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GLOSARIO.

Absorbancia, A: (densidad no 6ptica, absorbancia o extincion). Logaritmo base
10 del reciproco de la transmitancia A= Log1o (1/T).

Acido carboxilico: Compuesto que contiene el grupo funcional -COOH.

Antimicrobiano: Perjudicial para los microorganismos, ya sea matandolos o
inhibiendo su crecimiento.

Actividad biolégica: Referente a la respuesta que se puede generar en algun
sistema bioldgico (antitumoral, hemolitico, antifungico, antiviral, etc.)

Alcaloide: Compuestos organicos que contienen nitroégeno, frecuentemente son
de caracter basico y poseen gran actividad biolégica.

Aminoacidos: Acido carboxilico que contiene un grupo amino (-NH,) unido a un
atomo de carbono adyacente al grupo funcional &cido carboxilico (COOH).

Antibiético: Uno o varios compuestos organicos distintos, formado y segregado
por determinadas especies de microorganismos y macroorganismos, que
mata o inhibe el crecimiento de otras especies y que se presume funcionan
como mecanismo defensivo.

Atrio (=espongocele, cloaca o cavidad gastral): Cavidad preoscular o
exhalante, en la region central del cuerpo, que recibe agua de uno o mas
apopilos y la conduce a uno o mas 6sculos. Comun en esponjas tubulares,
cilindricas o huecas.

Arqueocito: Célula totipotencial, realizan la mayor parte de la funcién digestiva
asi como la excretora entre otras actividades, ya que su citoplasma
siempre esta cargado de fagosomas, que corresponden al mayor
macrofago de la esponja. Se encuentran en el mesohilo.

Bactericida: Con capacidad para matar microorganismos.

Bacteriostatico: Con capacidad para inhibir el crecimiento de un microorganismo,
pero sin matarlo.

Biotecnologia: Empleo de organismos vivos, para llevar a cabo procesos
quimicos definidos para la aplicacion industrial.

Camara coanocitica: Cualquier cavidad rodeada por coanocitos ubicada entre los
canales inhalantres o exhalantes.

Cepa: Poblacidon celular descendiente de una unica célula.



Coanocitos: Células flageladas provistas de un collar de tentaculos
citoplasmaticos, son las encargadas de producir la presién y la corriente de
agua. Se encuentran delineando las camaras coanociticas, las cuales
varian de tamafio y forma, asi como en el numero de coanocitos.

Coanodermo: Superficie delineada por coanocitos.

Coanosoma: Region interna de una esponja que incluye a las camaras
coanociticas, denominado también endosoma, este ultimo en desuso.

Concentracién: Cantidad de soluto presente en una cantidad especifica de
disolvente o solucion.

Coénulo: Es una proyeccion de la superficie de la esponja en forma de cono,
producida por la terminacion de una fibra del esqueleto subyacente.

Conulosa: Superficie provista de numerosos conulos.

Cromatografia: Técnica de separacion de una mezcla de solutos, entre dos fases
inmiscibles.

Cultivo axénico: Cultivo que contiene un unico tipo de microorganismo. También
se llama cultivo puro.

Difusion: Tendencia de las moléculas a trasladarse en direccion de la
concentracion menor igualando las concentraciones y haciéndola uniforme
en todo el sistema.

Dilucion: Proceso de preparacion de una solucidon menos concentrada a partir de
una mas concentrada por adicion de disolvente.

Ecologia quimica: Estudio de las propiedades ecologicas especificas,
presentadas por las sustancias quimicas que se encuentran en los
organismos como respuesta selectiva al medio y a las relaciones inter e
intraespecificas

Elucidacion estructural: Aclaracion, explicacion de la estructura quimica de un
compuesto.

Enfermedad: Lesién al hospedador, que perjudica su funcionamiento

Espectro: Distribucion de varias longitudes de onda de la energia radiante emitida
0 absorbida por un objeto.



XI

Espongina: Sustancia proteica hecha de colagena que se deposita y compacta
para formar filamentos, las fibras y los tractos, también se encuentra
sementando o uniendo a las espiculas.

Esterol: Compuestos quimicos cristalinos de Cy6-C30. Contienen funciones R-OH
y una cadena alifatica en C-17. Son ampliamente distribuidos, ocurren
libres, como ésteres y glucosidos.

Eter: Compuesto en el cual hay dos grupos hidrocarburos que estan unidos a un
oxigeno.

Fibra: Es cualquier columna cilindrica de espongina, laminada (estratificada),
medulada o empacadas con particulas foraneas o de espiculas propias que
conforman un esqueleto reticular o dendritico.

Fibra primaria: Fibra o tracto de mayor extension que las demas, con orientacién
perpendicular a la superficie de la esponja.

Fibra secundaria: Son aquellas que unen a las fibras o tractos primarios.

Fibroreticulaciéon: Formacion de una red compuesta por fibras entre mezcladas.

Frecuencia: Numero de veces por segundo que una longitud de onda completa
pasa por un punto dado.

Grupo carbonilo: El doble enlace C=0, un rasgo caracteristico de varios grupos
funcionales organicos, como cetonas y aldehidos.

Habitat: Lugar de residencia de un organismo en la naturaleza.

Inhibicién: La reduccion del crecimiento microbiano a causa de una disminucion
del numero de organismos presentes, o de alteraciones en el entorno
microbiano.

Infeccidn: Crecimiento de un organismo dentro de otro.

Infrarrojo: Regidon del espectro electromagnético localizado aproximadamente
entre 0.78 a 300 micrometros.

Inéculo: Material usado para iniciar un cultivo microbiano
Lactona: Ester interno de un acido carboxilico formado por reaccién
intermolecular de acidos carboxilicos halogenados o hidroxilados con

eliminacién de agua.

Laminada (estratificada): Es una fibra de espongina que se caracteriza porque
las capas conceéntricas son visibles.



XII

Masiva: Cuerpo de esponjas con estructura grande, firme y sin forma definida.
Micrometro: Unidad de longitud igual a 10 metros.

Mesohilo: Es la regién que se encuentra entre el pinacodermo y el coanodermo
de una esponja.

Metabolismo: Conjunto de reacciones bioquimicas, tanto catabdlicas como
anabdlicas, que tienen lugar en una célula.

Metabolito: sustancias que intervienen en los procesos metabdlicos como
intermediarios en las vias de degradacion y biosintesis; en ocasiones
establecen nexos entre diversas vias.

Metabolito secundario: Producto excretado por un microorganismo al final de la
fase exponencial o durante la fase estacionaria.

Osculo: Abertura exhalante por donde el agua sale de la esponja.

Ostio (poro): Es la abertura inhalante a través de la cual el agua entra a la
esponja.

Patégeno: Organismo capaz de causar daino a un hospedador al cual infecta.
Pinacodermo: Capa superficial de la esponja delineada por pinacocitos.

Producto natural: Extracto o sustancias de gran variedad estructural procedentes
de plantas, macro y microorganismos.

Resistencia al antibiético: Capacidad adquirida por un microorganismo para
crecer en presencia de un antibiético frente al cual el microorganismo es
habitualmente sensible.

Sistema acuifero: Se refiere a todo el sistema conductivo de la corriente de agua,
desde los ositos a los dsculos.

Solubilidad: Cantidad de una sustancia que se disuelve en una cantidad dada de
disolvente a una temperatura especifica para formar una solucién saturada.

Sustancia pura: Materia que tiene composicion fija y propiedades definidas.

Terpeno: Hidrocarburo organico o derivado del mismo constituido por unidades
repetidas de isopreno.
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ABREVIACIONES.

CC: Columna cromatografica.

CCRF-CEM: Células de leucemia, linfoblastico humano.
CFU: Unidades formadoras de colonias.

CH2Cl;: Diclorometano.

cm™: Centimetros inversos (unidad de nimero de onda).
EtOAc: Acetato de etilo.

EtOH: Etanol.

FT-IR: Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier.
HCT 116: Células de cancer colon rectal humano.

HEX: Hexano.

ICs0 : Concentracion inhibitoria media.

IR : Espectrofotometria de infrarrojo.

KBr: Bromuro de potasio.

LDso : Dosis letal media.

MCF-7: Células de carcinoma de seno humano.
Me,CO: Acetona.

MeOH: Metanol.

MDA: Método de difusién en agar.

MIC: Concentracién minima inhibitoria.

SiOa: Silica gel.

TCB: Caldo tripticaseina soya .

TLC: Cromatografia de capa fina (Thin Layer Chromatography).
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%T: Porcentaje de transmitancia.



RESUMEN.

Las esponjas marinas del orden Verongida (Phylum Porifera; Clase Demospongia) son un recurso potencial
de gran interés bioldégico y quimico, debido a la presencia de metabolitos secundarios derivados de la
bromotirosina y clorotirosina que presentan actividad in vitro e in vivo contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Considerando la importancia de buscar nuevas biomoléculas con actividad bacteriostatica y
bactericida para contrarrestar microorganismos patdgenos resistentes, se estudié a Aplysina gerardogreeni
con la finalidad de aislar, purificar e identificar algin compuesto con actividad antimicrobiana. La esponja fue
colectada en el Islote la Ballena, de la Isla Espiritu Santo B.C.S., mediante buceo SCUBA con la autorizacién
de SEMARNAT (oficio No. DOO.02.7488 del 7 de diciembre del 2000). Después de obtener el extracto
hexanico por el método de maceracién exhaustiva con Hex 100%, se llevo a cabo de la misma manera la
preparacion del extracto de CH2Cl, con CH,Cl» 100%, obteniéndose 131 g de extracto crudo (7.27% del peso
seco de la esponja) que fueron tratados con metanol 100%, obteniéndose una fase soluble y una insoluble. La
fase soluble en metanol (REDO01CH,CI,M) del extracto de CH2Cl, de A. gerardogreeni fue fraccionada
mediante cromatografia en capa fina (TLC) y columna (CC). Se obtuvieron 75 mg de un compuesto con punto
de fusion igual a 146°C. La caracterizacion quimica de éste compuesto se llevd a cabo por medio de
espectrofotometria de infrarrojo, por comparacion con un estandar del &cido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-
metoxifenil) acético. Se determiné la concentracion minima inhibitoria contra Staphylococcus aureus
(resistente a penicilina, ampicilina y acido nalidixico), Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Escherichia coli
ATCC 25922, Vibrio harveyi ATCC 35084 y Candida albicans, por el método de diluciéon en caldo mediante la
utilizacién de microplaca. Microplacas con 96 celdas fueron preparadas, conteniendo 200 pl/celda de medio
con 7.5x10° CFU /celdas del microorganismo de prueba. Se adicionaron 50 pl/celda de la muestra. La
inhibicion del crecimiento fue determinada después de 24 h de exposicidon a un gradiente de concentracién de
500 a 15.62 pg / mL a 37°C; se midié el cambio en la densidad 6ptica (640 nm), con un lector de microplacas
BIO-RAD 550. Los microorganismos de prueba fueron cultivados en Caldo Mueller Hinton e incubados por 24
h a 37°C, a excepcion de C. albicans que fue cultivada en Caldo Dextrosa Sabouraud y V. harveyi ATCC
35084 en Caldo Tripticaseina Soya con sal al 2.5% respectivamente como medios de cultivo. Los ensayos y
lecturas fueron realizados por ftriplicado. Azitromicina fue utilizada como control positivo de inhibicién y
acetona y agua como controles negativos. El acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético inhibié el
desarrollo de S. aureus a 250 pg/mL, B. subtilis a 250 ug/mL, S. faecalis a 62.5 pg/mLy V. harveyii a

500 pg/mL. Candida albicans y Escherichia coli ATCC 25922, no mostraron inhibicién a 500 ug/mL.



ABSTRACT.

The Verongida sponges (Phylum Porifera; Clase Demospongia) are a potential resource, biological and
chemistry interesting, due to the presence of secondary metabolite derived of bromotyrosine and
chlorotyrosine with in vitro and in vivo activity against Gram-positive and Gram-negative microorganism.
Considering the importance of searching of new biomolecules with bacteriostatic and bactericidal activity
against pathogenic microorganism emerging with antibiotic resistance, the sponge Aplysina gerardogreeni was
collected in the Islote La Ballena of the Espiritu Santo Island, B.C.S. by SCUBA diving with permission of
SEMARNAT (document No. DO0O.02.7488 December 7”‘, 2000), for the purpose of isolation, purification and
identification of any compound with antimicrobial activity. The CH2Cl, extract was elaborated by exhaustive
maceration in CH2Cl> 100%, 131 g (7.27% of dry of sponge) were obtained and treatened with MeOH 100%; a
soluble and an insoluble phase were obtained. The soluble phase in methanol (RED001CH2Cl,M) of CH2Cl»
extract of A. gerardogreeni was analyzed with thin layer (TLC) and column (CC) chromatography. There were
obtained 75 mg of a compound with m.p. 146°C. The chemical characterization of this compound was
determined with infrared spectroscopic by comparison with a standard of 2-hidroxi-3,5-dibromo-4-
metoxifenilacetic acid. The minimal inhibitory concentrations against Staphylococcus aureus (penicillin,
ampicillin and nalidixic acid resistant) Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Escherichia coli ATCC 25922,
Vibrio harveyi ATCC 35084 and Candida albicans were determined by a broth microdilution method in 96-wells
plates. A number of bioscreen microplates (96 well) were prepared containing 200 uL/well of broth with 7.5x10°
CFU/wells of inoculum. Following this, 50 pL/well of sample was additioned into each well. The growth
inhibition was determined after 24 hr of exposition at concentration gradient of 500 at 15.62 pg/mL at 37°C,
determining the change in the optical density (640 nm), using a Microplate Reader BIORAD 550. The test
microorganisms were harvested in Mueller Hinton Broth at 37°C for 24 hr, with exception of C. albicans, that
was harvested in Sabouraud Dextrose Broth and V. harveyi ATCC 35084 in Trypticaseine Broth with salt at
2.5% respectively. The assay and optical scanning were performed for triplicate. Azotromicine was used as
positive control of inhibition. Acetone and water were used as negative controls of inhibition. Three wells for
assay, not containing sample were inoculated with each strain as growth controls. The 2-hidroxy-3,5-dibromo-
4-metoxifenylacetic acid inhibed the growth of S. aureus at 250 pg/mL, B. subtilis at 250 pug/mL, S. faecalis
at 62.5 pg/mL, and V. harveyii at 500 pg/mL. Candida albicans, and Escherichia coli ATCC 25922, not

showed inhibition at 500 pg/mL.



1. INTRODUCCION.

Los productos naturales han sido una fuente de metabolitos bioactivos
utilizados para el tratamiento de enfermedades humanas (Fusetani, 2000). Con el
avance de la tecnologia, la generacion de nuevas drogas y el descubrimiento de
nuevas fuentes para el aislamiento de compuestos bioactivos han sido
significativamente influenciados por la quimica combinatoria, gendmica,
programas de seleccion y la biologia, entre otros (Andersen y Faulkner, 1972;
Encarnacion y Keer, 1991, 1992; Shu, 1998 ). Por lo tanto, los productos naturales
en la actualidad representan una invaluable fuente de compuestos bioactivos con
potencial terapéutico (Faulkner, 1992; Olivera, 2000; Natori et al., 2000; Proksch et
al., 2002). Aunque ha sido reportado que el 57% de las drogas prescritas tienen
su origen en estos productos, incluyendo los derivados semisintéticos y analogos
sintéticos, la gran ventaja de utilizar productos naturales como fuente para el
descubrimiento de drogas, es la diversidad estructural de estos compuestos
cuando son comparados con otras fuentes en uso (Cragg et al., 1997; Sennett,
2001). Una revisién reciente en el uso de productos naturales (predominantemente
de plantas y microorganismos) en selecciones farmacéuticas, resumio los
resultados del esfuerzo realizado en el descubrimiento de drogas sobre un
determinado numero de enfermedades cuyo tratamiento o cura ha sido dificil de
encontrar, entre las cuales se encuentran enfermedades infecciosas con
resistencia a las drogas, neurologicas (mal de Parkinson y Alzheimer),
cardiovasculares, inmunoldgicas (rechazo de transplante), anti-inflamatorias
(artritis), antivirales (particularmente VIH) y oncoldgicas ( particularmente tumores)

(Shu, 1998).



El ambiente marino es una vasta fuente para el descubrimiento de
metabolitos secundarios estructuralmente unicos (lreland et al., 1993; Mayer vy
Lehmann, 2000). A la fecha, se han publicado mas de 10,000 trabajos
relacionados a productos naturales marinos. Estos esfuerzos de busqueda,
fueron iniciados por académicos, ayudados por el desarrollo de diferentes
técnicas de colecta, que proveyeron un medio efectivo para colectar organismos
marinos. Hoy en dia, se reconoce el estudio de los productos naturales marinos
como un componente integral de la quimica de éstos y como una fuente
importante para el descubrimiento de drogas. Dichos estudios han sido
favorecidos por el desarrollo de la ecologia quimica marina, un area de
investigacion que contribuye al entendimiento del papel ecolégico de los
metabolitos secundarios marinos (Jensen y Fenical, 1994). Todos estos esfuerzos
de busqueda, solo reflejan un pequefo porcentaje de la diversidad biologica y
quimica del ambiente marino, incluyendo micro y macroorganismos.

Los organismos sésiles como las esponjas, cnidarios, briozoarios,
tunicados y algas, han desarrollado adaptaciones metabdlicas que les permiten
sintetizar compuestos que les confieren una ventaja competitiva en el ambiente
marino (Shimizu, 1993; Pawlik et al., 1993; Myers et al., 1993; Proksch y Schupp,
1996; Hay y Fenical, 1996; Waddell y Pawlik, 2000; Karuso y Scheuer, 2002). Su
presencia y concentracion depende de factores tales como: el modo de vida,
habitat, tipo de alimentacion, depredadores naturales, fauna asociada, parasitos y
presencia de estructuras protectoras, entre otras (Chanas y Pawlik, 1995; Pawlik

et al., 1995; Betancourt-Lozano et al., 1998).



Las esponjas hasta el momento son uno de los grupos mas estudiados, son
la mayor fuente de metabolitos secundarios marinos (Harper et al., 2001) ademas
de ser un objeto atractivo de estudio para la quimica de productos naturales,
debido al gran numero de metabolitos secundarios producidos, a la novedad
estructural que muestran y su potencial terapéutico en el tratamiento de
enfermedades humanas. Son pocos los metabolitos aislados de esponjas que han
sido probados a nivel clinico dada su extrema toxicidad, debida a la naturaleza
primitiva de estos organismos, al requerir la produccion de compuestos defensivos
(Harper et al., 2001). El unico metabolito secundario derivado de esponjas
aprobado para aplicaciones humanas es el Arabinofuranosiladenina (ara-A). Este
presenta una potente actividad anti-herpes. Otros metabolitos, como el avarol,
discodermolido y halicondrin B se encuentran en la etapa de evaluaciones clinicas
y preclinicas (Osinga et al., 1999; Hart et al., 2000; Mueller et al., 2000). Una de
las principales causas del poco interés de estos metabolitos secundarios, para el
desarrollo comercial, es la limitada disponibilidad de grandes cantidades de
especies particulares de esponjas (Dysidea avara por ejemplo), como materia
prima para la extraccion de estos compuestos, ademas de que muchos de los
metabolitos de interés, son producidos solamente en cantidades traza por las
esponjas o por sus simbiontes (Mueller et al., 2000).

Dentro del phylum Porifera, la esponjas del orden Verongida son
actualmente interesantes desde el punto de vista biolégico y quimico. Esto es
debido a que usualmente dentro de los miembros de este orden han sido aislados
acidos grasos, esteroles, carotenoides sulfatados y aminodacidos, pero lo que las

hace organismos unicos, es su extraordinaria habilidad de producir metabolitos



secundarios dibromados derivados de la 3,5-dibromotirosina (D’Ambrosio et al.,
1984). El estudio de estos metabolitos ha sido justificado tanto por su actividad
bioldgica (Cruz et al., 1990; Jurek et al., 1993; Rodriguez y Pifia, 1993; Ciminiello
et al, 1994a; Fu y Schmitz, 1999; Tabudravu et al., 2002), como por sus
funciones ecoldgicas (Thompson, 1985; Walker et al., 1985; Teeyapant y Proksch,
1993; Weiss et al., 1996; Ebel et al., 1997; Waddell y Pawlik, 2000), ademas de
ser considerados marcadores quimiotaxondémicos distintivos de las esponjas

marinas del Orden Verongida (Ciminiello et al., 1994b; Ciminiello et al., 1997).



2. ANTECEDENTES.

El uso de los productos naturales marinos en el descubrimiento de drogas,
empieza en los afios 50’s con el aislamiento de los arabinosil nucledsidos,
espongotimidina y espongouridina de la esponja Cryptopotethya crypta; estos
compuestos fueron usados como modelos para la produccion de Ara Ay Ara C,
los cuales son compuestos antivirales y anticancerigenos que en la actualidad son
los unicos derivados de organismos marinos y que han sido establecidos como
productos farmacéuticos (Newman et al., 2000; Sennett, 2001).

El inicio del estudio quimico y farmacolégico de las esponjas marinas fue
iniciado por Nigrelli y colaboradores, cuando un compuesto con actividad
antibidtica, denominado ectionina, fue aislado del extracto crudo etéreo de la
Microciona prolifera (Nigrelli et al., 1959). A partir de entonces, se incremento el
interés en la busqueda de compuestos con actividad biolégica (antimicrobiana,
antiviral, citotoxica, anticancerigena, etc) en esponjas marinas (Minale et al., 1972;
Andersen y Faulkner 1973; Kelecom y Kannengiesser, 1979; Guerriero et al.,
1984; D’Ambrosio et al., 1985; D’Ambrosio et al., 1986; Fendert et al., 1999; Kijjoa
et al., 2002).

Actualmente las esponjas, han demostrado ser una importante fuente de
metabolitos secundarios ya que constituyen el 50% de los productos naturales,
reportados en invertebrados marinos en la literatura cientifica. De estos, el 98%
deriva de rutas metabdlicas de aminoacidos, acetogeninas e isoprenos
(correspondientes al 26, 22 y 50% respectivamente) ademas, de considerar que
un numero importante de metabolitos parece proceder de rutas metabdlicas mixtas

(Harper et al., 2001).



Dentro del Phylum Porifera, el orden Verongida esta constituido por
esponjas de composicion quimica Unica, caracterizadas por la carencia de
terpenos, produccion de una gran cantidad de esteroles con el esqueleto aplistano
y formacién de bromo y cloro derivados, biogenéticamente relacionados con la
tirosina (Ciminiello et al., 2000). Estos ultimos, conocidos como metabolitos
derivados de la bromotirosina y clorotirosina, presentan diferentes actividades
bioldgicas, entre éstas la actividad antimicrobiana, antiviral y citotdéxica (Ciminiello
et al., 1994a; Ciminiello et al., 1999). Los primeros compuestos halogenados
derivados de la bromotirosina aislados de esponjas del orden Verongida fueron el
dibromoverongiaquinol y aeroplisinin-1 (Fattorusso et al., 1970a; Fulmor et al.,
1970; Andersen y Faulkner, 1974; Andersen y Faulkner, 1975; Carney y Rinehart,
1995). Aeroplisinin-1 fue aislado de Verongula sp., lanthella ardis y Aplysina
aerophoba y es un poderoso inhibidor de la enzima Na* K'-ATPasa del cerebro
de ratdén, ademas presentar actividad antimicrobiana en contra de Staphylococcus
albus, Bacillus cereus, B. subtilis y tienen efecto citotdéxico contra células
epidérmicas tumorales (Fulmor et al., 1970; Fattorusso et al., 1970b, 1972;
Ciminiello et al., 1994b ; Koulman et al., 1996 ).

El extracto crudo de tolueno-metanol de A. fistularis, inhibio el crecimiento
de Sacharomyces cerevisiae y Penicillium atroveetum; subsecuentemente varios
derivados del bromofenol con actividad antifungica fueron aislados de estos
extractos, entre ellos la 2,6-dibromobenzoquinona, inhibidor de la RNA polimerasa
Il (Nagaraja y Shaw, 1982). Gunasekera y Cross (1992) analizaron los extractos
de A. fistularis fulva, A. archeri, A. lacunosa y A. cauliformis identificando a

fistularin-3 (Gopichand y Schmitz, 1979) como el compuesto responsable de la



actividad contra el virus causante de leucemia felina y la aerotionina como un
agente inmunosupresor aislado de A. fistularis fulva; ambos compuestos han sido
aislados de A. archeri (Gunasekera et al.,1991), A. aerophoba (Moody et al.,
1972), A. thiona y Psammaplysilla purpurea (Venkateswarlu et al., 1998). El
compuesto 11-Deoxifistularin, aislado de Aplysina fistularis insularis, presentd
actividad citotoxica contra de la linea celular MCF-7 (carcinoma humano), con
LDsp = 17 ug/mL (Compagnone et al., 1999).

Los derivados de aerotionina, tales como 11-oxoaerotionina vy
dihidroxiaerotionina, fueron aislados de Aplysina lacunosa y Verongula rigida
respectivamente (Gunasekera and Gunasekera 1989; Acosta and Rodriguez,
1992). La 11-oxoaerotionina presentd actividad antimicrobiana in vitro contra
Escherichia coli (CIM= 10ug/mL), Staphylococcus aureus (CIM= 30ug/mL) vy
Pseudomonas aeruginosa (CIM= 30ug/mL). A partir de Pseudoceratina durisima
se aislaron 11,19-dideoxifistularin-3 y 11-hidroxiaerotionina, e inhibieron el
crecimiento de S. aureus, Bacillus subtilis y Candida albicans (Kernan et al., 1990).

Kernan et al. (1990a) aislaron el Anomian A del extracto metandlico de
Pseudoceratina durisima; este compuesto ademas de estar relacionado con
Aplysamina 2, un metabolito citotoxico aislado de Aplysina sp, inhibio el
crecimiento in vitro de S. aureus (10 pg/disco), B. subtilis (5 pg/disco) y C.
albicans (25 ng/disco). Cruz et al. (1990) obtuvieron, un aplisindlido de Aplysina
thiona, ademas del previamente reportado aplisinimina, el cual es considerado

como un posible precursor de aplisincetal A y aplisincetal B; estos ultimos, ademas
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de aplisimina mostraron actividad antimicrobiana contra S. aureus, Streptococcus
pyogenes, Salmonella typhiy Shigella sonnei.

Los alcaloides derivados de bromotirosina, aplisinamisinas |, Il, y Ill, fueron
aislados de Aplysina cauliformis, presentando actividad antimicrobiana in vitro
contra S. aureus, P. aeruginosa y E. coli.

Los metabolitos secundarios estan relacionados con la defensa quimica de
las esponjas y ha sido demostrado que Aplysina fistularis libera aerotionina y
homoaerotionina al medio, con la finalidad de inhibir el crecimiento de organismos
incrustantes y evitar la depredacion (Thompson, 1985; Walker et al., 1985). Asi
mismo, un analisis realizado en la esponja Aplysina (Verongia) aerophoba sugiri
que los constituyentes isofistularin-3, aerophobin-1 y aerophobin-2 estan
relacionados con este tipo de defensa (Teeyapant et al.,1993). Esta hipotesis se
sustenta en estudios donde se demuestra la potente actividad citotoxica de
isofistularin-3, lo cual puede ser relevante desde el punto de vista ecoldgico, al
prevenir el crecimiento de organismos incrustantes y epibiontes.

De Aplysina gerardogreeni han sido aislados aerotionina, calafianina y el
acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético (Encarnacién et al., 2000); a
este ultimo se le determind la actividad antimicrobiana en contra de S. aureus y E.
coli, por el método de difusion en agar (Ledn-Deniz, 2000), y fue demostrada la
actividad antimicobacteriana de la aerotionina por Encarnacion et al (2001).

El acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético, es un derivado de la
3,5-bromotirosina obtenido por primera vez como producto de la hidrdlisis acida de
aeroplisinin-1 (Fattorusso et al., 1970b; Fattorusso et al., 1970a) y posteriormente

de aerotionina, en donde ademas del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil)
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acético se obtuvo aeroplisinin 2, que es una lactona con la misma composicion
elemental que el acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético (Minale et al.,
1972; Moody et al., 1972). Ambos compuestos fueron aislados de A. aerophoba,
A. thiona y Psammaplosilla purpurea (Cruz et al., 1990; Fattorusso et al., 1970c).
El 4cido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético puede ser sintetizado a partir
del metil (2-hidroxi-4-metoxifenil) acetato por procesos de bromacién (Gripenberg
y Juselius, 1954; Fattorusso et al., 1970b; Fattorusso et al., 1970a), pero fue
aislado como producto natural por Encarnacién et al. (2000).

Compuestos similares al acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético,
han sido aislados y han presentado actividad antimicrobiana. Entre estos el acido
(3,5-dibromo-4-hidroxifenil) acético, aislado del alga roja Halopytis incurvus y de
las esponjas A. fistularis y Verongia archeri (Sharma et al., 1970) y el acido (3,5-
dibromo-2,4-dihidroxifenil) acético, aislado de A. aerophoba, A. thiona vy

Psammaposilla purpurea (Cruz et al., 1990).
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3. DESCRIPCION DE Aplysina gerardogreeni (Gomez y Bakus 1992).

Aplysina gerardogreeni (Fig.1 y 2) presenta una forma masiva y lobular;
mide de 10 a 18 cm de ancho por 3 a 6 cm del alto; I6bulos de 3 a 25 cm de alto
por 5 a 10 cm de diametro, cada uno con un ésculo en la porcidn superior que
mide de 450 a 3000 um de didmetro. En el medio natural la coloracion de A.
gerardogreeni es amarillo ocre en la base y rojiza en la parte superior. Preservada
en alcohol adquiere una coloracion purpura oscuro. Su consistencia es firme, aun
cuando es preservada en alcohol, pero se torna dura cuando se seca. La
superficie es finamente conulosa; los cénulos son menores a 1 mm de alto.

El pinacodermo mide de 60 a 278 um de grosor y se distingue del
coanosoma por su alta pigmentacion. Poros no aparentes. El atrio mide 1 a 2 mm
de diametro. Las camaras de coanocitos varian de 12 a 17 um de diametro.
Presenta fibroreticulacion poligonal irregular. Las fibras de espongina son de color
ambar, estratificadas, sin distincion entre primarias y secundarias (Gomez y

Bakus, 1992).
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Phylum: Porifera

Clase: Demospongiae

Subclase:  Ceractinomorpha

Orden: Verongida (Berquist, 1978)
Familia: Aplysinidae (Carter, 1875)
Género: Aplysina (Nardo, 1813)

Aplysina gerardogreeni (Gémez y Bakus, 1992)

Fig. 1.- Ubicaciéon taxonémica de Aplysina gerardogreeni



Fig.- 2. Representacion esquematica de la estructura general de las esponjas del género Aplysina sp.
Os: 6sculo; C: cuerpo tubular ; CC: camara de coanocitos; Mes: mesohilo; Arq: arqueocitos;
Ci:cianobacteria; CE: células esferoidales. Las areas representadas con flechas de color negro, representan el
flujo de agua a través del sistema acuifero y la expulsion de la misma a través del 6sculo y los canales exhalantes.

—
~
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4. JUSTIFICACION.

En afos recientes, se ha demostrado que los organismos marinos son una
fuente potencial de compuestos con actividad biolégica. Esta fuente natural de
recursos no ha sido ampliamente explorada. Aunque en la actualidad, existen mas
de 10,000 publicaciones sobre productos naturales marinos, relacionados con
algun tipo de actividad bioldégica (antimicrobiana, anti-incrustante, antiviral,
anticancerigena, etc), estos esfuerzos de busqueda solo reflejan un pequefo
porcentaje de la diversidad biolégica y quimica del ambiente marino, incluidos
micro y macroorganismos. Lo anterior, representa una oportunidad para la
farmacologia, ecologia marina y biotecnologia para desarrollarse ampliamente e
incrementar las posibilidades de encontrar nuevos compuestos de interés para el
hombre, debido a que la mayoria de las enfermedades actuales aun esperan un
tratamiento satisfactorio (Shu, 1998) y estan surgiendo nuevas cepas microbianas
resistentes que requieren ser combatidas.

Las esponjas pertenecientes al género Aplysina, son un recurso potencial
para la busqueda de nuevas biomoléculas con actividad bacteriostatica y
bactericida, en virtud de que presentan derivados de la bromotirosina, clorotirosina
(Acosta y Rodriguez, 1992; Gunasekera y Cross, 1992; Rodriguez y Pifa, 1993;
Carney y Rinehart, 1995; Hobdy-Henderson, 1999) y alcaloides derivados del
triptofano (Kondo et al., 1994) con actividad antimicrobiana.

La importancia de este tipo de estudios radica en que a partir del

aislamiento, purificacion y elucidacion estructural de sus compuestos activos, se
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pueden plantear las estrategias necesarias para su aprovechamiento en diversas
areas de interés farmacoldgico, agricola y acuacultural. Asi mismo, estos
compuestos pueden emplearse como modelos para la sintesis de analogos

sintéticos o semisintéticos.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Aislar, purificar e identificar, el compuesto con actividad antimicrobiana de la

esponja A. gerardogreeni.

5.2. Objetivos especificos.

e Aislar y purificar el compuesto activo del extracto de CH)Cl, de A.
gerardogreeni.

e Probar la actividad antimicrobiana de las fracciones que se obtuvieron a lo largo
del proceso de purificacion del compuesto activo contra S. aureus, S. faecalis,
E. coli, B. subtilis y C. albicans por el método de difusion en agar.

¢ Identificar la estructura quimica por espectroscopia de infrarrojo del compuesto

activo aislado.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria del compuesto activo aislado en
contra de S. aureus, S. faecalis, E. coli (ATCC 25922), B. subtilis, C. albicans y

Vibrio harveyii (ATCC 35084 ) por el método de microdilucién en caldo.



18

6. METODO.
6.1. Colecta e identificacion taxonémica de A. gerardogreeni.

Las esponjas fueron colectadas en el Islote la Ballena el cual forma parte
del Complejo Insular Espiritu Santo — La Partida ubicado entre los 24° 28 49" y
24° 29’ 21” Latitud N y 110° 23’ 54” y 110° 24’ 42” longitud W (Fig. 3). La colecta
fue realizada por medio de buceo auténomo SCUBA, a una profundidad de 10-12
m con la autorizacion de SEMARNAT (oficio No. DOO.02.7488, 7 de diciembre del
2000).

Los organismos colectados, fueron limpiados de todo material extrafio y
agrupados de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas en bolsas de plastico por
separado, asignandoles el numero de colecta REDOO1. Una vez etiquetadas, las
muestras fueron colocadas en hieleras y transportadas al laboratorio donde se
conservaron en congelacion a -10 °C hasta su extraccion. Se preservaron dos
muestras del espécimen en alcohol al 70% para identificacién y referencia,
etiquetandose con los datos de su colecta. Las muestras se depositaron en el
Laboratorio de Farmacognésia de la Universidad Auténoma de Baja California Sur

(UABCS). La identificacion fue realizada segun Gémez y Bakus (1992).
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6.2. Obtencion de extractos de A. gerardogreeni.

La obtencion de los extractos de A. gerardogreeni (Fig. 4), fue llevada a
cabo partiendo de 9.25 kg de esponja congelada, la cual fue cortada en trozos y
liofilizada. Se obtuvieron 1.87 kg de material seco el cual fue molido para facilitar
la extraccion.

Primeramente se obtuvo el extracto hexanico, partiendo de 1.87 kg de
esponja liofilizada y macerada con 40 L de Hex, en forma exhaustiva. La solucién
hexanica obtenida fue separada del residuo sélido por decantacién y concentrada
hasta sequedad a presion reducida, obteniéndose 25.7 g de extracto crudo
hexanico. El residuo sdélido remanente de la esponja una vez seco fue macerado
con 36L de CH.Cly; la solucion de diclorometano se concentré hasta sequedad a
presion reducida, obteniéndose 131 g de extracto CH,Cl, el cual fue tratado con
150 mL de MeOH, obteniéndose una fraccion soluble que fue concentrada a
sequedad y etiquetada como REDOO1CH,CI;M (111 g). La fraccién insoluble en

MeOH fue secada, pesada y etiquetada como RED001CH,CI2R (20 g).

6.3. Extraccién y purificacion del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil)
acético.

La reobtencion del &cido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético fue
realizada a partir de la fraccion soluble del extracto de CH,Cl, de A. gerardogreeni,
que aunque inicialmente no presentd actividad antimicrobiana, se trabajo segun lo

reportado por Encarnacion et al. (2000).
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REDO001
(Esponja congelada)
9.252 K¢

Liofilizacion

REDO001
1.800 Kg

Maceracion/Hex

Extracto Hexanico Residuo solido (Esponja)
(REDO001Hex)

25¢g

Maceracién/CH,CI,

Extracto Residuo

(RED001CH,CL,)  sdlido
131g

| MeOH

I I
Fase Insoluble Fase Soluble
(REDO01CH,CI,R) (REDO001CH,CI,M)
209 11149
Inactivo

Fig. 4.- Método de obtencién de extractos de Aplysina gerardogreeni.
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6.3.1.- Fraccionamiento de la fase soluble del extracto de CH,ClI,

Un analisis preliminar con 100 mg de la fase soluble (Fig. 5), en
cromatografia en columna (CC) sobre SiO, (230-400 mesh) manteniendo una
relacion muestra:silica de 1:25, con un sistema eluyente en gradiente de polaridad
de Hex 100% (36 mL), Hex:Me,CO 8:2 (72 mL), Hex:Me,CO 6:4 (45 mL), Me,CO
(12 mL) y MeOH (12 mL), permitié la obtencién de 12 fracciones; esto se llevo a
cabo con la finalidad de evaluar la eficiencia del sistema eluyente seleccionado y
optimizar recursos. Considerando el buen resultado obtenido en el analisis
preliminar, este fue repetido con 100 g de la fraccion soluble en MeOH
(REDO01CH2CI2M) (Fig. 6) la cual fue fraccionada, por cromatografia en CC sobre
SiOz (230-400 mesh) con una relacion muestra:adsorbente 1:25. La elusion fue
realizada con Hex:Me,CO 9:1 (9 L), Hex:Me,CO 8:2 (72 L), Hex:Me,CO 6:4 (45 L),
seguido de Me,CO 100%, Me,CO:MeOH 5:5 (6 L) y MeOH 100% colectandose
fracciones de 4 L. Después de analizar las fracciones por cromatografia en capa
fina (TLC), para unir las que fueran semejantes, doce fracciones fueron obtenidas.
De éstas, la fraccion RED001CH2CI,MCC3F7 (802.3 mg), fue seleccionada para
su estudio debido a que presenté actividad contra S.aureus, B. subtilis, S. faecalis,
E. coli y C. albicans. Ademas de que el analisis comparativo en TLC contra un
estandar del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético, mostré que
contenia dicho compuesto. Este mismo procedimiento fue repetido con las
fracciones obtenidas en todo el proceso de aislamiento de este compuesto con la

finalidad de ubicarlo dentro de las fracciones subsecuentes .



Fase Soluble
(RED001CH,CI,M)
100 mg

Sigel (230-400 mesh) (2.5 g). Relacion muestra-silica: 1:25
Hex; Hex:Me,CO (8:2) (6:4); Me,CO 100%; MeOH 100%.
Vol. Fraccion: 1 mL/tubo (11x100 mL).

MCC3 MCC3 MCC3 MccC3 MCC3 MCC3 MCC3 Mcc3 MCC3 MCC3 MCC3 MCC3
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
(1-32) (33-46) (47-51)  (52-74) (75-90) (91-109) (110-119) (120-135) (136-144) (145166) (lavado) (lavado)
0.5mg 13.1 mg 21mg 1.8 mg 1.1 mg 0.7 mg 4.7 mg 39.8 mg 3.1mg 4.6 mg 11.8 mg 4.3 mg

Fig. 5.- Analisis preliminar de la fase soluble del extracto de diclorometano (REDOO1CH,CL,M).
F: fraccion.
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Fase Soluble
(RED001CH,CI,M)
100 gr

Sigel (230-400 mesh) (2.5 kg). Relacion muestra-silica: 1:25
Hex:Me,CO (9:1) 9L (8:2) 72L (6:4) 45L; Me,CO 100% 9L;
Me,CO:MeOH (5:5) 6L; MeOH 100% 6L.

Vol. / fraccion: 4 L/matraz.

McC3 McC3 MCC3 MccC3 MCC3 McC3 MCC3 Mcc3 MCC3 MCC3 McCC3 MCC3
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
(1-10) (11-143) (142-278) (179-483) (284-500) (501-508) ( 509-C) (D-H) (1-0) (P) (Q-C1) (D1-J1)
427 mg 3.7gr 3165mg 229mg 200 mg 1.5gr 8023mg 340mg  12.18gr 12.78gr  51.9gr 19.9 gr
Neg S.a;Bs S.a;Bs; Bs;Ca S.a;Bs; S.a;Bs; S.a,B.s., S.a;Bs; S.a S.a; S.f S.a; S.f NT

S.f S.f; C.a; S.f;Ca S.f,Ca,Ec Ec
E.c.

I - i
us - -
L] |
5 <,
i I
# L 3

iy

L -

EFEFFFe EFEFrre

Rew: H,50, 10% yvainillire 025%

Fig. 6.- Fraccionamiento de la fase soluble del extracto de diclorometano (RED001CH,CI,M).
S.a = Staphylococcus aureus; S.f = Streptococcus faecalis; E.c= Escherichia coli; B.s = Bacillus subtilis;
C.a =Candida albicans; F = Fraccién; E= estandar del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético.
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6.3.2. Aislamiento y purificacion del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-
metoxifenil) acético.

La fraccion MCC3F7 (802.3 mg), obtenida de la fraccidon soluble
denominada REDO01CH,CI;M (Fig. 7), sometida a CC sobre SiO, (230-400
mesh), relacion muestra:adsorbente 1:100. La elusion fue realizada con CH,CI,
100% (1.250 L), CH.Cl»:Me,CO 97:3 (500 mL); Me,CO 100% (250 mL);
Me,CO:MeOH 5:5 (200 mL) y MeOH 100% (250 mL). Cinco fracciones fueron
obtenidas de las cuales la fraccion RED001CH,CI,MCC5 F2 aunque no presentd
actividad en contra de E.coli, fue fraccionada debido a que present6 el acido (2-
hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético, de acuerdo al cromatograma obtenido
en un analisis comparativo por TLC de esta fraccion contra el estandar del acido.

La fraccion MCCS5 F2 obtenida de la fraccion CC3 F7 fue fraccionada otra
vez por CC en SiO; 230-400 mesh, relacion muestra:adsorbente 1:100, eluyendo
con CH,Cly; seguido de CH,Cl>:Me,CO (95:5) y Me,CO. Tres fracciones fueron
obtenidas de las cuales, la fraccibon MCC6 F2 (95 mg) fue purificada por
cristalizacion con Hex:CH,Cl, (5:5), obteniéndose 75 mg de un compuesto con
punto de fusion igual a 146°C y 20 mg de aguas madres que contenian el acido y
que por esta razén fueron empleadas para la determinacién antimicrobiana por el

método de difusion en agar.



Sist.: Hex: EtoAc 5:5
Rev.: H,SO, 10% y vainillina 0.25%

REDO001CH,CI,MCC3F7

770 mg

Sigel (230-400 mesh) (77 g) Relacién muestra-silica: 1:100

CH,Cl,; CH,Cl,:MeOH (97:3); Me,CO; Me,CO:MeOH (1:1); MeOH 100%.

Vol. / Fraccién 4mL/tubo:

W kd MCC5 MCC5 MCC5 MCC5 MCC5
F1 F2 F3 F4 F5
E FIF2F3F4 F5 F6 (1-147) (148-174) (175-189) (190-205) (Lavados)
40 mg 118.3 mg 25 mg 17.7 mg 357.2mg
Neg Neg E.c E.c E.c
CCé6
Sigel (230-400 mesh)
CH,CI,; CH,Cl,:Me,CO (95:5); Me,CO. Vol. / Fraccién: 2mL/tubo (11x100 mL)
L
N
MCC6 MCC6 MCC6 P
F1 F2 F3 -
2(16'9;;] (g’;':nzs) (123130) SE _
’ 4.7 mg 0, 2
T2
Cristalizacién ©e
Hex:CH,CI, g 9;' u
| =
MCC6F2 H,O0 madres > E F1F2 F3
(Cristales) 20 mg &
75 mg S.a; B.s
mp 146°C

Fig.- 7. Aislamiento y purificacion del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético
E.c.: Escherichia coli; S.a.: S.a = Staphylococcus aureus ; B.s.: Bacillus subtilis
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6.4.- Caracterizacion quimica del compuesto activo.

El analisis de la estructura quimica del compuesto activo etiquetado como
REDO001CH.CI,MCC6F2 fue realizada por espectroscopia de infrarrojo,
comparando la informacion espectral obtenida contra lo reportado en la literatura
para este compuesto (Fattorusso et al., 1970a) y contra un estandar obtenido
previamente de esta misma fuente (Encarnacion et al., 2000; Ledn-Deniz, 2000),
cuyo espectro de infrarrojo esta registrado en un espectrémetro Perkin-Elmer
modelo Paragon 500 FT-IR, en el rango de 4,000 a 450 cm™. Se utiliz6 pastilla de
KBr como soporte para la muestra. Los espectros de absorbancia obtenidos tanto
del estandar como del compuesto RED001CH,CI.MCC6F2 fueron comparados

mediante el Software Spectrum para Windows ver. 1.
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6.5. ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.
6.5.1. Extractos.

La prueba de actividad antimicrobiana de los extractos fue evaluada por el
método de difusiébn en agar por disco. Cada experimento fue realizado por
duplicado segun Encarnacion y Keer (1991). Un disco de papel filtro fue
impregnado del material a analizar y colocado sobre una superficie de agar
previamente inoculada con una suspension de cada tipo de microorganismo
prueba.

Los discos de papel filtro Whatman no. 1, de 7 mm de diametro fueron
impregnados con 100 pL de una solucién stock preparada con 20 mg de muestra y
1 mL de disolvente (2 mg/disco). Discos impregnados con disolvente fueron
empleados como controles negativos. Discos de eritromicina (15 ug/disco) y
cloranfenicol (30 ug/disco) marca Bigaux Diagnostica, S.A., fueron empleados
como controles positivos para bacterias Gram positivas y Gram negativas
respectivamente; se empleo ketoconazol (16 pg/disco) contra C. albicans. Los
discos fueron colocados y las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h, periodo

después del cual fueron medidos los halos de inhibicion.

6.5.1.1. Microorganismos.
Los microorganismos empleados para la realizacion de esta prueba fueron:
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Escherichia coli

(ATCC25922) y Candida albicans. S. aureus es una cepa patdgena resistente a
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penicilina, ceftazidina, dicloxacilina y ampicilina, la cual fue donada por el
Laboratorio de Analisis Especiales de Diagndstico Microbioldgico de la Paz (en La
Paz, B.C.S., México), el resto de los microorganismos son cultivos axénicos
donados por el Laboratorio de Microbiologia del Instituto Oceanografico SCRIPPS,

de la Universidad de California (La Jolla, E.U.A).

6.5.1.2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo empleados en este ensayo fueron: Agar Mueller
Hinton (DIFCO Laboratories) para S. aureus, B. subtilis, S. faecalis y E. coli, y
Agar Dextrosa Sabouraud (DIFCO Laboratories) para el hongo levaduriforme C.
albicans; estos fueron esterilizados en autoclave (ALL American modelo no. 25x) a

15 Ib/in? (121°C) durante 15 min.

6.5.1.3. Preparacion del inéculo.

El inoculo fue elaborado suspendiendo una colonia del microorganismo de
prueba en 5 mL de Caldo Tripticaseina Soya (TSB) (DIFCO Laboratories) e
incubando por 24 hr a 37°C (VWR Scientific, modelo 1370G), al finalizar el periodo
de incubacién la densidad celular del in6culo fue ajustada con el nefeldmetro de
Mc Farland, hasta 1.5x10® CFU/mL (Encarnacién y Keer, 1991) con TSB. La
pureza de las cepas fue verificada mediante tincion de Gram y observacién

microscopica.
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6.5.2. Fracciones.
La determinacién de la actividad antimicrobiana de las fracciones que se
obtuvieron a lo largo del proceso de extraccion se llevé a cabo de acuerdo a lo

especificado en las secciones 6.5.1,6.5.1.1, 6.5.1.2y 6.5.1.3.

6.6. Determinacion de la actividad inhibitoria minima del acido (2-hidroxi-3,5-
dibromo-4-metoxifenil) acético.

El método de dilucion en caldo mediante la utilizacidn de microplacas, fue
empleado para determinar la concentracion inhibitoria minima de acuerdo con
Coote et al. (1998) y Speciale et al. (2002).

Un numero de microplacas (Multiwell/96 well. Falcon 3872 PRIMARIA)
fueron preparadas de manera preliminar, conteniendo 200 ulL/celda de medio de
cultivo, con un indculo de 7.5x10° CFU/celda del microorganismo de prueba de
acuerdo a Coote et al (1998). Se adicionaron 50 ulL/celda de una solucion stock
preparada con 4 mg del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético y
disuelta en 1600 uL de una mezcla medio de cultivo:Me,CO (9:1), con la finalidad
de obtener mediante dilucién un gradiente de concentracion de 500, 250, 125,
62.5, 31.2 y 15.6 pg/mL. Azitromicina fue empleada como control positivo de
inhibicién para S. faecalis en una concentracién de 0.5 ug/mL y 2 ug/mL para el
resto de las bacterias. Ketoconazol (1-16 ug/mL) contra Candida albicans y se
emplearon agua y acetona como controles negativos de inhibicion, ademas de

medio de cultivo y medio de cultivo mas la muestra. Las microplacas fueron
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incubadas a 37°C por 24 h, periodo después del cual la lectura de las celdas fue
realizada mediante un lector de placas BIO-RAD 550 a una frecuencia de 640 nm
de acuerdo con Koch (1981). Los ensayos y lecturas fueron realizados por
triplicado. Los datos generados fueron importados a Microsoft Excel Software, y
transformados a porcentajes con la finalidad de obtener el porcentaje de inhibicion
de cada cepa, para lo cual se tomé al control negativo de inhibicion como el 100%.
Un proceso general de regresion lineal y un analisis de covarianza fue realizado
para evaluar la diferencia entre el efecto del acido entre las cepas. La prueba de
Tukey fue empleada para evaluar la diferencia entre el efecto del acido para cada
unas de las cepas. La significancia de las diferencias fue determinada a P<0.05,
de acuerdo con Zar (1996). Todos los analisis fueron llevados acabo con Microsoft

Excel Software.

6.6.1 Microorganismos de prueba.

Los microorganismos utilizados para esta prueba son los especificados en
el seccion 6.5.1, ademas de la cepa Vibrio harveyi (ATCC 35084) la cual fue
donada por el Laboratorio de Biologia Experimental del Centro Interdisciplinario de
Ciencias Marinas. V. harveyi fue seleccionado como microorganismo de prueba
debido a que actualmente es considerado como un patégeno emergente de

importancia en organismos marinos (Zhang et al., 2001).

6.6.2. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo empleados en este ensayo fueron: Caldo Mueller

Hinton (DIFCO Laboratories) para S. aureus, B. subtilis, S. faecalis y E.coli; Caldo
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Dextrosa Sabouraud (DIFCO Laboratories) para el hongo levaduriforme C.
albicans y Caldo Tripticaseina Soya (DIFCO Laboratories) con sal al 2.5% para
V. harveyi, estos fueron esterilizados en autoclave (ALL American modelo no. 25x)

a 15Ib/in? (121°C) durante 15 min.

6.6.3. Preparacion del inéculo.

La elaboracién del indculo y el ajuste del mismo para cada microorganismo
hasta una concentracion de 1.5x10® CFU/mL , se realizé como se describe en la
seccion 7.1.3. Una vez obtenida la concentracion celular antes mencionada, se
llevaron a cabo una serie de diluciones hasta obtener una concentracion celular de
7.5 X10° CFU . La pureza de las cepas fue verificada mediante tincién de Gram y

observacion microscépica.
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7. RESULTADOS.
7.1. Aislamiento y purificaciéon del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil)
acético.

El ensayo de actividad antimicrobiana por MDA y la realizacién de
diferentes columnas cromatograficas nos condujo al aislamiento y purificacién de
75 mg de un derivado de la 3,5-dibromotirosina a partir de la fase soluble en
MeOH del extracto de CH,Cl, (REDO01CH,CI,M) de A. gerardogreeni. De acuerdo
a un andlisis en cromatografia en capa fina en tres diferentes sistemas, se
demostré que se trataba de un solo compuesto, por o que se determind el
espectro de infrarrojo encontrandose que dicho compuesto es igual al acido (2-

hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético antes obtenido (Fig. 8).

OCH;

CH,CO,H

Figura 8. Estructura del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético.

7.2.- Caracterizacion quimica del compuesto activo.

En el analisis espectroscdpico comparativo entre la sustancia de referencia

y el acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético aislado (Figs. 9 y 10),
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observamos una sefial fuerte a 3,398 cm™ como resultado del alargamiento
caracteristico de los enlaces O-H. Presenta dos sefiales una a 2,955 y otra 2,870
cm™. La primera sefial es el resultado del estiramiento asimétrico de los enlaces
C-H del grupo CHs; el segundo, surge del estiramiento simétrico de los enlaces
del grupo metilo. Los estiramientos, asimétricos y simétricos de los grupos
metileno (CH;) caen dentro del mismo rango que los del grupo metilo, aunque
Silverstein et al. (1974) indican los rangos de 2926 y 2853 cm™', respectivamente.

Por otro lado, las vibraciones a 1,478 y 1,434 cm™ involucran los
estiramientos de los enlaces C-C del anillo aromatico. Las bandas
correspondientes a los estiramiento de los enlaces C-H del anillo aromatico se dan
al rededor de los 3,100 y 3000 cm™, asi mismo se puede observar un sobretono o
una serie de sefiales combinadas entre los 2,000 y 1,700 cm™, estas sefiales no
son muy claras como para representar objetivamente el patron de substitucién del
compuesto activo aislado, debido a que se traslapan con un pico fuerte a los 1,710
cm™' resultado del estiramiento del enlace C=0 del acido carboxilico.

El estiramiento simétrico del metoxi, se observa a los 1,244 cm™, ademas
de otra banda a los 951 cm™, la cual es atribuida al estiramiento asimétrico del
anillo aromatico, en el que los enlaces C-C se estiran durante la contraccion del
enlace C-O del éter. Ambas sefales caen en la region dactiloscopica del espectro
de infrarrojo.

La absorcién de los compuestos halogenados es observada alrededor de
los 630 cm™, debida a vibraciones de estiramiento del enlace del C- halégeno.

Esta senal es caracteristica de los compuestos bromados.
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Se observd una pequefia diferencia entre los espectros del compuesto
RED001CH,CI,MCC6F2 y el estandar a los 3,308 cm™, pero de acuerdo a una
ampliacién de ambos espectros entre los 4,000 y 2,300 cm™ (Fig. 10) esta

diferencia no es significativa.

7.3. Ensayo de actividad antimicrobiana.
7.3.1. Extractos.

El extracto crudo de diclorometano (131 g) fue tratado con metanol
obteniéndose dos fases: una fase insoluble (RED001CH,CI;R) y una fase soluble
(RED001CH,CI>:M). En el bioensayo realizado a la fase soluble del extracto de
CH.Cl, (REDO01CH.CI;M) de A gerardogreeni no se registrd6 actividad
antimicrobiana en contra de ninguno de los microorganismos de prueba (Tabla 1).
La actividad antimicrobiana de la fase insoluble en MeOH RED001CH;CI;R no

fue determinada.

7.3.2. Fracciones.

Las fracciones obtenidas a partir del fraccionamiento de Ia
REDO001CH.CI;M (Fig. 6), aunque presentaron actividad en contra de bacterias
Gram (+) y Gram (-) (Tabla 1), no se registré actividad en contra de Candida
albicans. Asi mismo, los resultados indican que las fracciones de polaridad media,
son las que presentan actividad en contra de Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Streptoccocus faecalis y Escherichia coli. De forma contraria, las
fracciones poco polares y polares, presentaron actividad en contra de las

bacterias Gram (+). Cabe mencionar que la fraccion RED001CH,CI;MCC3F1, no



YT

45,5

| m 1026.87 (\f
40 | M |
(\ﬂ | 6270
/ 1386
35 I
29585, 25 153t a4
143079 b
50 ' 776 30
- 63082
kol 147392 119298 | 95142
23 . 135650 989,04
171081
N
1305.48 1244 63
19’2 i T T T T T 1
40000 3000 2000 1500 1000 40010
cii-1

Fig. 9.- Andlisis comparativo por espectroscopia de infrarrojo del compuesto RED001CH,CI,MCC6F2

Compuesto RED001CH,CI,CC6F2
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presento actividad en contra de ninguna de los microorganismos de prueba (Tabla
1).

En lo que respecta a las fracciones obtenidas a partir del analisis
cromatografico realizado a la fraccion RED001CH,CI,MCC3F7 (Fig. 7, Tabla 1),
solo se les probd la actividad en contra de Escherichia coli, con la finalidad de
facilitar la busqueda del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético, en
virtud de que este compuesto presenté actividad por el método de difusién en
contra de este microorganismo (Ledn-Deniz, 2000). De las 6 fracciones
analizadas, solo las fracciones MCC5F3, MCC5F4, MCC5F5 y MCCS5F6

presentaron actividad en contra de E. coli.

7.4.- Concentracién inhibitoria minima del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-
metoxifenil) acético.

La accion inhibitoria del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético a
partir de la exposicion de microorganismos de prueba a diferentes
concentraciones de este compuesto, fue claramente observada en contra de las
cepas S. aureus (Fig. 11a, Anexo 5), B. subtilis (Fig. 11b, Anexo 5) S. faecalis (Fig.
11c, Anexo 5) y V. harveyi (Fig. 9d, Anexo 5). Los resultados muestran que
después de 24 h de incubacién a 37°C, la densidad celular decrece con el
aumento de la concentracion en ug/mL del acido, aun cuando fue empleada una
concentracién alta de células (7.5x10°), para las cepas antes mencionadas, no

siendo asi para E. coli (Fig. 12a) y C. albicans (Fig. 12b).
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Tabla 1. Actividad antimicrobiana de extractos y fracciones obtenidas a lo
largo del proceso de extraccion.

Muestra Método de Difusion en
Agar
Experimento Extracto 6 Fraccion S.a |Bss| S.f E.c.| Ca
Extraccion RED001 CH.CI:M - - - - -
(Fig. 4) (Fase soluble en metanol)
CH,CILR nt. nt nt nt n.t
(Fase insoluble en metanol)
MCC3F1 - - - - -
MCC3F2 + + - - -
MCC3F3 + + + - -
MCC3F4 - + - - -
MCC3F5 ++ ++  ++ + -
MCC3F6 ++ + + - -
REDO001CH,CI,MCC3 MCC3F7 St 4+ 4+ -
(Fig. 6) MCC3F8 ++++  ++ - ++ -
MCC3F9 + - - - -
MCC3F10 + - + - -
MCC3F11 ++ -+ - -
MCC3F12 nt. nt nt nt nt
MCC5F1 nt. nt nt - n.t.
MCC5F2 nt. nt nt - n.t.
REDO001CH,CI,MCC5 MCC5F3 nt. nt nt + nt
(Fig. 7) MCC5F4 nt. nt nt + nt
MCC5F5 nt. nt nt +++ nt.
MCCG6F1 nt. nt nt nt n.t
REDO001CH,CI,MCC6 MCCG6F2 nt. nt nt nt n.t
(Fig. 7) MCC6F3 nt. nt nt nt nt

a) Resultados: - no inhibicién; + zona de inhibicidn menor de 10 mm de diametro;
++ zona de inhibicion de 10 a 15 mm de diametro; +++ zona de inhibicion 15 a 20
mm de didmetro; ++++ mas de 20 mm.
b) Organismos de prueba: S.a, Staphylococcus aureus; B.s, Bacillus subtilis; S.f,
Streptococcus faecalis; E.c, Escherichia coli; C.a, Candida albicans.

c) n.t.: no probado
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Fig. 11. Efecto del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético a concentraciones de

500, 250, 125, 62.5, 31.25 y 15.62 mg/mL, sobre el crecimiento de S. aureus a); B. subtilis, b);
S. faecalis, c); V. harveyi, d).



40

100
160 +
PY 90
140 + 80
= 120 | f 70
53 =
S e 60 |
£ & 501
E § 40 1
8 e 304
[
5 (3}
© 20 +
20 + 10 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ! 0 ‘ ‘ ‘ ‘ : !
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Concentracién pg/mL Concentracién pg/mL
a b
180 100
160
— 140 T 804
£ 120 Y
e T 60 -
£ 100 5
2 £
g 8 T 40
g © S
O 40 20 -
20
0 T T T T T T 1 0 T T T T t 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Concentracién ug/mL Concentracién pg/mL
c d
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Fig. 12. Efecto del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético a concentraciones de
500, 250, 125, 62.5, 31.25 y 15.62 mg/mL, sobre el crecimiento de E. coli a); C. albicans, b).
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La concentracién inhibitoria minima (Tabla 2) fue determinada como la
concentracion mas baja a la cual se observé crecimiento, para cada una de las
cepas. Se obtuvieron los siguientes valores: S. aureus (CIM= 250 ug/mL), B.
subtilis (CIM= 250 pg/mL), S. faecalis (CIM= 62.5 ng/mL), y V. harveyii (CIM=
500 ug/mL). Candida albicans, y Escherichia coli ATCC 25922, no mostraron

inhibicion a 500 pg/mL.

Tabla 2.- Concentracion minima inhibitoria del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-
4-metoxifenil) acético.

Microorganismo Cepa CIM (pg/mL)
Gram (+)
Staphylococcus aureus 250
Streptococcus faecalis 62.5
Bacillus subtilis 250
Gram (-)
Eschericia coli >500
Vibrio harveyi 500
Levadura
Candida albicans >500

La cepa de S. aureus fue donada por el Laboratorio de analisis especiales de diagndstico
microbiolégico de La Paz (LAEDMLP), la cual es resistente a penicilina, ceftazidina,
dicloxacilina y ampicilina.
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En lo que respecta a los analisis estadisticos empleados, se encontraron
diferencias significativas en el efecto del acido entre las cepas (F=104.8, p<0.05).
Tabla 3.- Porcentajes de inhibicion del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-

metoxifenil) acético, para cada una de las cepas y concentraciones
empleadas.

Concentracion Microorganismos
ug/mL Gram (+) Gram (-) Levadura
S.a | Bs | Sf V.h | Ec C.a
500 60.2 82.3 84.7 917 255 37.9
250 35.0 68.0 21.9 284 247 14.0
125 12.6 55.0 -34.9 10.5 16.0 8.14
62.5 -50.1 18.3 -102.2 11.4 3.6 5.7
31.25 21.3 39.7 15.7 0.0 -1.2 7.0
15.62 17.4 51.8 -66.4 4.5 -10.1 9.6

Organismos de prueba: S.a, Staphylococcus aureus; B.s, Bacillus subtilis; S.f,
Streptococcus faecalis; V.h, Vibrio harveyi E.c, Escherichia coli; C.a, Candida
albicans.

Los porcentajes de inhibicidn para cada una de las cepas y concentraciones
se muestran en la tabla 3. Los mayores porcentajes de inhibicion se obtuvieron a

los 500 pg/mL para las cepas de B. subtilis, S. faecalis 'y V. harveyi (82.3%, 84.7%

y 91.7% de inhibicion respectivamente).
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8. DISCUSION.
8.1. Aislamiento y purificacion del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil)
acético.

Para llevar a cabo el objetivo general de este trabajo, inmediatamente
después de colectar las esponjas y limpiarlas de todos los simbiontes, estas se
congelaron a —10°C con el fin de evitar cualquier proceso de descomposicion
quimica o enzimatica que pudieran alterar la composicién quimica de la muestra.

El extracto de CH,Cl, fue seleccionado para ser analizado de acuerdo a
Encarnacion et al. (2000) ya que ellos reportaron el aislamiento del acido (2-
hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético a partir de este extracto. En lo que
respecta al tratamiento con MeOH del extracto de CH,Cl,, aunque Andersen y
Faulkner (1972, 1974) reportaron que este alcohol favorece la formacion de
artefactos, aparentemente el acido acético derivado reobtenido en este trabajo, no
ha sido bien caracterizado como un compuesto semisintético ademas de que no

habia sido aislado como un producto natural (Encarnacién et al., 2000).

8.2. Caracterizacion quimica del compuesto activo.

Todas las sefiales obtenidas en el analisis de infrarrojo de la muestra
REDO001CH,CI,MCC6F2, concuerdan con las sefiales reportadas por Fattorusso et
al. (1970a) y Ledén-Deniz (2000) para este compuesto. La diferencia encontrada
entre los espectros de la referencia empleada y el acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-

metoxifenil) acético al rededor de los 3,308 cm™ no es significativa, dado que no
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hubo ninguna corroboracién de esta senal en la region de las huellas digitales del
espectro, ademas de que ambos espectros son idénticos en virtud de que se trata

de la misma sustancia.

8.3. Ensayo de actividad antimicrobiana: extractos.

En este trabajo la fase soluble en metanol del extracto de CHyCly,
(REDOO1CH.CI;M) no presenté actividad antimicrobiana, lo que difiere con la
actividad in vitro en contra de S. aureus y B. subtilis por el método de difusion en
agar reportada por Encarnacion et al. (2000) para la misma fase.

Lo anterior pudo deberse a que la proporcion de los diferentes compuestos
que conforman la fase soluble en metanol del extracto de CH,Cl, es pequefia en
relacion al total de la misma, tal es el caso de aerotionina y homoaerotionina los
cuales se encuentran en un proporcién aproximada de 9.8 a 1 tanto en el
organismo como en exudados del mismo (Walker et al., 1985); estos compuestos
por efecto antagonico disminuyen o inhiben la actividad antimicrobiana que
pudiesen presentar uno, varios o todos los compuestos dentro de la muestra, por
lo que al realizar un fraccionamiento este efecto desaparece, debido a que los
compuestos se concentran y por tanto incrementan su cantidad proporcional
dentro de la muestra, por lo que es posible detectar la actividad antimicrobiana en
las fracciones obtenidas (Robles-Centeno et al., 1996). Cabe mencionar que
también podria presentarse un efecto sinérgico.

Otra explicacion es que las esponjas al igual que otros organismos marinos,
presentan variaciones cualitativas y cuantitativas en la produccion de metabolitos

secundarios, variaciones que pueden ocurrir dentro de un solo miembro de la



46

poblacion, entre diferentes miembros de la poblacibn o entre diferentes
poblaciones de la misma especie; éstas son debidas a los diferentes niveles de
depredacion, habitat, localizacion geografica, profundidad y época del afo. Asi
mismo hay una variacion estacional en los niveles de actividad antimicrobiana en
esponjas, la cual esta relacionado con la temperatura y los niveles de organismos
asociados a las esponjas, ademas de que éstas pueden de acuerdo a
Christophersen (1991), modificar los mecanismos de produccién de metabolitos
secundarios ante estimulos particulares (Bakus et al.,, 1985; Green et al.,1985;
Betancourt-Lozano, 1992).

Por otro lado, el ensayo de actividad antimicrobiana de la fase insoluble no
fue realizado debido a la insolubilidad de la muestra con los solventes organicos

disponibles.

8.4. Ensayo de actividad antimicrobiana: fracciones.

En las fracciones obtenidas en el experimento RED001CH.CI.MCC3 (Fig.
6, Tabla 1), se observd mayor actividad antimicrobiana en contra de
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (bacterias Gram +); esto puede
atribuirse al hecho de que, las bacterias Gram (+) suelen ser los microorganismos
mas sensibles, a diferencia de las bacterias Gram (-), las cuales poseen mayor
resistencia a los compuestos antibioticos. Esta diferencia se atribuye también, a
que las bacterias Gram (+) carecen de una segunda membrana externa, pero
tienen una pared celular gruesa de peptidoglucanos, la cual no es una barrera
permeable efectiva. La segunda membrana externa, que presentan las bacterias

Gram (-) de lipopolisacaridos y lipoproteinas, actuia como una barrera adicional
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controlando el paso de particulas hacia el interior y exterior de la célula, lo que
explica que las bacterias Gram(-) puedan vivir en un amplio rango de condiciones
ambientales (Jensen y Fenical, 1994; Guezennec et al., 1998; Webster et al.,
2001) y por tanto sean menos sensibles a este tipo de compuestos.

La presencia de compuestos con actividad antimicrobiana en contra de E.
coli, en las fracciones obtenidas a partir del experimento RED001CH,CI,MCC5
(Fig. 7; Tabla 1), resulta interesante en virtud de que E. coli es un microorganismo
comun del tracto intestinal de animales y humanos, ademas de que en la
actualidad es reconocido como un agente etiolégico, importante a causa de su
virulencia y resistencia a antibiéticos (Galland et al., 2001; Leitch y Stewart, 2002;
Schroeder et al., 2002).

Es muy probable que los compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana observada en las fracciones obtenidas a lo largo del proceso de
extraccion (Figs. 6 y 7, Tabla 1), sean compuestos que tienen un origen
biosintético comun, relacionado con la 3,5-dibromotirosina y 3-bromotirosina; esta
probabilidad esta sustentada en los reportes de aislamientos de compuestos
derivados de la bromotirosina con actividad biolégica de esponjas del género
Aplysina (Sharma et al., 1970; Gulavita et al., 1995; Koulman et al., 1996;
Encarnacion et al., 2000), aunque es importante mencionar que ademas de estos
compuestos, también se han aislado esteroles, carotenoides, derivados
nitrogenados, algunos de ellos con actividad biolégica (D’Ambrosio et al., 1982,

1983; Capon y MacLeod, 1987).
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8.5. Concentracion inhibitoria minima (CIM) del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-
4-metoxifenil) acético.

Con respecto a la actividad antimicrobiana del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-
4-metoxifenil) acético, se determiné su CIM para un inéculo de 7.5x10° CFU/celda
tomando como concentracion inhibitoria minima, la concentracion a la cual no se
observa crecimiento. Debido a que se obtuvieron en algunas lecturas de
absorbancias iguales o superiores a 0.3 nm (ver Anexo 2 y 3), las mediciones
fotométricas a este nivel no son confiables por lo que es recomendable realizar
una dilucion mayor del inoculo y evitar asi, la probabilidad de que se incremente el
valor de la lectura por la alta concentracidon de células. (Balows et al., 1991).

Las concentraciones inhibitorias minimas para cada uno de los
microorganismos utilizados en el ensayo, no permiten establecer concentraciones
in vitro clinicamente relevantes, ya que éste es un estudio preliminar y es de
esperarse que al utilizar un inéculo menor, de acuerdo a lo establecido con la
National Committee for Clinical Laboratory Standards Methods (NCCLS), las
concentraciones minimas inhibitorias de cada microorganismo para los cuales se
observo una clara inhibicion de crecimiento, sean menores a las obtenidas en este
trabajo y puedan ser la base para futuros estudios.

En consideracion a la creciente resistencia a los antibiéticos desarrollada
por los microorganismos (Chin y Marx 1994; Mingeot-Leclercq et al., 1999) y a la
necesidad de encontrar soluciones a este problema, es importante lograr en este
tipo de estudios, resultados relevantes que puedan servir de base para la

evaluacion clinica de estos compuestos activos por lo que, es recomendable
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considerar las unidades formadoras de colonias por indculo que recomienda la
NCCLS, en virtud de que diversas publicaciones reportan diferentes
concentraciones de células empleadas en el in6culo (Stamm, 1989; Balows et al.,
1991; Hoi et al., 1998; Andra et al., 2001; Shaffer et al., 2001) y como ya esta
demostrado, ademas del pH, la temperatura y otros factores, la concentracién del
in6culo es un factor decisivo en la determinacion de la CIM, pues un incremento
en la cantidad de células y en el tiempo de incubacion resultan en un incremento
en la concentracion inhibitoria minima.

Aunque se observa inhibicién del crecimiento celular en Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis y Vibrio harveyi (Figs. 11y 12); los
resultados obtenidos solo permiten establecer la relacidn que existe entre la
concentracion del &cido (ug/mL) con la disminucion del desarrollo del
microorganismos siendo S. faecalis la cepa mas sensible. El analisis comparativo
del efecto del acido entre cada cepa, sugiere que B. subtilis (q= 650.9, p< 0.05) es
el microorganismos mas sensible al compuesto, dado que los porcentajes de
inhibicion obtenidos para B. subtilis son mayores en todas las concentraciones
empleadas, con respecto a S. faecalis.

Las diferencias en los porcentajes de inhibiciéon para las dosis de 62.5,
31.25 y 15.62 ug/mL (Tabla 3) en cada una de los microorganismos de prueba,
ademas de los porcentajes de inhibicidén negativos obtenidos para S. aureus, S.
faecalis y E. coli, pueden atribuirse a una diferencia en la concentracion celular,
producto del ajuste visual a una densidad para un volumen determinado (Mc

Farland No. 0.5) la cual se incrementa al momento de llevar a cabo las diluciones



50

para obtener un indculo de 7.5x10° CFU. Asi mismo, se descartd un efecto por
contaminacién, ya que después de realizada cada determinacion se llevé a cabo la
corroboracion de la pureza del cultivo por tincion de Gram.

Las diferencias en la inhibicion del crecimiento entre los microorganismos
de prueba, son atribuibles a las diferencias existentes en su estructura celular,
dado que se desconoce el modo de accion de este acido, pudiendo actuar de
diferentes maneras al interior de la célula, afectando por ejemplo: la
permeabilidad de la membrana celular, como en el caso de colistina o inhibiendo
las sintesis de la pared celular, sintesis de proteinas y/o acidos nucléicos
(cicloserina, cloramfenicol y rifampicina respectivamente) (Bowman y Rand, 1984).

Sin embargo, considerando la caracteristica halogenada de este
compuesto, la cual es una consecuencia de la acumulacién de iones halégeno (Br,
I, Cl, pero no F) disponibles en el agua marina, la actividad biolégica presentada
por el acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético, puede ser debida a los
efectos farmacoldgicos y biolégicos que este tipo de iones suelen tener (Koulman
et al., 1996; Torssell 1997).

Si tomamos en cuenta que la concentracion de bromo (~ 1 mM) y yodo (~ 1
uM) en agua de mar es muy bajo, en comparacion con el cloro (~ 0.5 M) (Pettit et
al., 1996), la presencia de este tipo de compuestos en organismos marinos,
contrasta con la frecuente ocurrencia, especialmente de metabolitos bromados, lo
cual puede ser explicado por la capacidad de los organismos marinos en

particular, esponjas de acumular halégenos (bromo) y metales pesados (Torssell,
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1997), ya que ha sido demostrado que las fibras de espongina son los sitios de
inmovilizacién y acumulacion de estos elementos (Turon et al., 2000).

De acuerdo con Hunt (1984), el papel de los derivados halogenados en
estructuras proteicas, puede ser, proveer estabilidad por incorporacion no
especifica de atomos de halégeno en aminoacidos con la finalidad de acrecentar
la cohesion molecular.

En consecuencia de la baja producciéon natural de algunos compuestos
activos de interés biolégico o farmacoldgico, el suministro de éstos para las
evaluaciones preclinicas y clinicas es critico. Se ha observado que la obtencién de
suficiente cantidad del compuesto activo de un lote de organismos colectados de
poblaciones naturales no es econdmica ni ecolégicamente factible. El impacto de
las colectas masivas sobre la supervivencia de las poblaciones naturales es
desconocida y es obvio, que si los compuestos derivados de organismos marinos
prueban ser clinicamente utiles, la demanda podria exceder a lo que las
poblaciones naturales pueden proveer, por lo que es necesario proponer
alternativas de fuentes renovables para suministrar la cantidad suficiente de
compuesto activo para la evaluacién farmacoldgica.

El suministro de cantidades adecuadas de compuestos activos es critico en
el descubrimiento de nuevas drogas. Algunas opciones para el uso sustentable de
los recursos marinos han sido en la actualidad implementadas entre ellas se
encuentran, la sintesis quimica, colectas controladas, acuacultura, produccion in
vitro mediante cultivos celulares de las fuentes (macro o microorganismos) y
produccion de transgénicos (Cavaza et al., 1993; Pomponi, 1999; Osinga et al.,

1999; Mueller et al., 2000; Turon et al., 2000). Aunque no todos los métodos
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pueden ser utilizados para el suplemento de productos marinos, su
aprovechamiento puede basarse en factores tales como: complejidad de la
molécula (Andersen y Faulkner, 1975; Lindel y Hochgurtel, 2000), abundancia del
organismo en la naturaleza, tipo de fuente, es decir si es producida por macro o
microorganismos (Fenical, 1993; Kobayashi y Ishibashi, 1993; Jensen y Fenical,
1996; Turon 2000), condiciones de crecimiento in situ (Osinga et al., 1999; Mueller
et al., 2000) y la ruta o rutas biosintéticas (Garson, 1993; Giner, 1993; Carney y

Rinehart, 1995; Kerr et al., 1996; Ebel et al., 1997).
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9. CONCLUSIONES.

1.- A partir de la fase soluble en MeOH del extracto RED001 CH,Cl,, de Aplysina

gerardogreeni fue aislado el acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético .

2.- A una concentracién celular de 7.5x10°% el acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-
metoxifenil) acético inhibid in vitro el desarrollo de S. aureus (CIM= 250 pg/mL ),
B. subtilis (CIM= 250 ng/mL), S. faecalis (CIM= 62.5 ng/mL) y V. harveyii (CIM=

500 pg/mL ).

3.- Candida albicans y Escherichia coli ATCC 25922, no mostraron inhibicién a

500 pg/mL.

4.- Se confirma que la esponja A. gerardogreeni es una fuente potencial
importante de compuestos bioactivos de acuerdo a los resultados obtenidos en el

presente trabajo.
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10. RECOMENDACIONES.

Realizar la determinacion de la concentracion inhibitoria minima del acido
(2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético empleando la cantidad de in6culo que

establece el National Committee for Clinical Laboratory Standards Methods.

Realizar la sintesis del acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético,

con la finalidad de continuar con nuevas pruebas biolégicas.

Continuar el aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios
causantes de la actividad en contra de S. aureus, B. subtilis, S. faecalis E. coliy C.
albicans, presentes en el resto de las fracciones procedentes de la fase soluble en

metanol del extracto de CH,Cl, de Aplysina gerardogreeni.

Continuar con el fraccionamiento del extracto hexanico y la obtencion del

extracto etanolico de A. gerardogreeni.
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11. SUGERENCIAS PARA FUTUROS PROYECTOS.

Llevar a cabo el aislamiento de los microorganismos simbiontes que
pudieran estar presentes en Aplysina gerardogreeni, para conocer su diversidad y

variaciones a lo largo de un ciclo anual.

Llevar a cabo la realizacién de criopreservacion de fragmentos de esponja
para determinar las células responsables de la produccion de halometabolitos, por

medio de espectroscopia de rayos X .

Empezar la realizacion de pruebas piloto de cultivos celulares de esponjas,
para el establecimiento de una técnica adecuada de cultivo, con fines de

aislamiento y produccion de metabolitos secundarios.
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13. ANEXO 1.- Medios de cultivo.
Agar Mueller Hinton
(Bacterias Gram positivas y Gram negativas)

Infusién de carne 300 g.

Acido bacto casamino técnico 17.5g.

Almidén 1.5g.
Bactoagar 179.

PH final 7.3 £0.1 a 25°C

Suspender 38 g en un litro de agua destilada y disolver completamente en
caliente. Esterilizar a 121°C y 15 Ib/in® por 15 min.

Caldo Mueller Hinton
(Bacterias Gram positivas y Gram negativas)

Infusién de carne 300 g.

Acido bacto casamino técnico 17.5 g.

Almidén 1.5g.

pH final 7.3+0.1a25°C

Suspender 21 g en un litro de agua destilada y disolver completamente.
Esterilizar a 121°C y 15Ib/ in?> por 15 min.

Agar dextrosa Sabouraud
(Candida albicans)

Bacto neopeptona 109
Bacto dextrosa 409
Bacto agar 15¢
pH final 5.6

Suspender 65 g de agar dextrosa Sabouraud, por cada litro de agua
destilada. Esterilizar a 121°C y 15 Ib/in?> durante 15 min.

Caldo tripticaseina soya
(Bacterias Gram positivas y Gram negativas)

Peptona caseina 17.0 gr.
Peptona de soya 3.0qr.
Cloruro de sodio 5.049r.
Fosfato dipotasico 2.5qgr.
Dextrosa 25¢r.
pH final 7.3 0.2

Suspender 30 g de caldo tripticaseina soya por cada litro de agua
destilada. Distribuir y esterilizar a 121°C y 15 Ib/in® durante 15 min.
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ANEXO 2.- Absorbancias obtenidas para cada uno de los microorganismos

de prueba.
Lectura Lectura Lectura
Microorganismo Concentracién 1 2 3
pg/mL Replica Replica Replica
1 2 3 1 2 3 1 2 3

500 0.3 0.319 0.318 0.3 0.319 0.318 0.299 0.318 0.317
250 0.277 0.254 0.215 0.279 0.257 0.214 0.277 0.259 0.214
125 0.289 0.285 0.232 0.29 0.287 0.235 0.289 0.285 0.237
S. aureus 62.5 0.298 0.219 0.713 0.3 0.219 0.717 0.298 0.22 0.728
31.25 0.293 0.259 0.139 0.294 0.261 0.139 0.298 0.263 0.138
15.62 0.341 0.225 0.14 0.34 0.227 0.14 0.341 0.227 0.138
0 0.25 0.258 0.278 0.247 0.258 0.279 0.246 0.258 0.279
Blanco 0.041 0.041 0.04 0.041 0.041 0.04 0.041 0.041 0.04
500 0.308 0.311 0.311 0.328 0.33 0.334 0.332 0.334 0.335
250 0.286 0.253 0.292 0.305 0.27 0.314 0.307 0.274 0.316
125 0.334 0.369 0.297 0.357 0.371 0.302 0.36 0.374 0.306
B. subtilis 62.5 0.29 0.548 0.757 0.304 0.554 0.745 0.308 0.557 0.749
31.25 0.193 0.549 0.474 0.218 0.562 0.507 0.221 0.565 0.518
15.62 0.2 0.22 0.479 0.252 0.301 0.482 0.258 0.311 0.487
0 0.598 0.692 0.48 0.744 0.712 0.648 0.752 0.72 0.662
Blanco 0.05 0.049 0.056 0.044 0.042 0.047 0.044 0.042 0.047
500 0.187 0.23 0.252 0.187 0.229 0.252 0.187 0.23 0.252
250 0.167 0.17 0.214 0.166 0.17 0.214 0.166 0.17 0.215
125 0.28 0.262 0.142 0.282 0.259 0.143 0.283 0.26 0.143
S. faecalis 62.5 0.247 0.268 0.317 0.25 0.265 0.317 0.251 0.265 0.318
31.25 0.239 0.111 0.117 0.239 0.111 0.117 0.239 0.111 0.121
15.62 0.227 0.281 0.219 0.228 0.278 0.216 0.228 0.277 0.216
0 0.203 0.105 0.124 0.203 0.105 0.123 0.201 0.105 0.124
Blanco 0.039 0.039 0.041 0.04 0.039 0.042 0.039 0.04 0.041
500 0.673 0.677 0.698 0.713 0.712 0.722 0.715 0.719 0.721
250 0.618 0.52 0.566 0.635 0.551 0.585 0.636 0.556 0.588
125 0.649 0.611 0.553 0.636 0.61 0.559 0.635 0.611 0.561
E. coli 62.5 0.629 0.625 0.664 0.651 0.636 0.697 0.655 0.638 0.704
31.25 0.712 0.616 0.734 0.741 0.629 0.772 0.746 0.632 0.78
15.62 0.746 0.706 0.77 0.776 0.736 0.791 0.779 0.739 0.796
0 0.621 0.624 0.681 0.67 0.665 0.699 0.679 0.675 0.702
Blanco 0.067 0.067 0.07 0.057 0.058 0.06 0.055 0.054 0.056

Nota: Datos de absorbancia sin la correcciéon de la muestra.
Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Lectura Lectura Lectura
Microorganismo Concentracién 1 2 3
pg/mL Replica Replica Replica

1 2 3 1 2 3 1 2 3

500 0.564 0.211 0.249 0.561 0.211 0.25 0.562 0.211 0.25
250 0.514 0.541 0.555 0.515 0.542 0.557 0.517 0.543 0.558
125 0.545 0.539 0.472 0.551 0.539 0.475 0.552 0.541 0.476

V. harveyi 62.5 0.538 0.402 0.502 0.542 0.407 0.506 0.543 0.412 0.51
31.25 0.449 0.532 0.574 0.458 0.536 0.577 0.463 0.537 0.577
15.62 0.469 0.43 0.541 0.471 0.434 0.545 0.473 0.437 0.546
0 0.560 0.578 0.524 0.560 0.578 0.524 0.560 0.578 0.524
Blanco 0.046 0.048 0.047 0.046 0.048 0.047 0.046 0.048 0.046
500 1.011 0.959 0.298 1.01 0.961 0.308 1.01 0.964 0.315
250 1.026 1.08 1.072 1.026 1.079 1.071 1.027 1.079 1.071

125 1.054 1.162 1.18 1.054 1.163 1.181 1.053 1.162 1.18
C. albicans 62.5 1.154 1.189 1.14 1.153 1.189 1.139 1.153 1.189 1.139
31.25 1.12 1.096 1.222 1.12 1.095 1.221 1.12 1.095 1.221

15.62 1.019 1.125 1.2 1.018 1.124 1.2 1.018 1.124 1.2
0 1.224 1.211 1.263 1.224 1.211 1.263 1.223 1.21 1.263
Blanco 0.037 0.036 0.036 0.036 0.036 0.037 0.037 0.036 0.036

Nota: Datos de absorbancia sin la correccion de la muestra.
Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Lectura Lectura Lectura
Microorganismo  Concentracion 1 2 3
pug/mL Replica Replica Replica
1 2 3 1 2 3 1 2 3

500 0.092 0.111 0.11 0.092 0.111 0.11 0.091 0.11 0.109
250 0.196 0.173 0.134 0.198 0.176 0.133 0.196 0.178 0.133
125 0.246 0.242 0.189 0.247 0.244 0.192 0.246 0.242 0.194
S. aureus 62.5 0.286 0.207 0.701 0.288 0.207 0.705 0.286 0.208 0.716
31.25 0.263 0.229 0.109 0.264 0.231 0.109 0.268 0.233 0.108
15.62 0.317 0.201 0.116 0.316 0.203 0.116 0.317 0.203 0.114
0 0.25 0.258 0.278 0.247 0.258 0.279 0.246 0.258 0.279
Blanco 0.041 0.041 0.04 0.041 0.041 0.04 0.041 0.041 0.04
500 0.1 0.103 0.103 0.12 0.122 0.126 0.124 0.126 0.127
250 0.204 0.171 0.210 0.223 0.188 0.232 0.225 0.192 0.234
125 0.290 0.325 0.253 0.313 0.327 0.258 0.316 0.330 0.262
B. subtilis 62.5 0.278 0.536 0.745 0.292 0.542 0.733 0.296 0.545 0.737
31.25 0.163 0.519 0.444 0.188 0.532 0.477 0.191 0.535 0.488
15.62 0.176 0.196 0.455 0.228 0.277 0.458 0.234 0.287 0.463
0 0.598 0.692 0.48 0.744 0.712 0.648 0.752 0.72 0.662
blanco 0.05 0.049 0.056 0.044 0.042 0.047 0.044 0.042 0.047
500 0.465 0.469 0.49 0.505 0.504 0.514 0.507 0.511 0.513
250 0.536 0.438 0.484 0.553 0.469 0.503 0.554 0.474 0.506
125 0.605 0.567 0.509 0.592 0.566 0.515 0.591 0.567 0.517
E. coli 62.5 0.617 0.613 0.652 0.639 0.624 0.685 0.643 0.626 0.692
31.25 0.682 0.586 0.704 0.711 0.599 0.742 0.716 0.602 0.750
15.62 0.722 0.682 0.746 0.752 0.712 0.767 0.755 0.715 0.772
0 0.621 0.624 0.681 0.67 0.665 0.699 0.679 0.675 0.702
Blanco 0.067 0.067 0.07 0.057 0.058 0.06 0.055 0.054 0.056
500 -0.021 0.022 0.044 -0.021 0.021 0.044 -0.021 0.022 0.044
250 0.085 0.088 0.132 0.084 0.088 0.132 0.084 0.088 0.133
125 0.236 0.218 0.098 0.238 0.215 0.099 0.239 0.216 0.099
S. faecalis 62.5 0.235 0.256 0.305 0.238 0.253 0.305 0.239 0.253 0.306
31.25 0.209 0.081 0.087 0.209 0.081 0.087 0.209 0.081 0.091
15.62 0.203 0.257 0.195 0.204 0.254 0.192 0.204 0.253 0.192
0 0.203 0.105 0.124 0.203 0.105 0.123 0.201 0.105 0.124
Blanco 0.039 0.039 0.041 0.04 0.039 0.042 0.039 0.04 0.041

Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Lectura Lectura Lectura
Microorganismo  Concentracién 1 2 3
pg/mL Replica Replica Replica
1 2 3 1 2 3 1 2 3

500 1.011 0.959 0.298 1.01 0.961 0.308 1.01 0.964 0.315
250 1.026 1.08 1.072 1.026 1.079 1.071 1.027 1.079 1.071

125 1.054 1.162 1.18 1.054 1.163 1.181 1.053 1.162 1.18
C. albicans 62.5 1.154 1.189 1.14 1.153 1.189 1.139 1.153 1.189 1.139
31.25 1.12 1.096 1.222 1.12 1.095 1.221 1.12 1.095 1.221

15.62 1.019 1.125 1.2 1.018 1.124 1.2 1.018 1.124 1.2
0 1.224 1.211 1.263 1.224 1.211 1.263 1.223 1.21 1.263
Blanco 0.037 0.036 0.036 0.036 0.036 0.037 0.037 0.036 0.036
500 0.269 -0.083 -0.045 0.266 -0.083 -0.044 0.267 -0.083 -0.044
250 0.371 0.398 0.412 0.372 0.399 0.414 0.374 0.400 0.415
125 0.519 0.513 0.446 0.525 0.513 0.449 0.526 0.515 0.450
V. harveyi 62.5 0.541 0.405 0.505 0.545 0.410 0.509 0.546 0.415 0.513
31.25 0.478 0.561 0.603 0.487 0.565 0.606 0.492 0.566 0.606
15.62 0.512 0.473 0.584 0.514 0.477 0.588 0.516 0.48 0.589
0 0.56 0.578 0.524 0.56 0.578 0.524 0.56 0.578 0.524
Blanco 0.046 0.048 0.047 0.046 0.048 0.047 0.046 0.048 0.046

Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Anexo 4.- Porcentaje de crecimiento de los microorganismos de prueba vs

concentracion.
Lectura Lectura Lectura
Microorganismos Concentracién 1 2 3
Mg/mL Replica Replica Replica
1 | 2 | 3 1 | 2 | 3 1 | 2 | 3

500 36.8 43.02 39.56 37.24 43.02 39.42 36.99 42.63 39.06

250 78.26 66.92 48.08 80.02 68.08 47.55 79.53 68.86  47.55

125 98.26 93.66 67.86 99.86 94.44 68.69 | 99.86 93.66  69.41
S. aureus 62.5 11453 80.36 252.27 | 116.73 80.36 252.80 | 116.39 80.74 256.75
31.25 105.33  88.88 39.32 | 107.01 89.66 39.18 | 109.07 90.43 38.82

15.62 126.8 77.90 41.72 | 12793 78.68 4157 | 128.86 78.68  40.86

0 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Blanco 0.041 0.041 0.04 0.041 0.041 0.04 0.041 0.041 0.04

500 16.72 14.88 21.45 16.12 17.13 19.44 16.48 17.5 19.18

250 34.22 24.80 43.88 30.06 26.49 35.90 30.00 26.75 35.44

125 48.60 47.06 52.84 | 42.15 46.02 39.91 42.10 45.92 39.67
B. subtilis 62.5 46.54 7750 155.27 | 39.29 76.17  113.16 | 39.40 75.74  111.37
31.25 27.31 75.04 92.56 | 25.31 74.76 73.66 | 25.44 7435 73.76

15.62 29.43 28.32 94.79 30.64 38.90 70.67 31.11 39.86  69.93

0 100 100 100 100 100 100 100 100 100

blanco 0.05 0.049 0.056 0.044 0.042 0.047 | 0.044 0.042  0.047

500 74.87 75.16 71.95 75.37 75.78 73.53 74.66 75.70 73.07

250 86.41 70.29 71.16 82.63 70.62 72.05 | 81.68 70.32 7217

125 97.53 90.97 74.84 88.45 85.21 73.77 | 87.13 84.09 73.74

E. coli 62.5 99.40 98.29 95.79 95.42 93.88 98.04 | 94.74 92.79  98.62
31.25 109.87 93.96 103.42 | 106.16 90.12 106.19 | 10549 89.23 106.88
15.62 116.26 109.29 109.54 | 112.23 107.06 109.72 | 111.19 105.92 109.97

0 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Blanco 0.067 0.067 0.07 0.057 0.058 0.06 0.055 0.054  0.056

500 -10.34  20.95 35.48 | -10.34 20 35.77 | -1044 2095 3548
250 42.20 84.44 106.98 | 41.70 84.44 107.85 | 42.12 84.44  107.79

125 116.58 208.25 79.56 | 117.56 205.39 81.02 | 119.23 206.34 80.37
S. faecalis 62.5 115.92 24412 246.23 | 117.40 241.26 248.23 | 119.07 241.26 247.04
31.25 103.11  77.46 70.43 | 103.11 77.46 71.00 | 104.14 77.46 73.65
15.62 100 24476 157.25 | 100.49 24190 156.09 | 101.49 240.95 154.83

0 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Blanco 0.039 0.039 0.041 0.04 0.039 0.042 | 0.039 0.04 0.041

Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Lectura Lectura Lectura
Microorganismo  Concentracion 1 2 3
M/mL Replica Replica Replica
1 2 3 1 | 2 | 3 1 2 3
500 82.59 79.19 23.59 82.51 79.35 24.38 82.58 79.66 24.94
250 83.82 89.18 84.87 83.82 89.09 84.79 83.97 89.17 84.79
125 86.11 95.95 93.42 86.11 96.03 93.50 86.09 96.03 93.42
C. albicans 62.5 94.28 98.18 90.26 94.19 98.18 90.18 94.27 98.26 90.18
31.25 91.50 90.50 96.75 91.50 90.42 96.67 91.57 90.49 96.67
15.62 83.25 92.89 95.01 83.16 92.81 95.01 83.23 92.89 95.01
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Blanco 0.037 0.036 0.036 0.036 0.036 0.037 0.037 0.036 0.036
500 48.09  -14.47 -8.71 4755  -14.47 -8.52 47.73  -14.47 -8.52
250 66.30 68.91 78.68 66.48 69.08 79.07 66.84 69.26 79.26
125 92.79 88.86 85.24 93.86 88.86 85.81 94.04 89.21 86.00
V. harveyi 62.5 96.72 70.18 96.50 97.44 71.04 97.26 97.61 71.91 98.02
31.25 85.41 97.11 11513 | 87.02 97.80 115.71 | 87.91 97.98 115.71
15.62 91428 8183 11145 | 91.78 82.52 11221 | 92.14 83.04 11240
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Blanco 0.046 0.048 0.047 0.046 0.048 0.047 0.046 0.048 0.046

Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Anexo 5.- Medias de los Porcentajes de crecimiento de los microorganismos.

Microorganismo Concentracién MEDIAS S
Hg/mL Replica Replica Replica
1 2 3
500 39.79 39.89 39.56 0.17
250 64.42 65.22 65.31 0.49
125 86.60 87.66 87.64 0.61
S. aureus 62.5 149.05 149.96 151.29 1.12
31.25 77.85 78.62 79.44 0.79
15.62 82.14 82.73 82.80 0.36
0 100 100 100 0
Blanco 0.041 0.041 0.04
500 17.68 17.56 17.72 0.08
250 34.30 30.82 30.73 2.03
125 49.50 42.69 42.57 3.96
B. subtilis 62.5 93.108 76.21 75.50 9.96
31.25 64.97 57.91 57.85 4.09
15.62 50.84 46.74 46.97 2.30
0 100 100 100 0
blanco 0.05 0.049 0.056
500 73.99 74.89 74.48 0.45
250 75.96 75.10 74.72 0.63
125 87.78 82.48 81.65 3.32
E. coli 62.5 97.83 95.78 95.38 1.31
31.25 102.42 100.83 100.53 1.01
15.62 111.70 109.67 109.03 1.39
0 100 100 100 0
Blanco 0.067 0.067 0.07
500 15.36 15.14 15.32 0.11
250 77.87 78.00 78.12 0.12
125 134.80 134.66 135.32 0.34
S. faecalis 62.5 202.09 202.30 202.46 0.18
31.25 83.67 83.86 85.08 0.76
15.62 167.33 166.16 165.76 0.82
0 100 100 100 0
Blanco 0.039 0.039 0.041

Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Microorganismo Concentracion Medias S
W/mL Replica Replica Replica
1. | 2 | 3
500 61.79 62.08 62.39 0.30
250 85.96 85.90 85.98 0.03
125 91.83 91.88 91.85 0.02
C. albicans 62.5 94.24 94.18 94.24 0.03
31.25 92.92 92.86 92.91 0.03
15.62 90.38 90.33 90.38 0.02
0 100 100 100 0
Blanco 0.037 0.036 0.036
500 8.30 8.18 8.24 0.05
250 71.30 71.54 71.78 0.24
125 88.96 89.51 89.75 0.40
V. harveyi 62.5 87.80 88.58 89.18 0.69
31.25 99.22 100.18  100.53 0.67
15.62 94.90 95.50 95.86 0.48
0 100 100 100 0
Blanco 0.046 0.048 0.047

Blanco: Control de esterilidad del medio de cultivo; 0: control de crecimiento microbiano.
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Cepa |Regresion Sumatoria Residual

x2 Xy y
A B, C, k| n b SS DF
S aureus 1 999755.39 | 180498.0 |176882.36|6 21  -0.126 14429483 19
B subtilis 2 999755.39 | 90513.24 | 78172.77 | 21  -0.122 69978.12 19
S faecalis 3 999755.39| 185639.0 |330695.59| 21  -0.246 296225.31 19
V harveyi 4 999755.39| 130002.1 |150365.90| 21  -0.176 133461.21 19
E. coli 5 999755.39 | 232346.2 |179809.16| 21  -0.065 125811.15 19
C. albicans| 6 999755.39 | 222659.0 | 166066.48| 21  -0.064 116477.29 19
pooled 886247.92 114
114
comun [5998532.3|1041657.9|1081992.3 901106.18 119
total [35991194.1/6249947.2 | 5954668.2| 126 4869351.61 124

Prueba para diferencia entre pendientes
0.38
0.17

Fcalculada
Bc

Fcritica 0.05(1),5,114

2.31

Prueba para diferencia entre elevaciones
104.80

Fcalculada

Feritica 0.05(1),5,119

2.31
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Anexo 7.- Prueba de Tukey para comparaciones multiples de elevaciones.

Cepa Regresion Media Sum X? n media
X y
S aureus A 140.62 999755.3 21 86.19
B subtilis B 140.62 999755.3 21 54.94
S faecalis C 140.62 999755.3 21 111.58
V harveyi D 140.62 999755.3 21 79.01
E. coli E 140.62 999755.3 21 91.63
C. albicans F 140.62 999755.3 21 88.19
Comparacion Diferencia
Cepas (Yb-Ya) |(Xb-Xa)|(Xb-Xa)2 SE v |q Calculada | q Critico 0.05,114,6
a-bs| A-B 31.25 0 0 0.087 114 359.10 4.163 rechazada
a-sf| A-C -25.39 0 0 0.087 291.80 4.163 rechazada
sa-vh| A-D 717 0 0 0.087 82.42 4.163 rechazada
sa-ec| A-E -5.43 0 0 0.087 62.50 4.163 rechazada
a-ca| A-F -2.00 0 0 0.087 23.03 4.163 rechazada
bs-sf| B-C -56.64 0 0 0.087 650.90 4.163 rechazada
bs-vh| B-D -24.07 0 0 0.087 276.67 4.163 rechazada
bs-ec| B-E -36.69 0 0 0.087 421.60 4.163 rechazada
bs-ca| B-F -33.25 0 0 0.087 382.14 4.163 rechazada
f-vh| C-D 32.56 0 0 0.087 374.23 4.163 rechazada
sf-ec| C-E 19.95 0 0 0.087 229.29 4.163 rechazada
sf-ca| C-F 23.39 0 0 0.087 268.76 4.163 rechazada
h-ec| D-E -12.61 0 0 0.087 14493 4.163 rechazada
h-ca| D-F -9.17 0 0 0.087 105.46 4.163 rechazada
ec-ca| E-F 3.43 0 0 0.087 3946 4.163 rechazada
(S2xy)c
7572.32

bc
0.173



