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RESUMEN

En afios recientes, la resistencia de agentes patdégenos hacia los
antibioticos comerciales ha ido aumentando considerablemente, y con
ello, la busqueda de nuevos compuestos que puedan representar una
alternativa terapéutica se ha convertido en tema de investigacién de
vanguardia. Los productos naturales derivados del océano son una fuente
prometedora en la busqueda de dichas alternativas, al poseer estructuras
quimicas diferentes e innovadoras con respecto a sus similares aisladas
del medio terrestre. Las bacterias marinas, en especial el grupo de los
actinomicetos (Clase Actinobacteria, Orden Actinomycetales), se han
convertido en un grupo estratégico a evaluar debido al aislamiento exitoso
de compuestos bioactivos, los cuales han presentado interesantes
actividades antibacterianas, antitumorales, antifungicas y antivirales, solo

por mencionar algunas.

Los actinomicetos son los principales microorganismos productores de
antibioticos comercialmente importantes. La exploracién de los
sedimentos marinos en busca de nuevas especies de estas bacterias que
sinteticen nuevos metabolitos secundarios ha dotado a los investigadores
de compuestos prometedores con fuertes actividades bioldgicas contra un
amplio tipo de enfermedades. Debido a que el océano cubre el 70% de
nuestro planeta, la busqueda de actinomicetos marinos con potencial de
producciéon de nuevos metabolitos secundarios se ha convertido en una
estrategia prometedora para el descubrimiento de farmacos. La
exploracién biolégica de las costas mexicanas en busqueda de
actinomicetos es muy reciente y su evaluacion como fuente de productos
naturales marinos es escasa. Este trabajo de investigacion se realizd a
partir del estudio de actinomicetos aislados previamente en el grupo de
trabajo para estudiar el potencial de actividad bioldgica que tienen los

compuestos producidos por los mismos.
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Para el proyecto de investigacion de esta tesis, primeramente, se realizo
un tamizado de bioactividad primario de 31 actinomicetos en coleccion, el
cual consistio en confrontar los actinomicetos aislados entre si. De este
primer cribado se seleccionaron 6 cepas con posible actividad bioldgica,
de las cuales se obtuvieron los extractos crudos usando acetato de etilo y
se determind su actividad antibacteriana contra cepas patdgenas
(Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus faecalis ATCC 29212 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), mediante la prueba modificada

de difusién en disco de Kirby-Bauer.

Para el descubrimiento de nuevos farmacos, es de gran relevancia realizar
el estudio de la actividad citotoxica de los extractos, ya sea para dirigir
estudios hacia compuestos anticancerigenos, plaguicidas o
antiparasitarios o para evaluar, las posibles complicaciones que podrian
presentarse durante su uso en el ser humano u otros seres vivos. Para
evaluar tal efecto, se determind la ClLsp de cada extracto obtenido

mediante el bioensayo de letalidad usando al crustaceo Artemia salina.

Se obtuvieron extractos crudos de actinomicetos marinos con posible
actividad antibacteriana contra bacterias patégenas como Pseudomonas
aeruginosa, donde solo 2 cepas de las 31 cepas estudiadas (6.45%)
mostraron actividad contra esta bacteria. Del extracto crudo de acetato
de etilo de la cepa numero 15, se obtuvo una CLsp =10.3359 ug/mL contra

Artemia salina.

Palabras clave: Actinomicetos marinos, metabolitos secundarios, actividad

bioldgica, actividad citotdxica, actividad antibacteriana.



1. INTRODUCCION
Se estima que hay mas de 10 millones de especies en los ambientes marinos,
de las cuales, mas del 60% son desconocidas (Knight et al., 2003), convirtiendo
al mar en un entorno inexplorado para el estudio de la diversidad microbiana,
pudiendo ésta ser mayor comparada con los ambientes terrestres (Lam, 2006;
Sharma et al., 2019).

Dentro del grupo de las bacterias marinas de importancia biotecnoldgica, se
encuentran los actinomicetos, reconocidos desde hace varios anos, por su alta
produccion de metabolitos secundarios (productos naturales) con actividades
bioldgicas notables (antibacterianos, anticancerigenos, inmunosupresores,
antifungicos, antiinflamatorios, antivirales, antitumorales, antioxidantes, solo
por mencionar algunos ejemplos). Estos metabolitos secundarios han recibido
una atencion importante en la actualidad, gracias a su diversidad estructural y
actividades bioldgicas sobresalientes (Lam, 2006; Nair et al., 2020). Subramani
y Sipkema (2019), informaron que, de los 500,000 compuestos naturales
reportados en todo el mundo, a partir de fuentes bioldgicas, aproximadamente
70,000 son compuestos derivados de microorganismos (tanto de bacterias

como de hongos), donde el 29% se deriva de actinomicetos.

Se han aislado actinomicetos marinos a lo largo y ancho de los océanos, en
lugares como zonas intermareales, estuarios, agua marina, animales, plantas,
en simbiosis con distintos invertebrados y en sedimentos marinos. Estos
ultimos brindan areas de oportunidad para el aislamiento de actinomicetos
desconocidos que pueden producir metabolitos secundarios bioactivos (Knight
et al., 2003), debido a que las condiciones ambientales (altas presiones,
temperaturas altas, pHs bajos, alta salinidad, entre otros) marinas son
diferentes a las terrestres, se infiere que los actinomicetos marinos sintetizan
diferentes compuestos a los de sus congéneres terrestres. Ademas, la tasa de
descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios aislados de actinomicetos
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marinos ha superado en mucho a la de sus contrapartes terrestres (Lam, 2006;
Bhatnagar et al.,2010).

El mar es un entorno microbiolégico muy complejo con 10® UFC por ml en el
agua de mar y 10° UFC por ml en los sedimentos del fondo del océano (Fenical
y Jensen, 2006). Se estima que en los sedimentos marinos hay una biomasa
bacteriana que es equivalente alrededor del 10% de la biésfera marina (Bull et
al., 2000). Los sedimentos costeros de la Peninsula de Yucatan han sido poco
estudiados, y por tal motivo estos podrian ser una fuente de nuevos
actinomicetos marinos, productores de productos naturales bioactivos todavia
desconocidos que se pueden cultivar y mantener en condiciones de laboratorio,

trabajo que inicio en el grupo de investigacion Parera-Valadez et al., (2019).

Alrededor del 83% de los sedimentos marinos se encuentran a mas de 1000 m
por debajo del nivel del mar. Los ambientes de aguas profundas se dividen en
tres zonas: el batial (rango de profundidad entre 200 y 2000 m), el abisal
(profundidad de 2000 a 6000 m) y el hadal (profundidad mayor a los 6000 m),
siendo estas dos Ultimas, las zonas mayormente inexploradas (Subramani y
Sipkema, 2019). Después de los 300 metros, se ha encontrado una alta
biodiversidad, aunque aun no han sido aisladas en laboratorio, calculdndose
que alrededor del 95% de estas especies no estan aun identificadas y en su
gran parte estan consideradas como especies nuevas (Subramani y Sipkema,
2019).

Por lo anteriormente expuesto, este proyecto se centra en la evaluacion de la
posible actividad bioldgica antibacteriana y citotoxica de extractos organicos de
actinomicetos aislados de sedimentos marinos de la Peninsula de Yucatan. El
descubrimiento de cepas de actinomicetos marinos que produzcan compuestos
con actividad antibacteriana contra cepas patégenas humanas y/o
multirresistentes, podrian utilizarse en un futuro préximo para producir un
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farmaco para combatir a aquellos padecimientos que todavia no cuentan con
una terapia efectiva u ofrecer una alternativa para aquellas enfermedades en
donde el tratamiento disponible ha perdido efectividad (generacion de
resistencia). De la misma manera, la evaluacién de cepas de actinomicetos
marinos que sinteticen compuestos bioactivos con actividad citotoxica pueden

ser la fuente para desarrollar nuevos farmacos para la lucha contra el cancer.

ANTECEDENTES

2.1 Productos naturales

Todos los seres vivos son el resultado de un mundo de reacciones quimicas, las
cuales producen dos tipos de metabolitos que son clasificados de acuerdo con
su relevancia en el organismo. Los compuestos que son esenciales para el
mantenimiento de la vida son denominados metabolitos primario, los cuales
sirven para la construccién de estructuras mas compleja como son los
aminoacidos, acidos nucleicos, lipidos y carbohidratos. Estos compuestos son
necesarios para la formacion de estructuras celulares mas complejas
(Gudbjarnason, 1999).

Los metabolitos secundarios son aquellos compuestos que no son esenciales
para la vida y no se producen todo el tiempo, son producidos durante la idiofase
del crecimiento microbiano y ejercen un efecto sobre los otros seres vivos y
proceden de un metabolito primario (Lyla et al., 2006; Buchanan et al., 2015);
adicionalmente sirven para diversas funciones de supervivencia en la
naturaleza (Demain et al., 1995). No estdn asociados concretamente con el
crecimiento normal de un organismo, la mejora o la propagacion de este (Selim
et al., 2021). Los terpenoides, alcaloides, policétidos, péptidos, derivados del
acido shikimico y esteroides, entre otros, son solo algunos ejemplos de grupos

guimicos que fungen como metabolitos secundarios (Simmons et al., 2005).



La sintesis de metabolitos secundarios esta relacionado a algunos elementos
fisicoguimicos tales como la cantidad de oxigeno disponible, el suministro de
nutrientes, la temperatura y el pH (Olano et al., 2008; Bhatnagar et al., 2010).
Del mismo modo, se ha mencionado que los antibiéticos son metabolitos
secundarios producidos por microorganismos como mecanismos de defensa
frente a formas de vida coexistentes o depredadores ambientales (Singh et al.,
2006). Como resultado de esta gran competencia, la mayoria de las especies
marinas han establecido medios quimicos para defenderse de la depredacién,
asi como para protegerse del desarrollo excesivo de especies competidoras
(Simmons et al., 2005).

El término acufiado como “producto natural” para el caso de este estudio se

refiere también a los metabolitos secundarios.

2.2 Caracteristicas generales y adaptativas de los actinomicetos
Hasta el ano 2016, el filo Actinobacteria, es representado por 6 clases, 18
ordenes, 14 subdrdenes, 63 familias y 374 géneros (Subramani et al., 2019),
con un genoma lineal el cual se caracterizan por su alto contenido de guanina
y citosina (mas del 60%) (Chen et al., 2021), su capacidad de esporulacion les
permite vivir tanto en ambientes terrestres como en marinos (Poosarla et al.,
2013).

Crecen de manera lenta y forman micelio aéreo (Sarika, et al., 2021) vy,
adicionalmente, su versatilidad metabdlica les permite sobrevivir en una
extensa variedad de tipos de suelos (Farda, et al., 2022). Cabe destacar que,
del género que mas se obtienen metabolitos secundarios es Streptomyces en
el filo Actibacteria (Selim et al., 2021), con mas del 70% de los principios
activos aislados (Ibnouf et al., 2022). Por tal motivo, este género se ha vuelto
en el objetivo de estudio mas promisorio gracias a su ubicuidad, capacidad de
supervivencia y versatilidad metabdlica (Farda et al., 2022).
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Por tradicion, los actinomicetos estuvieron clasificados entre la frontera de
hongos y bacterias, debido a que muchas de sus especies forman micelio y se
reproducen por esporulacion. Sin embargo, los actinomicetos poseen un
cromosoma que se organiza en un nucleoide procariota y una pared celular de
peptidoglicano (Barka, et al., 2016). No obstante, en algunas especies los
cromosomas son de forma circular. Otras poseen megaplasmidos lineales que
codifican metabolitos secundarios o vias de degradacion alternativas, mientras
que algunas especies como bifidobacterias, corinebacterias, micobacterias y

propionibacterias contienen genomas pequefios (Tischler et al., 2019).

En los océanos, los actinomicetos pueden vivir en forma libre en el agua,
algunos otros en sedimentos marinos y otros fungen como enddfitos en otras
formas de vida marina (Chen et al., 2021). Por otra parte, los actinomicetos
comprenden el 10% del total de bacterias que colonizan los agregados marinos
(Sirisha et al., 2013). Adicionalmente, estos organismos juegan un rol
fundamental en el reciclaje y degradacidon de la materia organica tanto en la
superficie terrestre como en los océanos (Sharma et al., 2021). Esto podria
deberse a que los actinomicetos secretan una gran variedad de enzimas

extracelulares como quitinasas, ligninasas y pectinasas (Sharma et al., 2019).

Cabe mencionar, que es posible que, al igual que sus contrapartes terrestres,
los actinomicetos marinos intervengan en la degradacién de materiales
organicos recalcitrantes tales como la quitina, el cual es un biopolimero

especialmente abundante en las aguas marinas (Jensen et al., 2005).

Igualmente, se ha observado que los actinomicetos contienen la maquinaria
enzimatica necesarias para la degradacidon de la biomasa vegetal, comparado
con otros tipos bacteriano. Asimismo, los actinomicetos de vida libre

promueven al ciclo del carbono en entornos enriquecidos con material vegetal
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en descomposicion. También, algunos actinomicetos tienen la facultad para

degradar hidrocarburos y contaminantes organicos (Lewin et al., 2016).

2.3 Los actinomicetos marinos como fuente importante de productos
naturales.

Debido a que los actinomicetos marinos habitan lugares con una alta densidad
poblacional, donde la competencia por los recursos, tales como los nutrientes,
es intensa, han desarrollado una alta gama de metabolitos Unicos utilizados
para su defensa, comunicacion y reproduccion. No es raro pensar que estos
mismos metabolitos puedan interactuar con receptores y enzimas implicados
en enfermedades en los seres humanos (Bull et al., 2007). Adicionalmente, se
han descubierto nuevos taxones de actinomicetos marinos y algunos sintetizan
una diversidad quimica que no se observa en los actinomicetos terrestres
(Baltz, 2008).

Gracias a la alta concentracion de iones de cloruro y bromo en el agua de los
océanos, los actinomicetos marinos pueden producir mas compuestos
halogenados que sus contrapartes terrestres. Asimismo, la mayoria de los
compuestos halogenados aislados de actinomicetos marinos, han manifestado
propiedades actividades bioldgicas antibacterianas y anticancerigenas (Wang et
al., 2021). Aunado es esto la mayor parte de la diversidad microbiana de
nuestro planeta se halla en los océanos, la cual contiene una cuantiosa cantidad

de sustancias con propiedades bioactivas (Bhatnagar et al.,2010).

2.4 Antibioticos aislados de actinomicetos marinos.

El surgimiento de bacterias multirresistentes ha impactado en la eficiencia de
los antibidticos, esto demanda una llamada de urgencia en la blsqueda de
nuevos antibidticos. Los microorganismos resistentes a los antibidticos se han
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identificado como un grave problema de salud publica mundial, lo que resulta
en un aumento de la morbilidad, la mortalidad y los costos de atencién médica
(Ezeobiora et al., 2022).

Aproximadamente dos tercios de todos los antibioticos que son utilizados en la
actualidad son productos naturales sintetizados por actinomicetos o, en su caso,
derivan semisintéticamente de los mismos (Mast et al., 2020). Debido a que las
condiciones ambientales de las aguas marinas son considerablemente
diferentes de las condiciones terrestres, los actinomicetos marinos sintetizan
distintas clases de antibidticos (con estructuras y propiedades inusuales
(Poosarla et al., 2013) que los producidos por sus contrapartes terrestres. Por
tal motivo, se han aislado varios antibidticos de actinomicetos marinos, mismo
que son totalmente innovadores y Unicos en comparacion con los terrestres
(Das et al., 2006).

Los actinomicetos son un grupo de bacterias explotadas industrialmente con
fines benéficos, porque producen una extensa variedad de antibioticos de gran
interés para la industria farmacéutica. Las diez clases principales sintetizadas
por actinomicetos son: macrolidos de polieno, macrdlidos de componentes
grandes de tipo oligomicina, antraciclinas de tipo daunomicina, antibiéticos de
poliéter de tipo nigericina, ciclopolilactonas de tipo no actina, aminoglucdsidos,
antraciclinas, estreptotricinas, actinomicinas y  quinoxalina-péptidos
(Subramani y Sipkema., 2019; Algahtani et al., 2022). Se ha obtenido el
registro de mas de 10,000 moléculas antimicrobianas de uso farmacéutico

sintetizados por el orden Actinomycetales (Selim et al., 2021).

La sintesis de antibidticos en cada cepa es distinta, ya que algunas especies
pueden producir un solo tipo de antibidtico, en tanto que otras elaboran una

vasta variedad de antibidticos diversos (Van der Meij et al., 2017).



A continuacion, se presentaran solo algunos compuestos con actividad

antibidtica que se han aislado de diferentes actinomicetos marinos:

La abisomicina C (Figura 1) fue aislada de Verrucosispora maris cepa AB 18-
032 en 2004, obtenida de una muestra de sedimento recolectada en el Mar de
Japén a 300 metros de profundidad. Pertenece a la familia quimica de las
macrolactonas policiclicas, su actividad inhibitoria es causada por una inhibicion
selectiva de la enzima 4-amino-4-desoxicorismato sintasa, que cataliza la
transformacién de corismato en acido para-aminobenzoico, un intermediario en
la via del acido folico (Peters y Fischer, 2006). La abisomicina C posee una alta
actividad antibidtica contra bacterias Gram-positivas, incluyendo cepas

resistentes a la vancomicina (Fiedler, 2021).

CH
HaC @
o
o —
o

CHs
HO

Figura 1. Estructura de la Abisomicina C.

Fuente: Rahman et al., 2010

Los marinopirroles A y B (Figura 2) son dos alcaloides con actividad antibidtica
contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) (Nicolaou et al.,
2011). Fueron obtenidos a partir de una especie marina de Streptomyces cepa
CNQ-418, aislada de sedimento marino cerca de La Jolla, CA, a 51 metros de
profundidad (Hughes et al., 2008).

10



(a) {-)- marinopirrol A X=H

/A ol (b) {-)- marinopirrcl B X =Br
o 4 W
ol o OH
3
\ NH

Figura 2. Estructura de marinopirroles A y B.

Fuente: Rahman et al., 2010

Fenical y colaboradores, en 2006 aislaron 4 marinomicinas (A-D) a partir del
género Marinispora sp. cepa CNQ que se cultivd a partir de una muestra de
sedimento recolectada en las profundidades de la costa de La Jolla en California
(Kwon et al., 2006). De los 4 compuestos quimicos, la marinomicina A (Figura
3) fue la que mostré mas potencia contra Staphlococcus aureus resistente a la
meticilina y Enterococcus faecium resistente a la vancomicina (Kwon et al.,
2006; Evans et al., 2012).

Figura 3. Estructura de marinomicina A.

Fuente: Rahman et al., 2010

En 2010, Asolkar y colaboradores aislaron de sedimentos marinos a Salinispora
arenicola, especie productora de arenimicina (Figura 4), perteneciente a la
familia quimica de las quinonas de benzo[a]naftaceno, la cual muestra una
potente actividad antibacteriana eficaz contra el Staphylococcus aureus

resistente a la rifampicina y la meticilina; adicionalmente exhibe una importante
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actividad antimicrobiana contra los estafilococos resistentes a medicamentos
y otros patdégenos humanos grampositivos. (Asolkar et al., 2010; Subramani y
Aalbersberg, 2012).

I=z

H;C
Row

HO
OCHj,4 CH;

o7 TOCH,

Figura 4. Estructura de arenimicina.

Fuente: Schumacher et al., 2011

2.5 Productos citotoxicos aislados de actinomicetos marinos

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de
las principales causas de muerte en todo el mundo y representé casi 10 millones
de muertes en 2020, es decir, casi una de cada seis muertes. Los tipos de
cancer mas comunes son los de mama, pulmoén, colon y recto y prostata (OMS,
2020). Pese a los enormes avances en el tratamiento de los tumores malignos,
el cancer continla siendo uno de los principales motivos de muerte y un

problema de salud publica a nivel mundial (Ezeobiora et al., 2022).

Debido al aumento de la resistencia a diferentes farmacos quimioterapéuticos,
a la alta toxicidad y a los efectos secundarios asociados a estos, la busqueda
de nuevos farmacos se ha vuelto prioritario. Usualmente, los compuestos
antitumorales para el tratamiento del cancer son obtenidos a partir de fuentes
naturales o de compuestos producidos por modificacion quimica de un producto

natural (farmacos semisintéticos). Los nichos marinos se han vuelto una nueva
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fuente de compuestos con propiedades antitumorales (Olano et al.,2009). Los
actinomicetos que habitan en los sedimentos marinos son un recurso aun sin
explotar para el descubrimiento de compuestos naturales, incluyendo una alta
diversidad de especies que no se han reportado previamente en tierra. Por otra
parte, los ensayos quimicos sobre actinomicetos marinos han generado
numerosos metabolitos secundarios innovadores, que exhiben una amplia

gama de actividad citotéxica contra tumores (Prudhomme et al., 2008).

Los actinomicetos marinos producen varios tipos de compuestos citotdxicos que
actlan como compuestos anticancerigenos (Priyanka, et al.,2019). Estos
compuestos citotéxicos forman parte a diversas categorias estructurales como
antraciclinas, enediinas, indolocarbazoles, isoprenoides, macrélidos, péptidos
no ribosdmicos y otros presentan actividad antitumoral al inducir la apoptosis
a través de la escision del DNA mediada por la inhibicion de la topoisomerasa I
o II, la permeabilizacion de las mitocondrias, la inhibicion de enzimas clave
involucradas en la transduccion de senales como las proteasas o el metabolismo
celular, el ataque a las macromoléculas expresadas por las células cancerosas,
como las que se encuentran en las vias de transduccidn de sefiales oncogénicas
y, en algunos casos, mediante la inhibicion de la angiogénesis inducida por
tumores (Olano et al.,2009; Khalifa et al.,2019).

A continuacién, se presentaran solo algunos compuestos con actividad

citotdxica que se han aislado de diferentes actinomicetos marinos:

Marinomicina A (Figura 3), fue aislada por Fenical y colaboradores en 2006, a
partir del género Marinispora sp. cepa CNQ, mostré una actividad
anticancerigena significativa sobre 60 lineas celulares de cancer con excelente
selectividad contra seis de las ocho lineas celulares de melanoma y una potencia
particular sobre una linea celular de melanoma (Kwon et al., 2006); Evans et
al., 2012).
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Salinosporamida A (Figura 5), fue aislada por Fenical y colaboradores, a partir
de Salinispora sp. cepa CNB-392, obtenida de muestras de sedimentos
recolectados a una profundidad de aproximadamente 1 metro en junio de 1989
cerca de las Bahamas (Feling et al., 2003). Su actividad bioldgica citotdxica
radica en que posee una potente inhibicidn de la proteasoma 20S, provocando
una potente citotoxicidad en células cancerigenas (Feling et al., 2003; Macherla
et al., 2005; Fenical et al., 2009).

Cl
Figura 5. Estructura de salinosporamida A.

Fuente: Fenical et al., 2009

Streptomyces chinaensis AUBN1/7 aislado de muestras de sedimentos marinos
de la Bahia de Bengala, India, produjo un compuesto citotéxico denominado 1-
hidroxi-1-norresistomicina (Figura 6), el cual mostré una alta actividad
citotoxica contra lineas celulares de adenocarcinoma gastrico y carcinoma
hepatico in vitro (Gorajana et al., 2005). Del mismo modo, 1-hidroxi-1-
norresistomicina, trabaja como agente terapéutico potencial para el
tratamiento del cancer de pulmén mediante la supresién de oncogenes y la
expresion de una extensa variedad de genes supresores de tumores
(Ramalingam et al., 2018).
14



OH O OH

Figura 6. Estructura de 1-hidroxi-1-norresistomicina.

Fuente: Gorajana et al., 2005

En 2003, Cho y colaboradores, aislaron un actinomiceto identificado como
Nocardiopsis lucentensis cepa CNR-712 de una muestra de sedimento
recolectado cercano a la isla de Little San Salvador, en las Bahamas. Este
actinomiceto marino tiene la facultad de sintetizar lucentamicinas A-D (Cho et
al.,2007). De las 4 lucetamicinas, las que exhibieron citotoxicidad in vitro contra
lineas celulares de carcinoma de colon humano fueron las lucentamicina A
(Figura 7) y lucentamicina B (Figura 8) (Cho et al., 2007; Olano et al., 2009).
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Figura 8. Estructura de Lucentamicina B.

Fuente: Olano et al., 2009

Arenicolidas A-C (policétidos macrdlidos), fueron obtenidas a partir de
Salinispora arenicola, actinomiceto aislado de una muestra de sedimento
marino recolectado a 20 metros de profundidad cerca de la isla de Guam. De

las 3 arenicolidas, fue la arenicolida A la que exhibid una citotoxicidad moderada
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sobre la linea celular de adenocarcinoma de colon humano HCT-116 (Williams
et al., 2007).

2.6 Planteamiento del problema

Ante la urgente necesidad de nuevos farmacos para tratar las enfermedades,
en particular, nuevas clases de antibiéticos para superar el creciente problema
de la resistencia a los antibiéticos de muchos patdégenos bacterianos, para el
tratamiento de diversos tipos de cancer y enfermedades neurodegenerativas
gue actualmente no pueden ser tratados eficazmente, asi como para atacar las
enfermedades infecciosas, como la malaria y la tuberculosis que carecen de
tratamientos efectivos, la investigacion mundial se ha dado a la tarea de buscar
productos capaces de combatir tales padecimientos (Bhatia y Narain et al.,
2010; Freundlich et al., 2010).

Nos corresponde explorar nuevas fuentes de productos naturales, aislarlos,
pero sobre todo determinar su actividad bioldgica efectiva, para asi en el futuro
poder desarrollar alternativas en el tratamiento de aquellos padecimientos que

hoy en dia aquejan al ser humano.

El mar, fuente natural rica en biodiversidad tanto en animales, plantas y
microorganismos, es donde se ha centrado la busqueda de nuevos compuestos
bioactivos, particularmente en los actinomicetos marinos que, se sabe desde
décadas atras, son una fuente sin competencia en la produccidon de compuestos

con actividades bioldgicas valiosas (Fenical y Jensen, 2006).

2.7 Hipotesis
Si los actinomicetos producen metabolitos secundarios con actividades
bioldgicas, entonces los actinomicetos aislados de sedimentos de la peninsula

de Yucatan podran presentar actividades antibacterianas y citotoxicas.
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2.8

Objetivo general

Identificar la actividad bioldgica de actinomicetos aislados de sedimentos

marinos de diferentes puntos de la Peninsula de Yucatan.

2.9

Objetivos particulares
Identificacién primaria de cepas de actinomicetos productoras de

compuestos con actividad antibacteriana y/o citotéxica.

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos crudos de los
actinomicetos obtenidos en el tamizado primario frente a 3 cepas

bacterianas patdégenas.

Detectar la actividad citotdxica de los extractos crudos y obtener su CLsy,

mediante el ensayo de letalidad en Artemia salina.

Clasificar el nivel de toxicidad de los extractos crudos de acuerdo con el

valor de la CLso obtenida.

3. MATERIALES Y METODOS

Las cepas usadas en este trabajo se obtuvieron a partir del trabajo de maestria

realizado por la Bidloga Marina Yessica Parera Valadez (2014) bajo el siguiente

protocolo:

3.1

Sitios y recoleccion de las muestras de estudio

Se realizaron muestreos desde enero de 2012 hasta marzo de 2013 a lo largo

de la costa de la Peninsula de Yucatan, utilizando el método scuba. Los

sedimentos fueron recolectados en diferentes localidades: Akumal, Banco

Chinchorro, Cancun, Chelém, Celestun, Cozumel, Dzilam de Bravo, Holbox,

Mahahual, La Carbonera, Puerto Morelos y Rio Lagartos (Figura 9).
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Figura 9. Sitios de recoleccion de las muestras de sedimentos marinos

en la Peninsula de Yucatan (Parera-Valadez, 2014).

Las muestras de los sedimentos se obtuvieron a diferentes profundidades entre
2 y 30 m. Las muestras fueron transportadas en refrigeracion a 4 °C hasta ser
procesadas en las instalaciones del Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Productos Naturales Marinos de la Facultad de Quimica, UNAM, Unidad Sisal,

Yucatan.

3.2 Aislamiento y purificacion de cepas

Para la obtencion de cepas, los sedimentos fueron secados en ambiente estéril
dentro de una campana de flujo laminar. Una vez secos, se tomé un poco de
dicho sedimento con una esponja circular, la cual fue “estampada” en forma
circular a lo largo de las cajas Petri con agar Marino y medio de cultivo Al
adicionado con Cicloheximida 10 mg/mL (antifungico) y Gentamicina 10 mg/mL
(antibidtico especifico de bacterias Gram negativas), con la finalidad de
disminuir la cantidad de sedimento en cada presion de la esponja sobre la caja,
a manera de dilucion. Las placas incubaron por una semana a una temperatura

de 26° C (Parera-Valadez, comunicacion personal).
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Una vez observado crecimiento, las cepas fueron analizadas bajo un
estereoscopio y seleccionadas con base en su morfologia colonial. Las cepas
que se consideraron como actinomicetos fueron aisladas en medio de cultivo
A1 utilizando el método de siembra en estria. Para la confirmacion del grupo
Gram, se realizé la prueba de Hidréxido de Potasio (KOH) al 3% para identificar
cepas Gram positivas. Dicho método consiste en colocar una pequefia porcion
de la colonia bacteriana sobre un portaobjetos, posteriormente se le afiade una
gota de KOH con el objetivo de observar un efecto en la viscosidad de la cepa,
las bacterias Gram positivas tienden a diluirse, mientras que las Gram negativas
forman una capa viscosa facilmente detectable (Parera-Valadez, comunicacion

personal).

Figura 10. Estrategia experimental general del proyecto.
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3.3 Confrontacion entre los actinomicetos aislados para el tamizado
primario de actividad bioldgica.
A cada cepa se le asigné un numero determinado (del nimero 1 al numero 31).
Se marcaron las cajas Petri con medio Al y para realizar los respectivos ensayos
se ejecutdé como sigue: con la ayuda de un asa microbioldgica se sembrd un
tercio de caja de la cepa a probar y por estria simple se sembraron otros 5 a 6
actinomicetos diferentes por caja (Figura 11), tratando de que cada
actinomiceto tocara a la cepa a probar. Se invirtieron e incubaron las cajas a
28 °C, revisandolas periddicamente para observar el crecimiento y comprobar
la inhibicidon de éste. La tabla 1 muestra el algoritmo experimental seguido para

este tamizado primario.

Figura 11. Diseiio de la caja para la confrontacion entre actinomicetos

aislados.
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3.4 Obtencion de extractos organicos.

Una vez obtenidos los actinomicetos con posible actividad antibacteriana y/o
actividad citotéxica se le sometid al proceso de extraccién (Figura 12). Se
prepararon 50 mL de medio Al estéril y se inocularon con una asada de la cepa
de interés, se incubd a 28 °C a 120 rpm. Después de 5 dias de crecimiento, se
transfirieron 10 mL de caldo de cultivo a un matraz de 2 litros que contenia 500
mL de medio Al estéril. Se incubé nuevamente a 28 °C a 120 rpm. A los tres
dias de crecimiento se sometid al proceso de extraccion. Se afadieron 300 mL
de acetato de etilo al matraz con el medio de cultivo Al, se mantuvo en
agitacion constante a 120 rpm por 4 horas. Transcurrido el tiempo se filtré la
biomasa y se efectud la extraccidn, se recolectd la fase organica y se concentro
a presion reducida a 25 °C y a 65 rpm. Se determind el peso del extracto y se

refrigerd para su conservaciéon y uso posterior.

/—\ 10 mL

O l Incubacion por 5 dias a Incubacién por 3 dias
28°Cal120rpm a28°Cal20 rpm
300 mL de acetato de
etilo, agitaciéna 120
rpm por 4 horas.

50 mL de medio A1l 500 mL de medio Al

/ 1Y

—\5—

65 rpma 25° C

Determinacion de peso del extracto

Figura 12. Obtencion de extractos organicos de actinomicetos
conseguidos del tamizado primario.
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3.5 Evaluacion de la actividad bioldgica.

3.5.1 Actividad antibacteriana.

Se uso el Protocolo de Kirby-Bauer de difusién con discos modificada con las
cepas de Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, el cual consta del procedimiento
descrito en las secciones 2.5.1.1-2.5.1.7. Este ensayo se dirigio a las cepas que
presentaron algun grado de actividad bacteriana, para evaluar sus propiedades

citotoxicas.

3.5.1.1 Preparacion y estandarizacion de la suspension del indculo.

La turbidez de la suspension de ensayo fue de 0.5 en la escala de Mc Farland
(correspondiente aproximadamente a 1.5 x108 UFC/mL). La suspensién
ajustada se usé dentro de los 15 minutos. Para efectos de este ensayo se usé
la densidad correcta de turbidez mediante la medicién de la absorbancia con un
espectrofotdmetro; en donde la absorbancia a 625 nm debe estar entre 0.08 y

0.13 para el estandar de McFarland 0.5.

3.5.1.2 Suspension directa de la colonia

Se usaron cultivos de 24 horas de edad, se suspendieron las colonias en
solucidn salina estéril, después, ajustar el inoculo equivalente al estandar de
McFarland a 0.5.

3.5.1.3 Preparacion de la Placa de inoculacion

Se permitid que la placa de Agar Mueller-Hinton (MHA) llegara a temperatura
ambiente para que cualquier exceso de humedad se absorbiera dentro del
medio.

Se agitd la suspensidon del microorganismo para asegurarse que estuviera bien

mezclada. Luego, se sumergid un hisopo de algoddén estéril en la suspension
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removiendo el exceso del liquido del hisopo, presionandolo contra la pared del
tubo.

Empezando en la parte superior de la placa MHA se inoculé la superficie con el
hisopo. Se cubrié toda la placa frotando de ida y vuelta de un borde al otro. Se
rotd la placa aproximadamente 60° y se repitidé el procedimiento de frotado. Se
rotd otra vez la placa 60° y se frotd toda la placa por tercera vez (Figura 13).
Esto garantizé que el indculo se haya distribuido homogéneamente. Después
se paso el hisopo por el borde de toda la placa para recoger cualquier exceso
de inoculo que pudo haber sido salpicado cerca del borde. Se dejé la tapa
entreabierta a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos, para que la superficie

del agar se secara.

Figura 13. Inoculacion correcta de la placa.

3.5.1.4 Preparacion de las muestras a ensayar.

El pH del extracto se determind puesto que los microorganismos pueden no ser
capaces de crecer en medios que son excesivamente acidos o basicos, el pH
recomendado debes estar en el intervalo de 6.0 a 8.0 antes de la prueba. Se
pesaron 10 mg del extracto crudo y se disolvieron en 1 mL de metanol estéril,
(concentracion final, 10,000 pg/mL) ésta fue la solucidn Stock. Se realizaron
las diluciones seriadas en un intervalo de concentraciones de 1000 ug/mL a
0.001 ug/mL
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Para facilitar el la identificacidon de cada concentracion del extracto, se le asigné

un numero del 1 al 8 como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Nimero asighado a cada concentracion para realizar el ensayo

de actividad antibacteriana.

Namero Concentracion del extracto
asignado (ng/mL)
10 000
1000

ONOUHLWNE=
=

3.5.1.5 Colocacion de los discos con los extractos a ensayar.

A cada disco previamente esterilizado se les agregd 10 pyL de cada muestra a
extracto de la concentracién 2 a la 8 (concentraciones de 1000 a 0.001 pg/mL),
como control negativo 10 uL de metanol estéril y como control positivo 10 uL
de gentamicina (concentracién Strok de 10 mg/mL). Los discos se dejaron secar
a temperatura ambiente en campana durante 5 minutos (para permitir que el
disolvente se volatilizara). Se colocaron los discos con los extractos crudos en
las placas con medio MH previamente inoculadas, con la ayuda de unas pinzas
previamente flameadas con alcohol. Asi mismo, los controles positivo y
negativo se colocaron en la caja Petri, dejando difundir 2 horas a temperatura
ambiente. Los discos se colocaron a menos de 24 mm (centro a centro) en la

placa de agar MH como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Colocacion correcta de los discos en las placas de prueba.

3.5.1.6 Incubacion de las Placas.
Después de las 2 horas, se invirtieron las placas e incubaron durante 24 horas
a 37°C.

3.5.1.7 Medicion de los halos de inhibicion.
Transcurridas las 24 horas de incubacion se midid el diametro de los halos de

inhibicidon con la ayuda de un vernier y ésta se reportd en mm.

3.5.2 Actividad citotoxica: Letalidad en Artemia salina usando
microplacas.

Uno de los nuevos métodos para determinar la citotoxicidad usando Artemia

salina es el uso de microplacas, el cual arroja resultados comparables a los

obtenidos con el uso de viales y es un procedimiento rapido y econémico.

3.5.2.1 Preparacion de los extractos a ensayar

Se tomaron 10.0 mg del extracto crudo y se disolvieron en 1.0 mL de metanol
(concentracién final 10,000 pg/mL). Partiendo de esta solucién stock, se
realizaron diluciones seriadas, tomando una alicuota de 100 pL y llevando a un
volumen final de 1.0 mL con agua de mar, para generar un intervalo de
concentraciones de 1000 pug/mL a 0.01pg/mL. Como control negativo se usaron

100 puL agua de mar y como control positivo 100 uL de metanol al 100%.
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Las larvas (nauplios) se recogieron con una pipeta Pasteur después de atraer
los organismos a un lado del recipiente con una fuente de luz. Los nauplios se
separaron de los quistes pipeteando 2 o 3 veces en vasos pequefios que

contenian agua de mar.

3.5.2.2 Preparacion de la microplaca

En una microplaca de 96 pozos de fondo plano se adicionaron a cada pozo 100
ML de agua de mar, 100 uL de compuesto a evaluar (concentraciones en
intervalo de 1000 a 0.01 pg/mL), seguido de 100 pL de la soluciéon de nauplios
de A. salina (que tiene contiene de 10 a 20 larvas aproximadamente). Cada
pozo de la microplaca se aford hasta su maximo nivel con agua de mar, los
ensayos de cada compuesto, asi como de los controles se realizaron por
triplicado. Se tapo6 la microplaca e incubd a una temperatura de 28°C con

agitacion constante de 120 rpm durante 24 horas con luz.

3.5.2.3 Conteo de nauplios sobrevivientes y totales.

Transcurrido el tiempo de incubacién, las microplacas fueron examinadas bajo
un microscopio y el niumero de nauplios muertos es contado en cada pocillo. El
total de Artemias fue determinado al adicionar 100 pL de una solucion de yodo-
yoduro. Para calcular los valores de la ClLsp de cada extracto se utilizo el
programa estadistico StatPlus. Y con base en la CLso, clasificar al extracto
obtenido como extremadamente téxico (CLsp< 10 pg/mL), muy téxico (10<
Clso <100), moderadamente téxico (100< CLso <1 000) y no téxico (Clso> 1
000 pg/mL).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
La tabla 3 indica el lugar de aislamiento de los actinomicetos realizado por
Parera Valdés, (2014), asi como el nUmero designado para la identificacion de

las cepas para realizar los ensayos de actividad bioldgica.

Tabla 3. Lugar de aislamiento de los actinomicetos en la Peninsula de

Yucatan.

No de cepa . .
. Lugar de aislamiento
L ET ]

Mahuahual

[y

Puerto Morelos
Puerto Morelos
Puerto Morelos
Puerto Morelos
Chelém
Chelém
Chelém

p
3
4
5
6
7
8
9

Chelém
Dzilam
Chelém
Chelém
Rio Lagartos
Chelém
Holbox
Chelém
Banco Chinchorro
Rio Lagartos
Rio Lagartos
Cozumel
Banco Chinchorro
Rio Lagartos
Banco Chinchorro
Banco Chinchorro
Banco Chinchorro
Banco Chinchorro
Holbox
Banco Chinchorro
Chelém
Banco Chinchorro

Banco Chinchorro
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4.1 Confrontacion entre los actinomicetos aislados para el tamizado
primario de actividad biolégica.

Mediante la confrontacion de los actinomicetos se pudieron obtener las cepas
con posible actividad bioldgica. La cepa que presentd mas inhibicion fue la
namero 6 con un total de 12 actinomicetos; la cepa 11 inhibié a 11 cepas en
total; la nimero 10 inhibié a 9 cepas; con lo que respecta a la cepa 29, inhibié
a 6 actinomicetos, de tal manera que 5 actinomicetos fueron inhibidos por la
cepa 20 y por ultimo la cepa 15 inhibié a 3 actinomicetos aislados (figuras 15
a 30). Resultando un total de 6 cepas con posible actividad bioldgica, que
corresponde al 19.3 % de los actinomicetos confrontados en el tamizado

primario (Tabla 4).

Inhibicidn de la cepa 1

Figura 15. Inhibiciéon de la cepa 1.
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Figura 16. Inhibicion de la cepa 2.
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Inhibicion de la cepa 3

Figura 17. Inhibicion de la cepa 3.

Inhibicion de la cepa 4

Figura 18. Inhibicién de la cepa 4
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Inhibicion de la cepa 5

Figura 19. Inhibicion de la cepa 5

Inhibicion de la cepa 6

Figura 20. Inhibicion de la cepa 6.
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Inhibicion de la cepa 7

Figura 21. Inhibicion de la cepa 7.

Inhibicion de la cepa 8

Figura 22. Inhibiciéon de la cepa 8.
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Inhibicion de la cepa 10

Figura 23. Inhibicion de la cepa 10.

Inhibicién de la cepa 11

Figura 24. Inhibicién de la cepa 11.
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Inhibicién de la cepa 12

Figura 25. Inhibicion de la cepa 12.

Inhibicion de la cepa 13

Figura 26. Inhibicion de la cepa 13.
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Inhibicién de la cepa 14

Figura 27. Inhibicion de la cepa 14.

Inhibicion de la cepa 15

Figura 28. Inhibicion de la cepa 15.
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Inhibicion de la cepa 16

Figura 29. Inhibicion de la cepa 16.

Inhibicién de la cepa 18

Figura 30. Inhibicién de la cepa 18.
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Tabla 4. Niumero de cepas inhibidoras e inhibidas resultado del

tamizado primario.

Conteo de No de cepa

cepas inhibidora Cepas inhibidas Total de cepas inhibidas
1 6 1,2,4,7,8,10,11, 12,13, 14, 15, 16 12
2 10 1,2,3,4,6,7,8,13,14 9
3 11 1,2,3,4,5,6,7,8,10, 13, 14 11
4 15 1,2,12
5 20 1,2,4,5,6
6 29 2,3,4,8,15,18

La tabla 5 indica el aspecto macroscépico de las 6 cepas obtenidas del tamizado
primario. Las cepas 10, 11, 15y 20 presentaron una textura dura, seca, rugosa
y polvosa, caracteristicas propias de los actinomicetos. En contraparte, las
cepas 6 y 29 mostraron una morfologia colonial cremosa, opaca o brillante,
inusual para un actinomiceto. En esta tabla, asimismo se puede observar la
identificacion del género y/o especie de dichas cepas (Parera-Valadez,
comunicacién personal). La cepa 6 pertenece a Bacillus subtilis, por dicho
motivo, posee diferentes caracteristicas coloniales. En contraparte, la cepa 10
corresponde a Streptomyces griseorubens; la cepa 11 concierne a
Streptomyces sp.; la cepa 15 es Streptomyces rubrogriseus; la cepa 20
pertenece a Streptomyces piloviolofuscus y, por ultimo, la cepa 29 con fenotipo
de actinomiceto, pero que no fue identificada por 16S. Dichas cepas fueron
aisladas de diferentes zonas de la Peninsula tales como Chelém, Dzilam de
Bravo, Holbox y Cozumel. Podemos visualizar que estos lugares estan
geograficamente separados lo cual expone la mega diversidad de actinomicetos
en la Peninsula de Yucatan. Es significativo recalcar la diversidad de esta zona
geografica, que en los Ultimos afnos ha sido explorada y que esperemos que en

los préximos anos se efectien mas investigacion cientifica con el fin de buscar
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mas productos naturales con actividad bioldgica, valorar también la inmensa

riqueza y ayudar a su preservacion.

Tabla 5. Cepas obtenidas del tamizado primario, morfologia y lugar de

aislamiento e identificacion.

6 Chelém Bacillus subtilis

. Streptomyces
10 Dzilam de Bravo griseorubens
11 Chelém Streptomyces sp.

40



15 Holbox Streptomyces
rubrogriseus
Streptomyces
20 Cozumel piloviolofuscus
. Actinomiceto no
29 Chelém identificado

! parera-Valadez, Y., Yam-Puc, A., Lépez-Aguiar, L. K., Borges-Argdez, R., Figueroa-Saldivar, M. A.,
Caceres-Farfan, M., ... & Prieto-Davd, A. (2019). Ecological strategies behind the selection of cultivable
actinomycete strains from the yucatan peninsula for the discovery of secondary metabolites with antibiotic
activity. Microbial ecology, 77(4), 839-851.

4.2 Obtencion de extractos crudos.

Debido a la alta solubilidad de los metabolitos secundarios se eligié al acetato
de etilo como solvente para la extraccion de dichos metabolitos. Los 6 extractos
tuvieron pH en el intervalo de 6 a 8. De la cepa que mas se obtuvo extracto fue
del actinomiceto nimero 29 con 56 mg (Tabla 6). De Ripa y colaboradores en

2010, lograron extraer 8.0 mg de extracto crudo de un nuevo actinomiceto
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nombrado Streptomyces rajshahiensis en 500 mL de medio de cultivo usando
acetato de etilo para el proceso de extraccion; por otro lado, Palaniappan y
colaboradores (2013) obtuvieron 23.8 mg de extracto crudo a partir de 100 mL
del filtrado del cultivo al utilizar acetato de etilo. De la misma manera,
Manivasagan, y su equipo de trabajo (2009), aislaron una cantidad de 28.7 mg
de extracto crudo obtenido a partir de la extraccion con acetato de etilo, en 100

mL del filtrado del cultivo.

Tabla 6. Peso de extractos crudos organicos y pH obtenidos.

No de cepa pH de Peso extracto
inhibidora Extractos obtenido

6 6 54.0 mg

10 7 10.0 mg

11 6 37.0 mg

15 6 11.0 mg

20 6 12.0 mg

29 6 56.0 mg

4.3 Evaluacion de la actividad bioldgica.

4.3.1 Evaluacion de la actividad antibacteriana.

De acuerdo con Kokare y colaboradores (2004), en el tamizado de nuevos
metabolitos secundarios, a menudo se encuentran aislados de actinomicetos
gue muestran una actividad antimicrobiana mas activa contra las bacterias
grampositivas que contra las bacterias Gram-negativas. En el presente estudio
se evaluaron dos especies Gram-negativas y una especie Gram-positiva. Mohan
y colaboradores en 2013, observaron que varias especies de actinomicetos
marinos aislados de la bahia de Bengal revelaban actividad contra
Pseudomonas aeruginosa usando agar nutritivo. Cabe sefialar que esto es
similar a los hallazgos encontrados en este estudio, en el cual, la bacteria que
presentd mas inhibicién fue sin duda alguna Pseudomonas aeruginosa, pues la
cepa numero 6 generd un halo de inhibicion de 6 milimetros en Pseudomonas

aeruginosa a una concentracion de 10 pg/disco. Asi también, la cepa numero
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15 generd un halo de inhibicién de 8 mm de diametro a una concentracién de
0.0001 pg/disco y la cepa numero 29 demostrd un efecto bacteriostatico a la

concentracion de 0.001 pg/disco (Tablas 7, 8 y 9).

Tabla 7. Diametro del halo de inhibicion positivo del extracto nimero

6 frente a P. aeruginosa.

Nuamero de extracto Diametro del halo

Bacteria patégena

6 de inhibicién

P.aeruginosa 6 milimetros

Concentracion de extracto: 10
ug/disco

Abdelmohsen y colaboradores en 2010, reportaron en un estudio de actividad
antimicrobiana de actinomicetos asociados a esponjas, se puso en evidencia la
inhibicion en el crecimiento de E. faecalis por Microbacterium sp. EG69,
Micromonospora sp. RV115, Rhodococcus sp. EG33 y Streptomyces sp. RV15,
con didmetros de inhibicién de 9, 10, 8 y 10 milimetros respectivamente. Para
el caso de este estudio, los hallazgos indican que la cepa nimero 10 a una

concentracion de 10 ug/disco inhibiéd con un halo de 9 milimetros de didmetro

43



a la cepa bacteria de E. faecalis (Tabla 13); de igual manera la cepa numero
20, inhibid a esta cepa con un halo de 14 milimetros de didmetro a una
concentracion de 10 ug/disco (Tabla 11). Es de relevancia resaltar que, en este
proyecto de investigacion, el didmetro de inhibicion de la cepa numero 20 fue
el mayor logrado, lo que indica la potencia de esta cepa y que puede ser una

candidata prometedora para futuros estudios mas sofisticados.

Tabla 8. Diametro del halo de inhibicion positivo del extracto nimero

29 frente a P. aeruginosa.

Namero de extracto Diametro del
Bacteria patogena halo de

29 inhibicion

Bacteriostatico,
se detuvo el
crecimiento de la

bacteria.

P. aeruginosa

Concentracion extracto: 0.001
ug/disco
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Tabla 9. Diametro del halo de inhibicion positivo del extracto

nimero 15 frente a P. aeruginosa.

Namero de extracto Diametro del
Bacteria patégena halo de

15 inhibicion

8 milimetros

P. aeruginosa

Concentracion extracto: 0.0001
ug/disco

En la tabla nimero 10 se muestra un resumen de la actividad bacteriana contra
P. aeruginosa, con las respectivas concentraciones de trabajo, asi como los

resultados para los controles positivo y negativo.

Tabla 10. Actividad antibacteriana contra la cepa patégena P.
aeruginosa.

E"t;cm 10.0 10 0.1 0.01 0.001 0.0001  0.00001 :;’S"I:I’:") Control
prueba mg/disco mg/disco mg/disco mg/disco mg/disco mg/disco ug/disco (Didmetro) negativo
6 6 mm X X X X X X 27 mm X
10 X X X X X X X 24 mm X
11 X X X X X X X 27 mm X
15 X X X X X 8 mm X 23 mm X
20 X X X X X X X 25 mm X
29 X X X X BAC X X 26 mm X

Notacion: x= crecimiento positivo. BAC= Actividad Bacteriostatica.
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Tabla 11. Diametro del halo de inhibicion positivo del extracto nimero

20 frente a E. faecalis.

Namero de extracto Diametro del
Bacteria patogena halo de

20 inhibicion

14 milimetros

E. faecalis

Concentracion extracto: 10
ug/disco

En la tabla 12 se resume la actividad contra E. faecalis y las diferentes
concentraciones de trabajo del extracto crudo, de igual manera se presentan

los controles tanto negativo como positivo.

Tabla 12. Actividad antibacteriana contra la cepa patdgena E. faecalis.

E"tgzcm 10.0 1.0 0.1 0.01 0.001 0.0001  0.00001 s:s'::::; Control
prueba pg/disco pg/disco pg/disco pg/disco ug/disco pg/disco pg/disco (Dimetro) negativo
6 X X X X X X X 20 mm X
10 9 mm X X X X X X 20 mm X
11 X X X X X X X 21 mm X
15 X X X X X X X 20 mm X
20 14 mm X X X X X X 21 mm X
29 X X X X X X X 22 mm X

Notacion: x= crecimiento positivo.
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Tabla 13. Diametro del halo de inhibicion positivo del extracto nimero
10 frente a E. faecalis.

Namero de extracto Diametro del
Bacteria patégena halo de

inhibicion

9 milimetros

E. faecalis

Concentracion extracto: 10
ug/disco

En la tabla 14 se resume la actividad antibacteriana contra E.coli a las diferentes
concentraciones de trabajo del extracto crudo. De igual manera se presentan
los controles tanto negativo como positivo. En este proyecto no se encontro
actividad contra E. coli evaluando la actividad bioldgica de los extractos

obtenidos del tamizado primario.

Tabla 14. Actividad antibacteriana contra la cepa patégena E.coli.

E""::m 10.0 1.0 0.1 0.01 0.001 0.0001  0.00001 ::;:I"‘,’(" Control
prueba pg/disco pg/disco pg/disco pg/disco pg/disco pg/disco pg/disco (Didmetro) negativo

6 X X X X X X X 20 mm X

10 X X X X X X X 21 mm X

11 X X X X X X X 22 mm X

15 X X X X X X X 20 mm X

20 X X X X X X X 21 mm X

29 X X X X X X X 20 mm X

Notacion: x= crecimiento positivo.
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Podemos observar que, de 31 cepas estudiadas, 6 (19.3 %) fueron resultado
del tamizado primario. En la prueba de determinacién de actividad

antibacteriana, 4 cepas (12.9%) mostraron algun grado de inhibicién.

4.3.2 Evaluacion de la actividad citotoxica.

El bioensayo de letalidad en Artemia salina ha sido indicativo de probables
propiedades citotéxicas de extractos crudos, sirviendo como guia para la
deteccion de compuestos con actividades antitumoral, insecticida, funguicida,
anticancerigena, antiviral, antimicrobiana y otras actividades farmacoldgicas
diferentes. Gracias a su simplicidad, de facil dominio, bajo costo y que requiere
pequenas cantidades de materia de prueba (Mazid et al., 2008; Sharma et al.,
2013; Karchesy et al., 2016). MclLaughlin y colaboradores en 1998,
descubrieron una correlacién positiva entre la toxicidad del Artemia salina y la
citotoxicidad de células de carcinoma nasofaringeo humano. De igual modo,
estos hallaron que los valores de Dosis Efectiva 50 (DEso) para citotoxicidades
son generalmente alrededor de una décima parte de los valores de CLso

encontrados en bioensayo de letalidad en Artemia salina.

El ensayo de letalidad en Artemia salina es una prueba preliminar para futuros
experimentos en modelos animales de mamiferos (Wu 2014). En estudios
previos de letalidad en Artemia salina de extractos crudos obtenidos de
actinomicetos marinos; Sosovele y colaboradores en 2012, reportaron que las
ClLso fluctuaron entre 250.780 y 446.954 ug/mL. Por otra parte, Gozari y
colaboradores en 2019, reportaron una ClLso= 335.4 pg/mL de un actinomiceto

aislado de sedimentos marinos del mar de Oman.

En este estudio (ver Tabla 15), la cepa 6 mostré una CLso promedio de 168.5662
hug/mL, con la clasificacién “moderadamente téxica”. Por otro lado, en las cepas
10, 15 y 20 se obtuvieron promedio de 40.9286 upg/mL 10.3359 upg/mL y
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33.3660 pg/mL, respectivamente, clasificandose para las tres como “muy
toxico”. Los extractos crudos que resultaron con valores de CLso menores a 250
Mg/mL se consideraron significativamente activos y tienen potencial para una

mayor investigacién (Pisutthanan et al., 2013).

Los extractos con un valor de CLso menor o igual 20 pyg/mL pueden indicar
propiedades anticancerigenas (Simorangkir et al., 2021), debido a que el
ensayo de letalidad en Artemia salina, tiene una buena correlacidén con los datos
de toxicidad en roedores y humanos, haciendo que estas mediciones sirvan

como resultados preliminares (Pisutthanan et al., 2013).

Tabla 15. Determinacion de la CLso (ug/mL) promedio para las cepas
6, 10, 15y 20.

Extracto de No. de CLso promedio | Desviacion
CLso (pg/mL) Clasificacion
prueba repeticion (ug/mL) Estandar
1 173.8997
Moderadamente
6 2 167.9386 168.5662 5.0460
toxico
3 163.8603
1 46.9833
10 2 30.3291 40.9286 9.2105 Muy téxico
3 45.4735
1 10.2521
15 2 10.6954 10.3359 0.3258 Muy toéxico
3 10.0601
1 37.9039
20 2 22.8115 33.3660 9.1703 Muy toéxico
3 39.3825

Teniendo los extractos con posible actividad bioldgica, es necesario purificar los

compuestos que los conforman mediante cromatografia liquida de alta eficacia;
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una vez teniendo las diferentes fracciones, se requiere de la identificacién y su
caracterizacion estructural de estos usando técnicas analiticas. El paso
siguiente, es realizar la evaluacidon de sus actividades antibacterianas y
citotdxicas, para conocer el o los compuestos que presenten la actividad
biolégica deseada, ya que, al separarlos, posiblemente puedan perder su
actividad citotéxica y ganar actividad antibacteriana o caso contrario,
probablemente puedan perder actividad microbiana y ganar actividad

citotoxica.

5 CONCLUSIONES

En este trabajo se evalud la actividad antibacteriana y citotdxica de distintos
actinomicetos marinos aislados de sedimentos de la peninsula de Yucatan y los
resultados demostraron que este lugar es una fuente potencial de taxones de
actinomicetos productores de compuestos bioldgicamente activos, que pueden
a ayudar a combatir los diferentes tipos de bacterias patdégenas y el desarrollo

de posibles farmacos para tratar el cancer.

Se obtuvieron extractos crudos de actinomicetos marinos con posible actividad
antibacteriana contra bacterias patdégenas como Pseudomonas aeruginosa,
donde solo 2 cepas de las 31 cepas estudiadas (6.45%) mostraron actividad
contra esta bacteria. En contraparte, en un estudio realizado por Cardoso-
Martinez y colaboradores (2015), en la Bahia de Loreto, México, de 29 cepas
analizadas, el 38,0% (11 cepas) mostrd actividad contra P. aeruginosa. Esta
notable diferencia se debid posiblemente al solvente utilizado para la extraccidon
del extracto crudo, ya que, en el presente estudio se empled acetato de etilo y

en el estudio de Cardoso y colaboradores, usaron acetona.

Un total de 2 cepas de las 31 estudiadas (6.45%) mostraron actividad
antibacteriana contra la bacteria Enterococcus faecalis, un porcentaje similar a
los resultados obtenidos por Xiong y colaboradores (2015), en donde aislaron
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613 cepas de actinomicetos marinos del Mar Amarillo, China, obtuvieron que
28 cepas (4.6%) que mostraron actividad antibacteriana contra Enterococcus

faecalis.

De entre los 29 actinomicetos marinos aislados de sedimentos de Sundarbans
(Bangladesh) por Haque y colaboradores, se determind la actividad citotéxica
en Artemia salina del extracto crudo de acetato de etilo de una cepa, de la cual
se obtuvo una ClLso= 6.661 ug/mL. En el presente estudio, del extracto crudo
de acetato de etilo de la cepa numero 15, se obtuvo una Clsp =10.3359 pg/mL
contra Artemia salina, cercana a los valores reportados por Haque vy
colaboradores (2016), el cual puede considerarse como un extracto prometedor
anticancerigeno, si se realizan los ensayos para dilucidar sus estructuras

quimicas bioactivas.

6 PERSPECTIVAS

Se sugiere ampliar el estudio de la actividad antibacteriana en otras especies
bacterianas en las cuales se ha demostrado resistencia a los antibidticos ya
existentes. Por ejemplo, contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

la meticilina.

Los extractos con resultados positivos a actividad antibacteriana o citotdxica
podrian probarse contra hongos o parasitos (amibas, Giardia duodenalis, por
mencionar algunos ejemplos) para poder evaluar su actividad bioldgica frente

a estos tipos de microorganismos.

Para complementar el ensayo de actividad antibacteriana, podrian

determinarse las concentraciones minimas inhibitorias.

Debido a que se trabajé con extractos crudos de actinomicetos marinos, se
podrian purificar aquellos extractos con resultados positivos a actividad
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antibacteriana o citotdxica, para asi dilucidar sus estructuras quimicas
bioactivas y poder determinar si se tratan de nuevos compuestos ya

descubiertos en otros ensayos de actividad bioldgica.
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APENDICES

Apéndice A. Composicion de medio de cultivo Al (liquido).
10 g de almidon

4 g de extracto de levadura

2 g de peptona

1 L de agua marina

Esterilizar a 121°C, 15 Ibs /in? de presidon y mantener estas condiciones durante
20 minutos.
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Apéndice B. Analisis probit para la determinacion de la CLso.
Extracto 6 (Primera repeticion).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

Respuesta (%)
W oA U N
(oo )@ | A e p ) eo |EE] e ]

—Fﬁ':vq”an],”T.N,”,T”,
=2-=1 "0 =3 2 3 4. 5
Log10(Estimulo (Dosis))
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\Nivel del intervalo de confianza 0.05

Analisis Probit - Método Fi Distribucion Lognormal]
Log10[Dosis {Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0109 0.0034 232 0.25 0.0777 0.17232 0.3824
-1 0.0114 0.0182 22 0.25 0.422 0.173 0.0708
0 0.1867 0.0762 18 3 1.3716 1.6284 1.8335
1 0.1905 0.2141 21 4 4.4353 -0.455% 0.0547
2 0.35 0.43% 20 7 8.78 -1.78 0.3809
3 0.75 0.6883 16 12 10.8803 1.0197 0.0547
Chi cuadrado
Chi cuadrado 2.8568
Grados de Libertad 4
nivel p 0.5752
Percentil de Dosis (Estimulo) |
Percentil Probit {Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 -1.4021 0.7123 0.03%8 0.0883
5 3.3548 -0.3351 0.4515 0.4822 0.6425
10 3.7183 0.2339 0.3875 1.7124 1.74
16 4.0058 0.6838 0.3156 48264 3.8805
20 41888 0.5231 0.2822 8.3767 6.0658
25 4 3258 1.1849 0.2721 15.3079 10.2313
30 4.476 1.42 0.2848 26.303% 17.0527
40 47471 1.8444 0.2754 65.8802 45,1142
50 5 2.2403 0.3206 173.8997 140.3516
&0 5.252% 2.6382 0.3788 432.7584 428 8352
70 5.524 3.0608 0.4554 1,145 85814 1,438.8557
75 56742 3.2957 0.5006 1,975.5246 2,8168.0568
30 58415 3.5575 0.5529 3,610.1488 5,942 68348
24 £.9544 3.797 0.6021 6,265.8276 11,750.3035
S0 8.2817 4.2467 0.697 17,645 4824 42,153.5412
a5 6.6452 48157 0.8203 85,423.2633 211,304.7656
ae 7.3268 5.8827 1.0568 763,268.17568 4,315,722.1158

Estadisticos de Regresion

LD50 173.8997 LDS0 Error Estandar 140.3516
LOS0 LCL £56.0688 LD50 UCL 1,012.5712
Log10{LD50] 2.2402 Error Estandar 0.3208
Beta 0.6388 Intercepto 3.5889
Beiz Emor Estandar 0.1257
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Extracto 6 (Segunda repeticion).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

&
o O

Respuesta (%)

"'*‘I"";"'l"';"'l"';"'l"'
oo MR RS L S
Log10(Estimulo (Dosis))
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\Nivel del intervalo de confianza 0.05
Analisis Probit - Método Finney |D|str|buc|on Lognormal]
Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0053 0.0017 47 0.25 0.0481 0.203% 0.901
-1 0.0132 0.0127 19 0.25 0.2417 0.0083 0.0003
0 0.1178 0.0618 17 2 1.0468 0.2524 0.8584
1 0.16 0.158 25 B 4.9434 -0.2434 0.1821
2 0.4545 0.438 22 10 9.6383 0.3837 0.0137
3 0.7 0.7042 20 14 14.0885 -0.0885 0.0005
Chi cuadrado
Chi cuadrado 1.5661
Grados de Liberiad -
nivel p 0.742
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 -1.133 0.6553 0.0738 0.1583
5 3.25438 -0.1433 0.4587 0.7091 0.8%6
10 37183 0.3753 0.3837 23723 2.228
16 4.0058 0.78%8 0.2935 8.1851 45564
20 41585 1.0107 0.2718 10.2457 6.8419
25 43258 1.2521 0.2431 17.8858 10.8218
0 4.476 1.4889 0.2373 29.4281 16.8588
40 4.7471 1.8601 0.24 724807 42.114
50 5 2.2252 0.269 167.5388 110.7811
&0 5.2529 2.5932 0.2164 389.223 308.3749
70 5.524 29814 0.38 958.1211 945616
75 56742 3.1882 0.4188 1,578.283 1,769.32
80 5.8415 3.43%% 0.4841 2,751.8275 3,532.9074
24 5.5544 36804 0.5069 4 5746455 6,638.5374
90 6.2817 4.075 0.5858 11,585 454 21,580.1261
95 6.6452 45956 0.6979 39,775.4454 95,201.1852
CC] 7.3268 5.5833 0.506 323,091.0424 1,518,714.1828
Estadisticos de Regresion
LDS0 167.9386 LD50 Error Estandar 110.7811
LDS50 LCL 82.2718 LDS0 UCL 705.6815
Log10{LD50] 2.2252 Ermor Estandar 0.268
Beta 0.6529 Intercepto 3.4582
Beta Error Estandar 0.132
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Extracto 6 (Tercera repeticidon).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

o0 WO
o O
1 L

Respuesta (%)
W B U O N
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|Nivel def intervalo de confianza

0.05

Analisis Probit - Método Fin Distribucion L

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0083 0.0113 0 0.25 0.339 0.089 0.0234
-1 0.0089 0.041 28 0.25 1.1422 -0.8382 0.7028
0 0.2 0.1154 25 5 2.885 2.114 1.5485
1 0.2652 0.2558 26 7 £.6442 0.3852 0.019
2 0.5 0.4238 20 10 9.0762 0.5238 0.0%4
3 0.6 0.6343 25 15 16.8145 -1.8145 0.1583
Chi cuadrado
Chi cuadrado 2.5444
Grados de Libertad 4
nivel p 0.8387
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 28732 -2.0882 0.6758 0.0082 0.0188
5 3.3548 -0.8284 0.4833 0.1491 0.1538
10 3.7183 -0.1548 0.35888 0.7005 0.6888
16 40058 0.3785 0.2044 2.3794 1.8075
20 41585 0.6882 0.278% 4 5624 3.1358
25 43258 0.2624 0.2608 9.2973 5.9276
0 4.478 1.2459 0.2552 17.6177 10.9588
40 4.7471 1.747 0.2714 £5.8434 37.218
50 5 2.2145 0.3128 163.85803 128.4075
80 5.252% 2882 0.3708 480.8128 481.8501
70 5.524 3.183 0.44228 1,524.0422 1,8432.2274
75 56742 34806 0.4876 2,887.97 3.5987.7828
80 5.8415 3.7658 0.5381 5,885.1441 9,308.4255
4 55544 4.0525 0.5858 11,284.5538 20,283.885
S0 6.2817 4 5835 0.8771 28,328 4572 87,080.7261
85 £.6452 5.2554 0.7958 180,034.1585 £48,120.8031
) 7.3268 6.5151 1.0228 32743387848  17,130,145.7211
Estadisticos de Regresion
LDS0 163.8603 LD50 Error Estandar 128.4075
LD50 LCL 522771 LD50 UCL 878.6085
Log10[LD50] 2.2145 Error Estandar 0.3128
Beta 0.541 Intercepio 3.8019
Beta Emor Estandar 0.0908
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Extracto 10 (Primera repeticion).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

Respuesta (%)
N W s U O N
e f A= ] esfp e | e ]

—
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\Nivel del intervalo de confianza 0.05
Analisis Probit - Método Fin

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0182 0.0008 13 0.25 0.0075 0.2425 7.8241
-1 0.08 0.009 25 2 0.225 1.775 13.5554
0 0.04 0.0654 50 2 3.4704 -1.4704 0.623
1 0.1538 0.276 13 2 3.5875 -1.5875 0.7025
2 0.5 06142 26 13 15.9707 -2.9707 0.5526
3 0.89 0.8802 25 2475 22.0039 2.7481 0.2427
Chi cuadrado
Chi cuadrado 24.0842
Grados de Libertad 4
nivel p 0.0001
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y} Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 -0.9562 2.820% 0.1106 38.615
5 3.2548 -0.1854 1.8556 0.6511 295.6556
10 3.7183 0.2242 1.5211 1.6757 27.7877
16 4.0056 0.5487 1.1885 3.8377 27.83231
20 4 1585 0.7215 1.0422 5.2862 28.8523
25 43258 0.5104 0.8988 8.1254 31.4883
30 4,476 1.0801 0.793 12.0245 35.2838
40 4.7471 1.38682 0.7185 24338 £1.4624
50 5 1.6719 0.8042 46.5833 1481322
&0 52523 1.8576 1.0074 90.7085 450.4315
70 5.524 2.2638 1.2782 183.5765 1.735.8855
75 56742 2.4335 1.4474 271.3048 3,795.38
80 58415 26224 1.6438 419.1703 5,224.2879
24 5.5%44 2.7952 1.82858 8623.9768 21,018.8116
S0 B8.2817 3.1197 2.1844 1.317.3128 100,702.7243
85 8.6452 3.5303 28448 3,390.4088 748,228.8138
g9 7.3268 4.3001 3.5241 19,957.5317 33,358,953.734

Estadisticos de Regresion

LDS0 46.9833 LDS0 Error Estandar 146.1322
LDS0 LCL 1.8859 LDS0 UCL 58,373.6588
Log10{LD50] 16712 Emor Estandar 0.8048
Betz 0.8853 Intercepto 3.5158
Bets Emor Estandar 0.2738
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Extracto 10 (Segunda repeticion).

Analisis Probit
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Nvel del intervalo de confianza 0.05
Anilisis Probit - Método Finney [Distribucion Lognormal]
| Log10[Dosis (Est'«mulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit {3) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
' -2 0.0741 0.0168 27 2 0.4%8 1.544 5.2275
-1 0.0323 0.0851 3 1 2.0191 -1.0191 0.5144
0 0.25 0.1832 12 3 2.1979 0.8021 0.2827
1 0.3835 0.2245 11 4 42292 0.2252 0.0124
2 0.25 0.624 24 <] 14,9745 -5.9743 53789
3 0.5532 0.8227 37 B.75 30.4282 6.3118 1.3089
Chi cuadrado
Chi cuadrado 12.7348
Grados de Libertad 4
nivel p 0.0128
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 -Z. -29.4802 0.0042 £.67605037578241E28
5 3.3548 -1.2168 -20.2814 0.0807 -7.2045724025658TE18
10 3.7183 0.6208 -15.5125 0.23%%8 -389,853,107, 358,554 625
16 4.0058 01452 -11.8303 0.7091 -151,245,138,561.4858
20 41585 0.1018 -9.5274 1.2638 -2,177,561,280.5101
25 43258 0.376 -7.2044 23768 -19,024,5858.0422
0 4.476 0.6223 -5.0188 415912 -218,737.5118
40 47471 1.0687 -1.7381 11,6674 -315.2264
50 5 1.4818 -2.4748 30.3291 -4 525153
&0 52529 1.8567 -3.6325 78.2402 -185,117.3271
70 5.524 2.2414 -1.6873 2194738 -5,101,453,605.8825
75 56742 2.5817 -9.7837 387.0222 -1,087,578,640,619.0972
80 5.8415 2.8821 -12.0383 727.957 -397,518,007,142,376.688
24 559544 3113 -14.1078 1,297.2245 -83,144 408,015,804 228
] 90 8.2817 3.5842 -17.9875 3,835.6016 -1.78127061683845E21
95 £.8452 41805 -22.8233 15,153.3487 -5.04281274202054E26
99 7.3268 5.2985 -31.8523 198,837.2131 -1.7576262325C858E38
|___Estadisticos de Reqgresion
LD50 30.3291 LDS0 Error Estandar 35.2801
LD50 LCL 0.6927 LDS0 UCL 1,327.8597
Log10[LD50] 1.4819 Error Estandar 0.5912
Beta 0.60%6 Intercepto 4.0%¢2
i Beta Ermor Estandar 0.2248
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Extracto 10 (Tercera repeticion).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

Respuesta (%)
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vel del intervalo de confianza 0.05
Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado

-2 0.0556 0.0035 18 1 0.083 0.537 13.2404
-1 0.0158 0.025 16 0.25 0.4002 0.1503 0.05284
0 0.18 0.1108 25 4 2.7859 1.2301 0.5483
1 0.1334 0.3138 2z 3 6.9046 -3.9048 2.2081
2 0.4444 0.5556 18 8 10.793 -2.792 0.7228
3 0.5891 0.8388 23 22.75 19.2531 3.4583 0.6154

IChi cuadrado

Chi cuadrado 18.0534

Grados de Libertad 4

Inivel p 0.0012

Percentil de Dosis (Estimulo)

Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar

1 28732 -1.438 -4.4538 0.0318 -430.7055
5 3.3548 05738 -2.9452 0.2689 -117.6818
10 37183 -0.0808 -2.0838 0.8308 -51.0824
16 4.0058 0.3091 -1.3827 2.0373 -23.4358
20 4.1585 0.5185 0.9178 3.2845 -13.3568
25 43258 0.7424 -0.1021 55354 -1.3147
0 4 476 0.2471 0.7404 8.8527 -22.5426
40 4.7471 1.2147 -0.9882 20.6402 -58.9081
0 5 1.6578 0.857T1 454735 -180.4458
&0 52529 2.0008 -0.3388 100.1843 -88.6373
70 5.524 22384 -1.3081 233.5835 -2,357.5835
75 56742 2.5721 -1.6858 373.3865 -8,351.2777
80 5.8415 2758 -2.1124 625.4374 -40,770.8285
24 5.9344 3.0085 -2.4788 1,014.9733 -152,138.5062
80 8.2817 3.3561 -3.1424 2,488.5332 -1,731,667.6916
85 £.8452 3.8891 -3.568% 7,746.2208 -38,051,214.3735
g 7.3268 48125 -5.4325 65,088.0378 -10,115,445 370.1537

LDS0 45.4735 LD50 Error Estandar 66.3297
LD50 LCL 1.758 LDS50 UCL 1,175.558
0g10[LD50] 1.6578 Emor Estandar 0.5088
] 0.7373 Intercepto 37777

ta Error Estandar 0.256%
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Extracto 15 (Primera repeticion).

Analisis Probit
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Iivel del infervalo de confianza

0.05

.ﬂ.nalls-ls- Probit - Metodo FII'IE Dls-trlbut:lm Lﬂnnmla]

Log10[Dosis (Estimulo]] Porcentaje Actual [“’.rH Porcentaje Probit [%) E[R} Diferencia  Chi cuadrado
-2 0. eDeEeE 1] 2-5 :'.z_f' 0. 0061 0.2455 G0 2542
- 0.0114 0.0013 22 0.25 0,05 002204 16425
] 0.1111 0.088T 18 2z 11823 0.817T 0. 5655
i 0.4 04538 ] 3 98712 -1.8712 0. 3547
b 0.5585 05301 23 22 21352 0508 2.0173
3 0. 55 0.5585 25 Z5.75 255512 D2z 0.001T
Chi cuadrado
Chi cusdrado GBE B35
Grados de Liberizd 4
mivel p ]
Percentil de Diosis (Estimulo)
Percentil Probit (¥} Logi0[Dosis (Estimulo)]  Error Estandar Dosis (Estimulo) | Error Estandar
i Z.ETIZ -0.54E1 0,251 0.2831 D.2534
5 33548 00815 0.278 0.8101 0.554T
10 17182 0.15621 0.2388 1.4153 08125
iG 4 DS 0. 3445 0.207 22108 1.0842
20 4 1585 D0.4471 0. 1525 27583 1.2821
25 4 JZEE 05551 01782 18234 1.528T7
30 4 4TS 0.8E58T 0. 1669 4 SEEZ 1,755
40 4 T4T1 0.8414 01517 6.59355 24731
50 5 1.0108 0.1447 10,2821 34501
i) 52525 1.1803 0. 1453 15,1452 5. 1848
T 5524 1.381% 0.158 23,0084 B.4415
75 BET4Z 1.4825 0.184% Z5.007T4 1. 2806
80 5B415 1.ET48 01771 T E4T i5. 7435
B4 5. Shdd 1.8771 0. 15901 47 54 21.4TE
S0 G.281T 18508 0.217T8 74,0843 38 T4
S5 66452 21131 0.25TZ 125741 81.4045
55 73288 2. 5857 i0.3385 37258 3156809
|  Estadisticos de Regresion |
LDS0 10,2521 LDS0 Error Estandar 3.48014
LOS0 LCL 52318 LOS0 LCL 15,2151
LogT0fLO50]7 1.0108 Ermor Estandar 0.1447
Eesta 14575 Infercepio 3.4513
Eeta Error Estandar 0.2675
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Extracto 15 (Segunda repeticion).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

Respuesta (%)
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[Nivel del infervalo de confianza 0.05

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0083 0.0002 30 0.25 0.0064 0.2425 9.2621
-1 0.0089 0.0091 28 0.25 0.2586 -0.006 0.0001
0 0.2 0.1157 25 5 2.8918 2.1082 1.5385
1 0.3704 0.4825 27 10 13.1343 -3.1243 0.748
2 0.8547 0.8708 19 17 16.540% 0.455% 0.0128
3 0.5514 0.589 29 28.75 28.6823 0.0877 0.0002
Chi cuadrado
Chi cuadrado 11.58
Grados de Libertad 4
nivel p 0.0209
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit {Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 0.897168 0.3438 0.1068 0.0538
B 3.3548 0.3855 0.2814 0.4118 0.283
10 3.7183 0.0729 0.2214 0.84%4 0.445%
18 4.0058 0.1741 0.1832 1.4532 0.6883
20 4.1585 0.3056 0.18 2.0213 0.8817
25 43258 0.4455 0.1874 2.815 1.1118
30 4.476 0.5788 0.1581 3.7858 1.4102
40 4.7471 0.8117 0.1475 £.481% 2.2433
50 5 1.0252 0.1458 10,6554 3.8573
80 5.252% 1.2467 0.1523 17.6477 6.3166
70 5.524 1.4758 0.1874 30.184 11.5274
75 568742 1.6085 0.1785 40.6388 17.182%
80 58415 1.7528 0.1529 £6.5914 255741
24 £.5544 1.8842 0.2075 76.6085 38.0018
20 8.2817 2.1313 0.2374 135311 77.722
95 8.86452 2.443%5 0.2789 277.8583 191.0001
g 7.3268 303 0.2827 1,071.4208 1.002.6558

Estadisticos de Regresion

LDS0 10.6954 LDS0 Error Estandar 3.6572
LDS0 LCL 5.6156 LDS0 UCL 20.52%6
Log10{LDS50] 1.0282 Ermor Estandar 0.1458
Beta 1.162% Intercepto 3.8031

Betz Emor Estandar 0.1715
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Extracto 15 (Tercera repeticion).

Analisis Probit

Respuesta (%)
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80




INvel del intervalo de confianza 0.05
Analisis Probit - Método Fin Distribucion Lognormal]

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
- 0.0056 0 26 0.25 0.0001 0.2455 48320821
-1 0.0114 0.0016 22 0.25 0.0353 0.2147 1.306
0 0.125 0.07 16 2 1.1208 0.8752 0.6897
1 0.4 0.4585 20 8 95654 -1.59654 0.3851
2 0.9565 0.5289 23 22 21.2851 0.6349 0.018%
3 0.5504 0.5534 26 25.75 25.9572 -0.2072 0.0017
Chi cuadrado
Chi cuadrado 485 4624
Grados de Libertad 4
nivel p 0
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 0.5785 0.377 0.263% 0.255
5 3.2548 0.1154 0.2506 0.7687 0.5523
10 3.7183 0.1316 0.2477 1.354 0.8145
16 4.00%8 0.3268 0.2163 2.1225 1.1014
20 41585 0.4308 0.201 2655 1.2525
25 43258 0.5445 0.1857 3.5032 1.5437
30 4.47¢ 0.6465 0.1735 4.4312 1.8181
40 4.7471 0.8307 0.15658 8.7721 2.49558
80 5 1.0026 0.1483 10.0601 3.5013
&0 5.2529 1.1745 0.1483 14.9445 5.2027
70 5.524 1.3587 0.1576 22.8352 £8.4732
75 56742 1.4207 0.1684 28.8895 11.2442
80 5.8415 1.5744 0.1787 371.5322 15.8843
24 55544 1.6783 0.1918 47 6814 21.7522
90 6.2817 1.878 0.2201 T74.7454 35 5237
95 £.6452 2.1206 0.2607 132.0032 240713
- C) 7.3268 2.5837 0.2445 383.4783 237.245

Estadisticos de Regresion

LDS0 10.0601 LDS0 Error Estandar 3.5013
LDS0 LCL 5.0076 LDS0 UCL 19.0853
Log10[LDS50] 1.0026 Error Estandar 0.1483
Beta 1.4718 Intercepto 15245

Beta Emor Estandar 0.2678
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Extracto 20 (Primera repeticion).

Analisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)
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INivel del intervalo de confianza 0.05

Analisis Probit - Método Finney [Distribucion Lognormal]

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0187 0 1 0.25 0 0.25 9.97714233403585E28
-1 0.0118 0 21 0.25 0 0.25 19,514,635,240,080.9102
0 0.0104 0 24 0.25 0 0.25 9,228.17
1 0.0333 0.0333 Kt} 1 0.5557 0.0003 0
2 0.9091 0.9051 33 0 30.0005 -0.0005 0
3 0.59524 1 33 3275 32.9555 0.2453 0.0018
Chi cuadrado
Chi cuadrado 9.97714233403585E26
Grados de Libertad 4
nivel p 0
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y} Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar

1 26732 0.8445 0.1792 6.5807 2.967
5 3.3548 1.0556 0.1443 11.4704 3.3827
10 3.7183 1.1742 0.1272 14.8271 4.43835
16 4.0058 1.2845 0.1142 18.4042 4924
20 41585 1.3132 0.1088 20.567¢6 5.2068
25 43258 1.368 0.1027 232252 5.5448
0 4.475 1.4133 0.0578 25.902% £.854
47 4.7471 1.4385 0.0908 31.541 £6.6274
50 5 1.5787 0.0881 37.9039 7.5647
&0 5.252% 1.6585 0.0842 45 5803 8.8828
70 5.524 1.744 0.0851 55 4882 10.5374
75 56742 1.7914 0.0889 61.85588 12,4545

5.8415 1.8442 0.09 €9.8532 14.579
24 5.5544 1.8525 0.0837 78.064 16.5661
90 6.2817 1.8831 0.1024 951842 22.8971
95 £.6452 2.0578 0.1183 125.2542 33.93%9
) 7.3288 2.3128 0.147¢8 205.5165 71.1768

Estadisticos de Regresion

LD50 37.9039 LD50 Error Estandar 7.5647
LDS0 LCL 24 9562 LDS0 UCL 54.3782
Log10{LDS0] 1.5787 Ermor Estandar 0.0851
Beta 3.1883 Intercepto -0.0033
Beta Emor Estandar 0.5358
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Extracto 20 (Segunda repeticion).

Analisis Prebit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

Respuesta (%)
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Nivel del intervalo de confianza 0.05
Analisis Probit - Método Fin

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0118 0 21 0.25 0 0.25 2,332,304.7958
-1 0.0132 0.0000 19 0.25 0.0002 0.2457 225.3231
0 0.0588 0.008 17 1 0.1358 0.85044 5.5081
1 0.1111 0.28268 18 2 47258 -2.7258 1.5723
2 0.9083 0.8728 32 25 27.9238 1.0761 0.0415
3 0.5522 0.5582 32 3175 31.5428 0.1928 0.0012
Chi cuadrado
Chi cuadrado 2,332,541.2422
Grados de Libertad 4
nivel p 0
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y} Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo) Error Estandar
1 26732 0.04228 0.3353 1.1139 0.8815
5 3.3548 0.421 0.2848 28874 1.7471
10 3.7183 0.6358 0.2268 432322 2.3621
16 4.0056 0.7977 0.1887 68.2768 29733
20 41585 0.8839 0.1847 7.6547 3.3538
25 43258 0.9782 0.1702 9.5104 3.8238
30 4.47¢2 1.0828 0.1583 11.5588 4.3087
40 4.7471 1.2158 0.1402 16.4288 5.3565
50 5 1.3582 0.1288 2815 6.8531
80 5.2525 1.5007 0.1235 31.6738 9.132
70 5.524 1.6835 0.1283 45,0268 13.2814
75 56742 1.7381 0.1214 547158 16.8032
80 5.8415 1.8324 0.1395 67.9797 22.2202
24 5.9544 1.9188 0.143 82.9061 25.0102
90 6.2817 2.0805 0.1708 120.3666 485732
95 5.6452 2.2854 0.2035 192.9108 937457
C) 7.3268 2.6885 0.2733 4871701 313.7768

Estadisticos de Regresion

LDS0 22.8115 LDS0 Error Estandar 6.8531
LDS0 LCL 12.0242 LDS0 UCL 84122
Log10]LD50] 1.3582 Emor Estandar 0.1288
Beta 1.7744 Intercepto 2.5901

Beta Emror Estandar 0.3288
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Extracto 20 (Tercera repeticion).
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INivel del intervalo de confianza

0.05

Analisis Probit - Método Fin: Distribucion Lognorma

LT bit _Mctodo Einney JDistribucion Lognonmal]

Log10[Dosis (Estimulo]] Porcentaje Actual (%) Porcentaje Probit (%) N R E(R) Diferencia Chi cuadrado
-2 0.0115 0 21 0.25 0 0.25 2,477,535 754,747
-1 0.0125 0 20 0.25 0 0.25 14,887.6855
0 0.0472 0.0005 21 1 0.0156 0.2804 48 5854
1 0.0288 0.1225 a5 1 43201 -3.301 2.5338
2 0.875 0.785 16 14 12.5883 1.4407 0.1853
3 0.5543 0.8565 44 4275 43.8842 -0.1142 0.0003
Chi cuadrado
Chi cuadrado 2.477.5580,654.1215
Grados de Libertad -
nivel p 0
Percentil de Dosis (Estimulo)
Percentil Probit (Y) Log10[Dosis (Estimulo)] Error Estandar Dosis (Estimulo} Error Estandar
1 28732 0.401% £.1713 2.522% -1.0214
5 3.3548 0.7515 -0.1848 56428 -2.1524
10 3.7183 0.8379 -0.2182 8.6878 -4 583
168 4.0058 1.0853 -0.245 12.1683 -7.2351
20 4.1585 1.1837 -0.2545 14.5788 -5.0404
25 43258 1.2455 D.262 17.762% -11.3782
30 4. 476 1.3265 -0.2664 21.2101 -132.8424
40 4.7471 1.4656 -0.26881 29.2129 -19.2791
50 5 1.5853 -0.2685 35.3825 -25.6065
&0 52525 1.725 -0.25585 53.0524 -33.1301
70 £5.524 1.8541 -0.23281 732.1245 -42.127
75 56742 1.9411 -0.2242 87.316 -47.105
80 5.8415 2.02689 -0.2045 106.3881 -51.9853
24 5.2344 2.1053 0.1814 127.4502 -54. 8028
80 6.2817 2.2527 -0.1145 178.5368 -47.7108
85 5.6452 2.4391 0.1331 274 8713 -85.55
& 7.3268 2.7887 -0.2045 B814.7626 -457 4513
Estadisticos de Regresion
LDS0 39.3825 LD50 Error Estandar 41.4387
LDS0 LCL 3.0817 LOS0 UCL £03.2545
Log10{LD50] 1.5853 Ermor Estandar 0.3585
Betz 1.8457 Intercepto 1.8856
Beta Emor Estandar 1.2326
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