] experimental;
mientras que se obtuvo un valor calculado de 415.2527 la cual eluye con un tr de
17.3min) y cuyo espectro de masas se presenta en la Figura 12. La confirmacion
de la estructura se realizé mediante los fragmentos presentes en el espectro de

masas, y que concuerda con lo reportado.>
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En el espectro de masas aparecen mas fragmentos, pero es importante recordar
que es una mezcla de compuestos, y que se encuentran otros compuestos con la

misma polaridad.

Figura 11. Cromatograma con los pesos moleculares identificados mediante el

programa Masslynx
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HO Piercidin A4, Co5H37NO,

OH  [M]+ 415.2795 (calc); 415.2573 (Exp)

(M]+

O

[M-CH3]+

[M-Cad_lin]+ Q

Figura 12. Espectro de Masas de la Piericidina A1 (2-(10-hydroxy-3,7,9,11-
tetramethyl-2,4,7,11-tridecatetraenyl)-5,6-dimethoxy-3-methyl-4-pyridinol)

encontrada en el extracto bioactivo. El espectro fue generado con el programa
Maxent3, dentro del software Masslynx. [M-cad_linear] y corresponde al fragmento

de la a-piridinona sin la cadena lineal.

La Piericidina A1 pertenece a una familia de antibi6ticos derivados de la a-piridinona
que se han aislado de varias especies de Streptomyces tanto terrestres como
marinas. Debido a su alta similitud con la ubiquinona, la piericidina A1 es un potente
inhibidor del Complejo NADH-Ubiquinona oxidoreductasa. Ademas de la actividad
antibidtica e insecticida, se ha descrito que presenta actividad anti-cancerigena.
Inclusive se ha aislado de una cepa de Streptomyces de aguas profundas

(Streptomyces sp. SCSIO 03032) de la cual se aislé todo el complejo enzimatico.>
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IX. CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

Se confirmo la pureza e identidad bacteriana de las tres cepas, siendo éstas

pertenecientes al grupo de bacterias Gram positivas.

La evaluacion bioldgica de los extractos organicos preparados a partir de los
diferentes aislamientos utilizando como monitoreo primordial el ensayo de
citotoxicidad en Artemia salina, permitié la seleccidn de una cepa bacteriana

como posible productora de moléculas con actividad antiparasitaria.

Tanto las fracciones como el extracto crudo SG2 c1p presentaron actividad

a la concentraciéon de 256 pug/mL, como concentracion minima inhibitoria.

El extracto crudo de Streptomyces rubrogriseus presento citotoxicidad en
embriones de pez cebra [DL50=0.439 mg/mL], probablemente sea un efecto
sinérgico, dado que la separacion de esta fraccion por C18 llevé a fracciones

no activas en el bioensayo.

La separacion por SEFS en fase reversa llevo a la fraccion F4 (H20:AcCN
80:20) que resulté activa en la evaluacion con A.salina y con efecto
antimicrobiano, sin embargo, no fue activa en el ensayo de actividad

antiparasitaria por el método de subcultivos.

El fraccionamiento del extracto total obtenido a partir de la especie
Streptomyces rubrogriseus permitié la identificacién de la Piericidina A1 (2-
(10-hydroxy-3,7,9,11-tetramethyl-2,4,7,11-tridecatetraenyl)-5,6-dimethoxy-3-

methyl-4-pyridinol) como la probable molécula responsable de la actividad.
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>

X.PERSPECTIVAS

Realizar muestreos a mayor profundidad tanto de sedimentos como de la
columna de agua, con el fin de comparar la cantidad y tipo de metabolitos

secundarios que puedan generar los microorganismos marinos.

Realizar la investigacion quimica para la elucidacion estructural de las a-
piridinonas detectadas en Streptomyces, generando mayor cantidad de

biomasa.

Preparar derivados de los compuestos obtenidos con la finalidad de mejorar

la actividad antiparasitaria.
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