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“ANALYSIS OF THE EFFECT OF WHOLE VENOM AND TOXINS
FRACTIONS FROM Anthopleura elegantisima, Conus californicus AND
Auronoctonus phaiodactylus AGAINST Mycobacerium tuberculosis”.

Resume approved by

PhD. Alexei F. Licea Navarro
Thesis Director

The increasing incidence of tuberculosis in immuno-compromised persons and the
emergence of multidrug-resistant strain over world have highlighted the importance of
screening effective novel drugs against Mycobacterium tuberculosis.

The treatment of TB requires a multidrug regimen administrated over a long period
of time, and a high level of compliance with therapy. At least 2% of tuberculosis is
caused by multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB) and the cure rate
of MDR-TB is reduced to less than 60. The screening of peptides and toxins from
organism or natural products to struggle this problem in the last years is a great hit to
discover novel drugs against microorganism resistant. In this field certain taxonomic
groups have developed special chemical strategies for the interaction with other
organisms in their environment. Conus californicus, Auronoctonus phaiodactylus and
Anthopleura elegantisima are predators, they produce venoms with a remarkable
diversity of pharmacologically active peptides, their targets are ion channels and
receptors, and some others components having activity and specify. In this study, the
activities of crude venom and fractions isolates from the venom apparatus of Conus
californicus (Conus), the venom of Auronoctonus phaiodactylus (scorpion) and the
extraction with ethanol 30% of Anthopleura elegantisima (Anemone) were investigated
against strain H37RV of Mycobacterium tuberculosis. Minimum inhibitory
concentrations (MCIs) were determined by colorimetric method MTT (3-(4,5)-
dimetiltiazol-2-il)- difenil bromide of tetrazolium) and Blue Alamar. It was found
activities from the crude extract of anemone with MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) of 40 mg/ml, the crude extract of conus with 20 mg/ml and 7.5 mg/ml
depending the method employed, and with the fraction I of anemone by SEC (Size
Exclusion Chromatography) and the fraction Il of conus by HPLC with a MIC of 400
ug/ml. We also found an activity in the fraction from 15 to 20 minutes obtained by
HPLC (High pressure liquid chromatography) from the fraction | by SEC with a MIC
1.45 pg/ml, but we did not find any activity with the venom of the scorpion. Besides it
was carried an analysis by PCR (Polymerase Chain Reaction) and RFLPs (Restriction
Fragment Length Polymorphism) of 96 clinical isolates for identification of species and
epidemiologic date base of the Hospital General of Tijuana B.C. México.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, toxins, RFLPs, PCR.
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“ANALISIS DEL EFECTO DE TOXINAS DE Anthopleura elegantisima, Conus
californicus Y Auronoctonus phaiodactylus EN Mycobacterium tuberculosis™.

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei F. Licea Navarro
Director de Tesis

El incremento de Tuberculosis en personas inmuno deprimidas y el surgimiento
de cepas multidrogo-resistentes en todo el mundo, ha originado la busqueda de nuevos
medicamentos contra Mycobacterium tuberculosis. El tratamiento contra Tuberculosis
consiste de una terapia administrada por largos periodos, los cuales en su mayoria son
agresivos y como consecuencia provocan efectos secundarios. Al menos el 2 % de la
tuberculosis es causada por cepas de Mycobacterium tuberculosis multidrogo-resistente
(MDR-TB) cuya tasa de recuperacion o cura de los pacientes es menos del 60%. En los
ultimos afios, la busqueda de péptidos y toxinas a partir de organismos o productos de
origen natural para combatir este problema es uno de los objetivos para el
descubrimiento de nuevos farmacos que ataguen microorganismos resistentes a
antibidticos. En este campo, ciertos grupos taxonémicos han desarrollado estrategias de
origen quimico para interactuar con otros organismos en su ambiente ya sea como
defensa o para depredacién. Los agentes usados por estos organismos constituyen una
gran variedad de moléculas con caracteristicas bioquimicas diferentes especializadas
para cada grupo, muchas de ellas son de origen peptidico dirigidos receptores y canales
ionicos. En esta investigacion, se realizd el analisis del extracto crudo y fracciones
obtenidas del veneno de Auronoctonus phaiodactylus (Alacran), Anthopleura
elegantisima (Anémona) y Conus californicus (Conus) en la cepa H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis. Las concentraciones minimas inhibitorias (MCIs) fueron
determinadas por los métodos colorimétricos MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- difenil
bromide of tetrazolium] y Azul Alamar (AA). Se encontré actividad antifimica del
extracto crudo anémona, con una CMI (concentracion minima inhibitoria) de 40 mg/ml,
del extracto crudo de Conus a 20 mg/ml y 7.5 mg/ml, dependiendo del método
empleado; con la fraccion | de anémona por cromatografia de exclusion molecular
(SEC), y la fracciéon Il de conus por HPLC ambas con una CMI de 400 ug/ml. También
fue posible detectar actividad en la fraccion por HPLC (cromatografia liquida de alta
presion) de 15 a 20 minutos a partir de la Fraccion | de anémona por SEC, a una CMI de
1.45 ug/ml. Para el caso del veneno de alacrdn no se detecté actividad antifimica.
Ademas, se realiz6 un analisis por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y por
RFLPs (Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos de Restriccion), para la
identificacion de especies y un anélisis epidemioldgico a nivel molecular de 96 aislados
clinicos del Hospital General de Tijuana B.C. México.
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I. INTRODUCCION.

El género Mycobacterium comprende un grupo de microorganismos muy
diverso, de amplia distribucién en la naturaleza. Se han descrito mas de 100
especies, 25 de las cuales han sido identificadas como agentes infecciosos
frecuentes para el hombre. (Cortinas et al., 2002).

El mayor logro del trabajo de Roberto Koch en el campo de la
bacteriologia médica esta relacionado con la tuberculosis (TB). Aunque la
obtencion de cultivos puros para Koch no fue facil, logré obtenerlos sobre suero
de sangre coagulada y posteriormente en Agar, anunciando al mundo su
descubrimiento en Berlin en 1882 (Madigan et al., 1999).

La tuberculosis es, sin duda alguna, una de las entidades infecciosas
que mas preocupa a las autoridades sanitarias mundiales en la actualidad. De
acuerdo con las estadisticas oficiales de la Organizacién Mundial de la Salud,
casi un tercio de la poblacion mundial esta infectada por Mycobacterium
tuberculosis. Es mas, tan sélo en 1996 fueron reportados 7 millones de casos
nuevos y fallecieron por esta causa cerca de dos millones de personas, lo que
representa un 6% de la mortalidad global por afio. Si bien, hasta hace algunos
afos la enfermedad parecia confinada a regiones geograficas especificas,
como el sudeste asiatico o el Africa subsahariana, hoy en dia se ha diseminado
de manera alarmante por todo el planeta, adquiriendo proporciones importantes
incluso en varios paises industrializados, donde su incidencia durante el ultimo

lustro se ha triplicado (Zumbla et al., 1999).



El aumento de la incidencia se le ha atribuido a tres factores, la migracion,
la diseminacion de la infeccion causada por el VIH y al surgimiento de cepas
multirresistentes a antibioticos (Caminero, 2001).

El material genético de M. tuberculosis consta de 4,411,529 pares de bases
con un alto porcentaje de G-C y con 4402 genes, con varias secuencias de
insercion utilizadas para la identificacion y andlisis epidemiolégico de gran
importancia para el estudio de la diseminacion de la tuberculosis (Alberts et al.,
2000); (Cole et al., 1998).

M. tuberculosis es un bacilo delgado, de forma ligeramente curvada, con
una longitud que oscila entre 1y 4 um y 0.2 a 0.5 um de ancho.

La caracteristica quimica mas sorprendente de la micobacteria es su
contenido en lipidos en cantidades que varian de un 20 a un 40% de su peso
seco, en donde la pared celular contiene el porcentaje mas alto (60%)
(Landeros, 2000).

El género Mycobacterium comprende organismos bacilares que en algun
momento de su crecimiento poseen la propiedad distintiva de la tincion acido-
alcohol resistente. Esta caracteristica se debe a la presencia en la superficie de
la célula micobacteriana de lipidos especiales llamados acidos micdlicos, que
se encuentran solo en el género Mycobacterium. La pared celular de la
micobacterias, contiene un peptidoglicano que esta unido mediante enlaces
covalentes a un polimero de acido micdlico-galactosa-arabinosa. Este complejo
lipido-polisacarido-peptidoglicano, proporciona el caracter hidrofébico a la

superficie de la célula, ademas, posee un alto contenido de glicolipidos, en



particular a-a’-trehalosa dimicolato (TDM) y a-a’-trehalosa monomicolato
(Figura1) (Madigan et al., 1999).

La organizacion de estos componentes acidos en la pared celular
bacteriana determina ciertas caracteristicas de permeabilidad limitada, de
manera que la mayoria de agentes antimicrobianos son incapaces de atravesar

la pared (Madigan et al., 1999).

Peptidoglicanos

Figura 1. Membrana de Mycobacterium, peptidoglicanos, acidos
micolicos y glicolipidos (www.iladiba.com).

En general las micobacterias se pueden separar en dos grupos
principales: las de crecimiento lento y las de crecimiento rapido (Madigan et al.,
1999). M. tuberculosis es de crecimiento lento, ya que necesita un largo
periodo de incubacion o incluso semanas para producir colonias visibles a partir
de un indculo diluido, debido tal vez al caracter hidrofdbico de la superficie

celular (Landeros, 2000).

Las caracteristicas de la pared celular de las micobacterias permite la
formacion de una barrera para la penetracién de agentes microbianos. De esta
manera los antibiéticos hidrofilicos y nutrientes de estas caracteristicas no se
pueden difundir a través de la capa, por lo tanto estos organismos utilizan un
mecanismo por medio de proteinas formadoras de canales llamadas porinas,

algunas de las cuales se han logrado caracterizar, identificando su funcién en



el transporte de cationes (Lambert, 2002). Otro de los canales identificados que
no pertenece a las porinas se ha denominado canal mecanosensible de alta
conductibilidad (MscL), el cual tiene un papel importante en la respuesta del
estrés osmotico y transporte de iones (Le Dain et al., 1998; Patel et al., 1998;

Maingret et al., 1999).

Los tratamientos actuales para la tuberculosis consisten en farmacos como
la isoniacida (H), rifampicina (R), Etambutol (E), estreptomicina (S),
Kanamicina, acido paraaminosalicilico (PAS), etionamida (ETH), cicloserina
(CS), capreomicina (CP), viomicina (VI), tiacetazona (T), embiomicina,
pirazinamida (Z), estos son usados en terapias de manera combinada con mas
de dos farmacos, debido a que el uso de la monoterapia con estreptomicina
provoca el desarrollo de mutantes resistentes (Lambert, 2002; Caminero,
2001). Los cuales afectan la viabilidad de la bacteria por medio de la inhibicién
de enzimas importante para su reproduccion y crecimiento, interviniendo en la
biosintesis, ensamblaje, traduccidn proteica y transcripcidn, tal es el caso de la
isoniacida que inhibe la sintesis de acidos micdlicos y la pared de la
micobacteria se desintegra; el etambutol el cual inhibe la sintesis de arabino-
galactano; la estreptomicina que inhibe la subunidad ribosomal 30S para
impedir la sintesis de proteinas y; la rifampicina que inhibe la subunidad B de la
proteina RNA polimerasa impidiendo la trascripcion (Takayama y Kilburnet al.,

1989; Zhang et al., 1992; Banerjee et al., 1994).

Debido a que el tratamiento completo se lleva en largos periodos, el

abandono de éste es comun, ocasionando el surgimiento de cepas resistentes.



La infeccion por cepas multirresistente aumenta afno con afo, registrandose en
varios paises, y haciendo mas ineficaz su control en la dispersion de esta
enfermedad causando muertes principalmente en individuos con VIH (Figura
2). TB se ha dispersado de manera global desde la década de los 80s,
concentrandose en el Sureste de Asia y la region que se encuentra al sur del

Sahara en Africa (Mercado et al., 1992).

MDR-TB SPREADING WORLDWIDE

o

R v

?

@ M30r hokk ko o
TH
Caros ok TR

maltnescerE

Figura 2. Mapa de las regiones con mayor incidencia de tuberculosis (rojo) y
de las regiones con epidemias causadas por Mycobacteium tuberculosis
multiresistente a antibidticos (Amarillo) (World Health Organization).
Recientemente se han descrito péptidos con accién antibacteriana en la
secrecion externa de diferentes organismos. Las armas quimicas de estos
organismos con actividad antibacteriana y antifungica son consideradas como
parte un mecanismo de defensa innato. Estos péptidos han sido de interés
médico estimulando asi la investigacion por nuevos antibidticos contra
bacterias que han desarrollado resistencia. Los péptidos antibacterianos han
sido encontrados en una gran variedad de organismos, como en la piel de las
ranas, en las pupas de mariposas, veneno de araias, alacranes y hormigas asi
como en una gran variedad de organismos marinos, como cangrejos,

anémonas y caracoles. Todos estos péptidos tienen en comun la funcion de

interrumpir la permeabilidad selectiva de la membrana bacteriana por la



formacion de poros o desestabilizando la bicapa fosfolipidica (Verdonck et al.,

2000).

Por medio de esta informacion se realizé una investigacion enfocada a
el analisis molecular de la variabilidad de cepas encontrada en el estado de
Baja California por medio de aislados clinicos del hospital de Tijuana y a el
analisis del efecto de toxinas de tres organismos, el alacran Auronoctonus
phaiodactylus, la anémona Anthopleura elegantisima y el caracol marino Conus
californicus, en el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, de los cuales ya

se han reportado péptidos activos contra canales i6nicos

[.2. CANALES IONICOS DE MICOBACTERIAS

Las porinas en el género Mycobacterium fueron descubiertas cuando
observaron la difusién de azucares y aminoacidos dentro de vesiculas lipidicas
después de la reconstruccién de una pared celular del extracto de M. chelonae
(Trials et al., 1992), purificando a partir de este una proteina de 59 kD y
demostrando su actividad como canal. MspA es la porina mas abundante en M.
smegmatis, su funcion es el intercambio de solutos hidrofilicos a través de la
pared celular, cuya estructura tetramérica posee un poro central de 10 nm de

longitud (Heinz et al., 2003) (Niederweis, 2003).

La porina OmpA es una proteina transmembranal relacionada a
bacterias Gram Positivas, cuya funcion y homologia en secuencia se ha
encontrado también en Micobacterias a la cual se le ha denominado OmpATDb.

Las funciones de OmpATb, producto del gen ompATb de M. tuberculosis fue



investigado y se observé su expresion en la cepa H37Rv. La perdida de
ompATb no tiene un efecto en el crecimiento bajo condiciones normales, pero
causa una reduccién importante en la habilidad del crecimiento de la bacteria
en condiciones de bajo pH, inhabilitdndolas para su crecimiento y propagacion
dentro de macrofagos, asi como en pruebas realizadas en ratones normales,
aunque esta fue igual de virulenta que las de tipo silvestre en ratones que
carecen de células T. La escision del gene ompATb redujo la permeabilidad a
varias substancias pequefas solubles en agua. Esto fue evidente a pH de 5.5,
sugiriendo que a este pH OmpATb puede ser la Unica porina funcionando
(Raynaud et al., 2002). Por medio de experimentos con bicapas de lipidos se
observd que la pared celular de M. tuberculosis contiene al menos 2 porinas
diferentes ademas de OmpATb : 1) Una selectiva de cationes, sensible al calor
con cortos periodos en estado abierto y probablemente compuesta de
subunidades de 15 KDa y ; 2) un canal compuesto por subunidades de 60 KDa,
con largos periodos en estado abierto similar a los encontradas en

Micobacterias de crecimiento rapido (Kartmann et al., 1999).

Otro de los canales presentes en Micobacterias es el canal
mecanosensible de alta conductibilidad (MscL), este canal en procariotes juega
un papel crucial en la exocitosis, asi como en la respuesta al estrés osmotico
(niveles bajos). El canal puede ser abierto por tension en la bicapa (Finney et
al., 2002). El canal mecano sensible juega un papel importante a nivel
fisioldgico en las células de diversos origenes filogenéticos. Estos son ubicuos
en procariotes y han sido caracterizados recientemente en archeobacterias asi

como en células de mamiferos (Le Dain et al., 1998; Patel et al., 1998;



Maingret et al., 1999). En bacterias, la respuesta a la osmolaridad del ambiente
es esencial para el mantenimiento de la viabilidad de las células (Sukharev et

al., 1994).

Varios estudios han confirmado la importancia de este canal para la
osmorregulacion en bacterias, una bacteria expuesta a un shock osmotico
incrementa la tension de la membrana, lo cual lleva a la lisis celular a menos
que el gradiente osmoético pueda ser revertido. Bajo estas circunstancias el
canal Mecanosensible permite el transporte de Potasio y otros
osmoprotectantes para ser excretados por la célula (Blount et al., 1997; Ou et
al.,, 1998; Ajouz et a., 1998) (Chang et al.,, 1998). Es una proteina con
estructura homopentamérica aproximadamente de 50 A y 85 A de largo. Cada
subunidad de 151 residuos consiste de 2 hélices transmembranales marcadas
como TM1 y TM2 y una hélice citoplasmatica que se extiende 35 A por debajo

de la bicapa (Figura 3) (Finney et al., 2002).

Figura 3. Estructura tridimensional del canal MscL de M. tuberculosis
izquierda vista lateral, derecha vista frontal (Chang et al., 1998)

Las hélices TM1 estan arregladas para bloquear la difusién a través del
canal en sus extremos N-terminal, esta region de la proteina también exhibe

secuencias altamente conservadas (Ajouz et al., 2000; Gullingsrud et al., 2001).



[I. ANTECEDENTES.

1.1 EPIDEMIOLOGIA.

En 1993 la OMS reporté en estudios estadisticos que considera el
combate de la tuberculosis una prioridad, ya que es responsable del 6.7% de
las muertes en el mundo, 18.5% de las muertes en adultos de 15-59 afios de
edad. En 1994 se notificaron 3.3 millones de casos. Se ha calculado que cerca
de una tercera parte de la poblacion mundial ha sido infectada por el bacilo de
la TB, esto es cerca de 2000 millones de personas. El numero actual de
personas del grupo infectado que desarrollé6 una TB activa por cada ano fue
estimado por la OMS y fue de 7.5 millones en 1990 y de 8.8 millones en 1995.
Usando diferentes métodos estadisticos para estimar la incidencia, se calcul6
que 7.3 millones de nuevos casos se presentaron en 1997. El niumero de
nuevos casos se incrementd en un 37% entre 1990 al afio 2000. Tres cuartas
partes se presentan en los tropicos, siendo Africa el continente mas afectado,
seguido por Asia y América Latina (Figura 4). Por la elevacion de las tasas de
mortalidad y morbilidad la tuberculosis sigue siendo un problema de salud
publica importante tanto en paises en vias de desarrollo como en los paises
desarrollados. En un analisis de 1999, la OMS calcul6 que el numero anual de

muertes para el afio 2004 seria de 4 millones (Zumbla et al., 1999).
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ESTIMATED TB INCIDENCE RATES, 2000
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Figura 4. Mapa de las regiones afectadas por tuberculosis, mostrando en
diferentes tonalidades el numero aproximado de casos en cada region (World
Health Organization).

En México, Garcia et al en 1995 analizaron las tendencias de la morbilidad
por TB, las cuales muestran un descenso desde 1941 hasta 1976, afio en que
se estabilizan. Para 1993, la tasa de morbilidad notificada por TB es de 17.1
casos por 100 000 habitantes. De haberse conservado la tendencia observada
entre 1941 y 1976, la tasa para 1993 hubiera sido de 12.5 casos por 100 000
habitantes. Se calcula que en los ultimos 10 afios han ocurrido 27 000 casos
mas de los calculados estadisticamente. Al analizar la distribucion de estos
casos adicionales por grupo de edad, se observa un predominio en los sujetos
en edad productiva. EI modelo calcula que existen de 39 a 59 casos baciliferos
por cada 100 000 habitantes por cada 1% de riesgo anual de infeccién y 1.22

casos extrapulmonares por cada caso bacilifero.

La tuberculosis ha representado un problema de salud publica en la

Republica Mexicana. A nivel mundial también es un serio problema. Se calcula
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que en 1999 se informé de 8.4 millones de casos de tuberculosis superando los
8 millones registrados en 1997. Si las tendencias actuales contindan, se espera
llegar a 10.2 millones de nuevos casos en el afio 2005 (Villalba-Caloca, 2003).

En México, la tasa de incidencia de tuberculosis disminuyé hasta la
década de los ochenta. A partir de entonces las tasas de incidencia se han
mantenido estables. Sin embargo, existe subestimacion del numero real de
casos de tuberculosis que ocurren en México, de acuerdo con diferentes
fuentes el numero real triplica ya que muchos de ellos no son notificados.
Resulta relevante entonces, aplicar técnicas de epidemiologia molecular para
describir la transmision de la tuberculosis (Garcia, 2003).

De acuerdo con las cifras del censo de poblaciéon mas reciente, la ciudad
de Tijuana tiene una poblacion de 1 237 000 habitantes, y se encuentra
urbanizada en una zona central y 412 colonias. Se localiza en la regién
noroccidental de nuestro pais en el estado de Baja California. Su puerto
fronterizo con los Estados Unidos de América (EUA) registra el mayor niumero
de cruces legales (60 millones en 1996) e ilegales de toda la frontera entre
México y los EUA, representando un foco de atraccion para inmigrantes (y
emigrantes potenciales), al grado de que aquéllos han llegado a constituirse en
el segmento de mayor numero (52.5%) y causa del crecimiento de la poblacién
de la ciudad (2.79% anual), contribuyendo a un crecimiento demografico
explosivo. Esto ha favorecido el desarrollo de condiciones insalubres en
algunas areas de la ciudad debido principalmente al encarecimiento de los

servicios urbanos en todos los niveles (Laniado et al., 1998).
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I.2. METODOS DE DIAGNOSTICO (ELEMENTOS O SECUENCIAS DE
INSERCION)

Uno de los procedimientos, que los distingue de otras bacterias para el
diagnostico tradicional de TB, es la tincidn del bacilo, que por la composicion
quimica de su envoltura lo hace acido resistente. Existen otras micobacterias
con estas caracteristicas entre las que se encuentran especies de Nocardia sp.
y Rhodococcus sp. que son de manera parcial acido resistentes igual que
Legionella micdadei un agente causal de neumonia. Ademas, de
Cryptosporidium e Isospora que son definitivamente acido resistentes. Existen
tres procedimientos empleados para llevar a cabo las baciloscopias, uno es la
tincion de Ziel-Nieelsen la cual utiliza carbolfucsina como colorante primario,
que requiere de calentamiento de la placa para una mejor penetracién del
colorante dentro de la pared celular de la micobacteria, por lo tanto también es
conocida como el procedimiento de tincion caliente. Otro es la tincién de
Kinyoun, que utiliza también como colorante primario la carbolfucsina, solo que
no necesita calentamiento de la placa por lo que se conoce como tincion fria.
En estos dos métodos los bacilos se observan con microscopia de luz. El tercer
método utiliza el flurocromoauramina O, que es un método mas sensible que la
tincion convencional con carbolfucsina, debido a la fluorescencia brillante de los
bacilos en un campo obscuro, los bacilos se observan con microscopia de
fluorescencia. La sensibilidad de la miscroscopia varia de un 30% a 80%,
dependiendo de la concentracibn de los bacilos en la muestra,
aproximadamente 1000 bacilos por mililitro de expectoracién. Sin embargo, los
estudios de baciloscopia negativa no descarta la posibilidad de tener TB,

siendo este estudio el menos sensible para diagnosticar la infeccién, por lo que



13

el cultivo debe realizarse en todas las muestras. Otro de los diagnésticos de TB
es la prueba de la hipersensibilidad a la tuberculina o PPD, conocida también
como prueba de Mantoux, los sujetos sensibilizados desarrollan de las 48 a 72
horas un eritema, tumefaccion en un area de 5-10mm de diametro,

dependiendo de la dosis de la tuberculina (Landeros, 2000).

Los métodos que se mencionaron antes tienen ciertas limitaciones, en
cuanto a sensibilidad, especificidad y algo muy importante el tiempo prolongado
para obtener un resultado. En los ultimos 20 afios se han desarrollado
tecnologias para estudio y deteccion por medio de la informacion genética, las
cuales poco a poco se han adaptado para su incorporacién a laboratorios de
diagnodstico. La utilizacidon de estas metodologias, ha servido para detectar
secuencias de acidos nucleicos especificos en templados de origen diverso.
Desde 1905, la cepa H37Rv de M. tuberculosis, que se ha usado en estudios
aplicados a la investigacién biomédica, por su susceptibilidad a farmacos, es la
cepa tipo que se utilizé en los estudios de secuenciacién del genoma. El cual
comprende 4 411 529 pares de bases y contiene alrededor de 4000 genes. Su
contenido es de 65.6% de GC es una caracteristica constante en el genoma
por lo que se les ha llamado secuencias polimoérficas ricas en G+C (PGRS).
Los elementos o secuencias de insercion (IS) se encuentran en regiones
intergénicas no codificantes. Son elementos genéticos moéviles que han servido
como herramientas de provecho para la identificacion en muchos organismos

pero en particular de las micobacterias (Bifani et al., 2000).
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La mayor parte de las cepas de M. tuberculosis contienen multiples
secuencias de insercion de I1IS6110, hasta 16 copias, solo una minoria contiene
un sola copia. Esta secuencia de insercion parece ocupar la misma posicion en
todas las cepas, sugiriendo que en estos microorganismos el elemento es
defectivo en su transposicion y que esta pérdida ha podido suceder en un
estadio precoz de la evolucion del complejo tuberculoso. Dentro de las
secuencias de insercion del complejo que han sido localizadas dentro del
genoma se encuentran 1IS6110 también conocido como 1S986 e I1S987 en 16
copias y una secuencia de insercion mas estable llamada IS1081 que se
repiten seis copias. Las secuencias de insercion recientemente descubiertas
pertenecen a la familia 1S3. Otras secuencias de insercion como 1S1561
comparten similitud con secuencias de insercion encontradas en Nocardia y
Rodhococcus. Por medio de estas secuencias ha sido posible implementar el
método de PCR para la deteccion de Mycobacterium, en donde se ha
demostrado la especificidad y sensibilidad, misma que se ha utilizado para la
deteccién de varias especies de micobacterias, demostrando los limites
minimos de deteccidon de 10 microorganismos por mililitro. Una de las
secuencias con mayor especificidad para la deteccion de M. tuberculosis es el
gen mtp40 que codifica para una proteina llamada MTP40, de caracteristica
inmunogénica, la cual es de 134 aminoacidos y hasta el momento no tiene
ninguna otra homologia con alguna otra proteina reportada en la base de
datos. Por medio de esta técnica, se han hecho varias combinaciones para

mejorar la metodologia y detectar incluso el grado de infeccidén en un individuo,
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por medio de PCR competitivo, PCR nested y en tiempo real (Bermudez y

Goodman, 1996).

También se han realizado la diferenciacion entre las mismas especies de
Micobacterias en donde variantes de cepas son utilizadas para identificar la
contaminacion cruzada por controles positivos frecuentemente usados en
laboratorios. Las cepas H37Rv/Ra son distinguidas eficientemente por medio
de la técnica de spoligotyping y por medio de la secuencia IS6110, dando una

mayor resolucion al momento de comparacioén (Bifani et al., 2000).

Un PCR basado en la secuencia especifica de mtp40 fue desarrollado para
la deteccion e identificacion de M. tuberculosis en diferentes especimenes
clinicos, el objetivo de la investigacion de Herrera en 1996 y de Segovia en
1996, fue el evaluar la aplicacion clinica del DNA como blanco en comparacion
con los métodos microbiolégicos convencionales, y de esta manera, comparar
los resultados con aquellos obtenidos después de la amplificacion con los
elementos repetidos 1S6110. Por medio de esto se observd que mtp40 es
especifico para M. tuberculosis, ya que no se obtuvo ninguna amplificaciéon de
esta secuencia con M. bovis. La aplicacion del PCR tanto con las secuencias
IS6110, sirven para la identificacion de Micobacterias y mtp40 para la
identificacion de M. tuberculosis.

Marchetti en 1998 compard la sensibilidad y especificidad del PCR
nested para la deteccion de M. tuberculosis a partir de tejidos fijados, tomando
37 muestras de autopsias de humanos con VIH, de las cuales 15 fueron

positivas (en cultivo) 11 negativas y 11 fueron positivas para la prueba de Ziehl-
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Neelsen sin la confirmacién de la obtencién de cultivos positivos. Tres
secuencias gendmicas se tomaron como blanco (mtp40, 65 kDa gene antigeno
e 1S6110) con diferentes masas moleculares y numeros de repeticiones dentro
del genoma de M. tuberculosis. En la secuencia 1S6110 dos fragmentos de
diferentes tamafios 106 y 123 pb fueron amplificados, con dos pares de
oligonucleodtidos diferentes. Los oligonucleotidos, probados, mostraron una
sensibilidad en un rango de 80-87%. La amplificacién del fragmento de mtp40
presentd una sola copia en el genoma de la bacteria y con resultados falsos-
negativos en un rango de 66-80%. Una sensibilidad muy débil fue obtenida a
partir de la amplificacién del gen del antigeno de 65 kDa con un tamafo de 142
pb. Estas amplificaciones concordaron con las cepas positivas en cultivos y por
la pruebas de Ziehl-Neelsen. Por lo tanto, mediante esta investigacion se
verificd, que por medio de muestras fijadas de las que no se tiene un
diagnostico definitivo es posible identificar M. tuberculosis.

El gen mtp40 fue originalmente encontrado en una regiéon pequefia de M.
tuberculosis y esta ausente en M. bovis. Estudios subsecuentes revelaron que
la secuencia es parte del gen mpcA, el cual codifica para una fosfolipasa C.
Para investigar la distribucion de la secuencia mtp40, Vera-Cabrera et al en
1997 analizaron cepas del complejo de M. tuberculosis por PCR, logrando
amplificar la secuencia de mtp40 en 90 de 94 cepas de M. tuberculosis, 2
cepas de M. microti pero no en M. bovis. Basados en estos resultados los
investigadores desarrollaron un analisis dot blot usando ADN gendmico
distinguiendo perfectamente M.bovis de M. tuberculosis, también se realizaron

pruebas de Southern blot de 140 aislados clinicos, para determinar la
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frecuencia de las cepas que carecen de mtp40 revelando un elevado
polimorfismo en la regién de la fosfolipasa, en el 57 % de las cepas se
detectaron 2 fragmentos, el fragmento esperado de 0.75 Kpb que corresponde
al gen mpcA que contiene el fragmento mtp40 y un fragmento de 2.1 Kpb que
pertenece a una fosfolipasa recientemente descubierta cuyo gen se le llamo
mpcB. Sin embargo, algunas cepas carecen de ambos genes, algunas solo
tiene el gen mpcA y algunas presentan bandas adicionales, indicando que
existen homologos a los genes de las fosfolipasas (Castro et al., 2002).

Un PCR multiple basado en la secuencia 1S6110 y mtp40 fue evaluado,
para una diferenciacion rapida de M. bovis y M. tuberculosis, dos de los
agentes causantes de la tuberculosis. IS6110 se encuentra presente en ambas
especies, mientras que mtp40 solo se presenta en M. tuberculosis. Sin
embargo el gen mtpd0 no esta presente en todas las cepas de M.
tuberculosis, por lo tanto se ha comprobado no ser una buena opcion para tal
diferenciacion (Weil et al., 1996).

Recientemente, se encontré una regién intergénica que se encuentra en
M. tuberculosis pero ausente en otras bacterias. Esta regidén separa dos genes
que codifican para un sistema de dos componentes nombrados SenX--RegX.
Mediante PCR se detectaron cepas de M. tuberculosis que carecen de

secuencias IS6110 y mtp40 (Magdalena et al., 1998).



18

[1.3. TRATAMIENTOS
TRATAMIENTOS y MULTIRRESISTENCIA.

La resistencia natural que presenta M. tuberculosis a los farmacos
antituberculosos es wuna caracteristica que ha acompafado a este
microorganismo desde sus origenes. En la actualidad se acepta que en un
cultivo de bacilo tuberculoso silvestre aparece, por mutacion espontanea
natural, un microorganismo resistente a isoniacida (H), por cada 10°-10’
bacilos y un mutante resistente a rifampicina (R), por cada 10°-10° bacilos, un
mutante resistente para Etambutol (E), estreptomicina (S), Kanamicina y acido
paraaminosalicilico (PAS), por cada 10°-10” bacilos. Para etionamida (ETH),
cicloserina (CS), capreomicina (CP), viomicina (VI), tiacetazona (T) vy
embiomicina, uno por cada 10° bacilos, y para pirazinamida (Z), 10%-10* bacilos

(Caminero, 2001).

Estas mutaciones de los bacilos son independientes para cada uno de los
medicamentos, por lo que la posibilidad de que se presenten asociadas es
igual al producto de sus tasas respectivas de mutacién. Si ademas se tiene en
cuenta que la poblacién bacilar que puede alojarse en una TB con lesiones
cavitarias es de 10%-10° y de 103-10° cuando existen lesiones nodulares,
puede apreciarse que si se inicia un tratamiento con un solo farmaco en una TB
cavitaria, tras una primera fase en la que se eliminaran la mayoria de los
bacilos y en la que el enfermo mejorara, se producira una selecciéon de bacilos
resistentes que, en poco tiempo, llegaran a ser la poblacion dominante.

Ademas, el farmaco se habra invalidado para el resto de la vida del enfermo, ya
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que la resistencia en TB es cromosdémica definitiva e irreversible. Por lo tanto
toda monoterapia (real o encubierta por asociacion de farmacos previamente
resistentes e ineficaces), llevara ineludiblemente al fracaso y a la seleccion de

resistencias (Caminero, 2001).

La pared es tan importante para la viabilidad de la bacteria, que isoniacida,
uno de los agentes antituberculosos mas efectivos, actua inhibiendo la sintesis
de acidos micdlicos, evento que conduce a la desintegracion de esta estructura
(figura 5). ElI medicamento inhibe la actividad del sistema enzimatico
dependiente de catalasa-peroxidasa, de manera que bloquea la sintesis de
acidos micolicos y la pared de la micobacteria se desintegra. Otros farmacos
como el acido p-aminosalicilico, la pirazinamida, cicloserina, etambutol y la
rifampicina son usados en terapias de manera combinada con mas de dos

farmacos, debido a que el uso de la monoterapia con estreptomicina provoca

el desarrollo de mutantes resistentes (Lambert, 2002).
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Figura 5. Mecanismo de accion de isoniacida (www.iladiba.com).

La tuberculosis multirresistente se origind, debido, a que los pacientes

no terminaban el tratamiento, o lo tomaban de manera irregular, asi como a la
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seleccién inadecuada de los farmacos; por ejemplo, la isoniazida y su relaciéon
con Gen Kat G mutado, imposibilitando una respuesta para este tratamiento

(Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo de resistencia de M. tuberculosis a isoniazida. La
resistencia se genera a partir de mutaciones en genes que codifican para los
sitios blancos de los antimicobacterianos. Estas mutaciones generan sitios de
union alterados (a), como el gen katG en el caso de isoniazida. Otro
mecanismo es la alteracién de genes codificadores para enzimas involucradas
en la via biosintética del acido micélico, la cual debe ser interrumpida por la
isoniazida para su efecto farmacoldgico (www.iladiba.com).

Una vez que se ha diagnosticado al enfermo con TB, uno de los problemas
mas importantes es lograr la continuidad al tratamiento. De acuerdo con los
datos proporcionados por la Direccion General de Medicina Preventiva, en
México la tasa de abandono de tratamiento entre 1983 y 1991 estuvo entre
13.3% (tratamientos supervisados de seis meses) y 23.2% (tratamientos auto
administrados de un ano). El abandono del tratamiento es un factor que
favorece la transmision del bacilo y la aparicion de resistencia a medicamentos

(Garcia et al., 1995).
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La tasa de multirresistencia en los casos de retratamiento, se ha
incrementado progresivamente en todo el mundo, hasta alcanzar proporciones
de verdadera alarma en varias regiones del mundo, especialmente en algunos
paises donde pareciera que han olvidado o abandonado los programas de
control de la tuberculosis. La OMS ha publicado recientemente, informacion,
referente a la resistencia antimicrobiana en tuberculosis, presentando los datos
de vigilancia de 35 paises, donde se coloca a México en el grupo de paises con
problemas de resistencia semejantes a Bolivia, Peru, Sierra Leona, entre otros,
con una tasa de multirresistencia primaria del 6%, (Figura 7), (Sifuentes et al.,

1998).

Resistencia de M. tuberculosis en 35 paises.
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Figura 7. Tasa de resistencia primaria a cualquier medicamento antimicrobiano
o de multirresistencia (resistencia combinada a isoniacida y rifampicina) en M.
tuberculosis de pacientes de treinta y cinco paises (Sifuentes et al., 1998).
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En la figura 8 se aprecia que la resistencia primaria, cuando menos a un
antibiético, ha tenido un comportamiento creciente en los diversos estudios
realizados en México. La resistencia secundaria se ha elevado hasta el 79% en
el reporte del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (centro de
referencia) en 1993 y por encima del 50% en los diversos estudios de vigilancia

realizados recientemente.
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Figura 8. Descripcién de las tasas de resistencia primaria y secundaria de
tuberculosis en México (Sifuentes, 1998).

De forma habitual, la tuberculosis se cura en seis meses de tratamiento con
antibidticos, pero las cepas multirresistentes de este bacilo necesitan entre 18 y
24 meses de tratamiento con regimenes medicamentosos multiples por lo

general mas toxicos y costosos (Sifuentes, 1998).
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La técnica que se ha estandarizado internacionalmente es el analisis de
fragmentos de longitud restringida. Se basa en la utilizacion de endonucleasas
de restriccion, que cortan el ADN en sitios especificos de reconocimiento que
determinan el numero y tamafio de los fragmentos que se generan. Estos
fragmentos se separan en base a su tamafio mediante electroforesis en gel de
agarosa. A continuacion, los fragmentos de ADN se desnaturalizan para formar
fragmentos de una sola cadena y se transfieren a una matriz sélida de
nitrocelulosa. Una vez que se han inmovilizado los fragmentos de ADN, se
pueden “sefalar” con una cadena de acido nucleico marcada, con digoxigenina
o luminol. Mediante Southern blot se hibridan los fragmentos de restriccion que
se encuentran contenidos en las secuencias nucleotidicas complementarias
con una sonda marcada (IS6110). Estos fragmentos forman un perfil que se

compara con el de otros aislados (Garcia, 2003).

Se ha realizado la caracterizacion de M. tuberculosis multiresistentes en
humanos que presentaban VIH comparandose incluso con cepas que
afectaban a personas sanas, las cepas mostraron todas las caracteristicas
fenodtipicas de M. bovis, presentando un alto nimero de copias de 1S6110, asi
como el fragmento mtp40. Estas caracteristicas genéticas, revelaron la causa
del parecido fenotipico con M. bovis y como consecuencia, probablemente las
alteraciones celulares asociadas con la multirresistencia a farmacos.
Realizando spoligotypin y RFLP con la secuencias de IS6110 se encontro, que
la cepa que afectaba tanto enfermos de VIH como a pacientes sin VIH era la
misma, sin embargo tres anos después se analizaron las cepas de los

pacientes sin VIH, encontrando un patrén de bandeo diferente al de las cepas
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analizadas tres anos antes, esto se explica por eventos genéticos en las cepas

(Gutierrez et al., 1999).

[1.4. TOXINAS.

El veneno de muchos animales son mezclas de 20 a 100 diferentes tipos de
moléculas disueltas, la mayoria tienen proteinas o pequefios polipéptidos que
varian de un rango de 20 a 80 aminoacidos, también se pueden encontrar
alcaloides y polimeros de naturaleza no proteica con fuertes efectos biolégicos

(Castaneda. 2000).

Los receptores de acetilcolina, canales de potasio, canales de calcio, etc.,
son receptores de la superficie de las células nerviosas o musculares que
tienen un papel basico en el mantenimiento y propagacion de sefiales. Debido
a que una de las funciones principales de los venenos es el inmovilizar a la
presa o al predador, las toxinas tienen como blancos las moléculas que juegan
un papel importante en la locomocion. El receptor de acetilcolina es uno de los
blancos de dichas toxinas ya que su funcidon es conservada en muchas

especies animales (Castafieda, 2000).

Hay algunas toxinas como las dendrotoxinas y algunas bungarotoxinas que
atacan la unién neuromuscular, pero no actuan en las células del musculo,
provocando la inhibicion de la liberacién de la acetilcolina en el nervio terminal
0 causando una alta liberacion provocando anormalidades, como el bloqueo
neuromuscular, y posteriormente la falta de respiracién y muerte de la victima.

Las toxinas tienen actividades similares en los diferentes taxa, por ejemplo,
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toxinas que actuan en el mismo receptor de acetilcolina se han aislado de
corales, caracoles, serpientes de mar y cobras. Toxinas similares interfieren
con la operacion normal de las células nerviosas por su accion en canales de

potasio aisladas a partir de escorpiones, abejas y mambas (Castafieda, 2000).

El canal de sodio es una proteina grande de la membrana citoplasmatica, y
es un excelente blanco de diferentes toxinas, como es el caso de las toxinas de
escorpiones, anémonas y anfibios. Algunas toxinas de origen no proteico
pueden incluso atravesar la membrana lipidica y unirse en el nucleo del canal
de sodio, tal es el caso de la Batrachotoxina. También se ha descrito la toxina
beta de escorpién la cual es un polipéptido grande que se une a la superficie

del canal de sodio (Castafieda, 2000).

Existe un grupo muy importante de toxinas de naturaleza proteica cuyo
efecto fundamental es retardar el proceso de inactivacién de los canales de
Na+, por lo cual el canal permanece abierto durante mas tiempo. Esto provoca
un incremento notable en la excitabilidad de nervios y musculos, como
consecuencia del aumento en la liberacion de acetilcolina desde las
terminaciones nerviosas. En este grupo se incluyen las vy-toxinas de
escorpiones, presentes en los venenos de especies procedentes de Africa y
América del Norte, tales como: Andronoctonus australis y Tityus serulatus,
entre otras, (Castafieda, 2000), asi como las toxinas de anémonas que

referiremos a continuacion.

Los trabajos pioneros (Béress et al., 2000) permitieron aislar una serie de

polipéptidos analogos a partir de la anémona Anemonia sulcata (ATXI, II, 1l y
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IVV) de los cuales, el mas abundante y activo en membranas de vertebrados es
ATXII. Diferentes toxinas con propiedades similares han sido aisladas a partir
de otras especies: Anthopleura xantogrammica, Radianthus paumotensis,
Condylactis gigantea, Heteractis macrodactylus, Phyllactis flosculifera,
Stichodactyla giganteum y S. helianthus. Todas provocan actividad espontanea
y repetitiva en axones y en musculo esquelético o cardiaco. Las propiedades
quimicas y las relaciones estructura-funcion de las toxinas de anémonas que
actuan a nivel de los canales de sodio han sido revisadas ampliamente (Norton,

1981).

La primera toxina caracterizada con accion especifica sobre canales de K+
dependientes de voltaje, fue la noxiustoxina (NTX), obtenida a partir del veneno
del escorpion de México Centruroides noxius, la cual es un polipéptido de 36
residuos de aminoacidos y tres enlaces disulfuros (Possani et al., 1984).
Bloquea la corriente de rectificacion tardia en axones gigantes de calamar y en
concentraciones superiores, bloquea algunos canales de K+ dependientes de
Ca2+. Se ha demostrado que facilita la liberaciéon de acetilcolina en

terminaciones nerviosas motoras de mamiferos (Castafeda, 2002).

Los organismos de la familia Conidae se caracterizan por poseer un
aparato venenoso, son principalmente animales nocturnos, predadores y
capturan su alimento gracias a la inyeccidon de su veneno. Sus conotoxinas
actuan en una gran diversidad de canales ionicos o receptores neuronales para

paralizar a la presa (Olivera, 1997).
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El veneno de un solo conus contiene de 50 a 200 agentes o compuestos
biolégicamente activos, siendo las conotoxinas la mayoria de estos, los cuales

son péptidos de 6-40 aminoacidos (Olivera, 1997).

Las conotoxinas cuentan con estructuras altamente comprimidas que
estan conformadas por motivos estabilizantes a-hélice y por varios enlaces

disulfuro formados por la unién entre las Cisteinas (Figura 9).

Las conotoxinas se almacenan en forma de propéptidos, de manera que
la organizacion de las cisteinas se encuentra en el extremo C-terminal que
corresponde a la toxina madura. Una vez que la conotoxina va a ser utilizada

ocurre una protedlisis que libera a la conotoxina madura.

Los péptidos de conus son mas selectivos que cualquier otro ligando
para el mismo receptor, es por esta razén que la actividad es tan rapida. En el
caso de las toxinas dirigidas a canales de Ca2+ voltaje dependientes, la
discriminacion entre los diferentes subtipos de canales de calcio puede ser de
mas de 106 veces. Esta capacidad se le ha dado utilidad en medicina para el

desarrollo de farmacos contra el dolor (Olivera, 1997).

Figura 9. Estructura de Alpha-conotoxina de Conus imperialis (NCBI).
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En estudios recientes se encontraron péptidos de conus que interactuan
con canales de Na® y algunos otros con canales de K', siendo también

altamente especificos (Ferber et al., 2002).

Las toxinas de alacranes y anémonas marinas difieren de la
conotoxinas, aunque todos son ligandos especificos de canales ionicos vy
receptores neuronales y son estabilizados por enlaces disulfuro, solo que no se
almacenan como propéptidos (Kelso y Blumenthal, 1998). Las toxinas de
alacranes y anémonas de mar se unen a un sitio extracelular comun en el canal
de Na" e inhibe rapidamente la inactivacion. Algunos aminoacidos basicos y los
dominios | y IV de los canales de Na* han sido implicados en la union de la

toxina (Rogers et al., 1996).

De acuerdo a su modo de accién las toxinas de anémonas pueden ser
divididas en neurotoxinas (< 5KD) que interactuan con canales idénicos y las
citolisinas (generalmente de 20KD) las cuales dafian la membrana formando

poros o canales (Samejina, 2000).

Las toxinas proteicas formadoras de poros o canales son uno de los
principales constituyentes del veneno de las anémonas. En la actualidad se
han aislado mas de 30 de estas proteinas de aproximadamente 20 especies

diferentes de anémonas (Anderluh et al., 1999).

Se han caracterizado ocho toxinas diferentes de origen peptidico de
cuatro especies de anémonas (Anemonia sulcata, Anthopleura

xanthogrammica, Stoichactis giganteus, y Actinodendron plumosum). Tres de
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estas toxinas se obtuvieron por nuevos métodos de purificacién. Estas toxinas
fueron analizadas por ensayos de toxicidad contra cangrejos y ratones, asi
como su afinidad para receptores y canales de Na® en sinaptosomas de
cerebro de rata y para su capacidad de incrementar la entrada de sodio por
medio de sinergismo con veratridinen en células de neuroblastomas. Algunas
de las toxinas son mas activas en crustaceos, mientras que otras presentan
mayor actividad en células de mamiferos, mostrando una buena correlacién
entre la actividad citotoxica a ratones y la afinidad de la toxina a canales de
Na+ en los sinaptosomas, asi como la estimulacion en la entrada de sodio en
neuroblastomas. La LD50 para ratones de las toxinas de anémona mas activas
y las toxinas de escorpion mas activas son muy similares. Ademas si se
aumenta la concentracién de las toxinas de anémona estas previenen la unién
de las toxinas de escorpion a su receptor. Sin embargo, las toxinas de
escorpion tienen afinidades hasta 60 veces mas altas a los canales de Na* que

las toxinas de anémona (Schweitz et al., 1981).

Recientemente (Xie et al., 2003) lograron aislar un péptido pequefio a
partir del veneno de la serpiente Naja atra que tiene actividad contra cepas
clinicas de M. tuberculosis, péptido que presumiblemente pertenece a la
familia de las saponinas, cuya estructura contiene 3 uniones disulfuro, este
péptido se le denominé vgf-1. Sin embargo, aun no se ha analizado la funcién

que lleva a cabo en las micobacterias para detener su crecimiento.



30

l1l. JUSTIFICACION

En México, dada la falta de control, aun no se tiene una estimacién
exacta del numero de casos de TB. En el afio 2000 se registré un rango de
2,400,000 a 4,900,000 casos de infeccion tanto latentes como activos, en
donde Baja California ocupa el sexto lugar, de las entidades federativas con
mas casos de tuberculosis.

Debido a la deficiencia en los servicios médicos publicos, asi como a la
falta del conocimiento de la enfermedad por gran parte de la poblacién, se ha
incrementado el surgimiento de cepas multi-resistentes a antibidticos y que
requieren de largos periodos de tratamiento, de seis a nueve meses, en donde
en muchos casos la bacteria aun permanece latente, activandose cuando el
sistema inmune disminuye su actividad.

La necesidad de encontrar nuevos farmacos que ataquen a las
micobacterias, tanto en su estado latente como en estado activo, son
necesarios para evitar la propagacion de la enfermedad y erradicarla del pais.

Una de las fuentes que en la actualidad han tenido auge, es la busqueda
en organismos marinos, que presentan diversas toxinas como parte de su
defensa natural o para la captura de sus presas, los cuales pueden tener
actividad antibacteriana sin efectos daninos a células de mamiferos, dando una
especificidad importante para el tratamiento a largos periodos de tiempo, o
incluso que tengan una actividad mas rapida que los farmacos desarrollados en
las ultimas décadas.

Por esta razon en el presente trabajo de investigacion, se realizé la

busqueda de sustancias activas en toxinas de anémonas del género
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Anthopleura, moluscos de la familia Conidae, género Conus, y en el alacran
del género Auronoctonus (Clase Aracnida), contra micobacterias,
probablemente afectando canales ionicos, de acuerdo a los antecedentes de la

accién de las toxinas reportadas para estos organismos.
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IV.OBJETIVOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de toxinas de Anthopleura elegantisima, Conus californicus

y Auronoctonus phaiodactylus en M. tuberculosis.

IV.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar 100 cepas de aislados clinicos de M. tuberculosis por medio
de la secuencias mitb, rac, rd4, Mtp 40 e IS6110

¢ Analizar la actividad antifimica del extracto crudo de Conus (Conus
californicus), del extracto crudo de anémonas (Anthopleura elegantisima)
y del extracto crudo del veneno de los alacranes (Auronoctonus
phaiodactylus).

e Fraccionar por cromatografia de exclusion molecular y cromatografia
liquida de alta resolucion aquellos extractos que presenten actividad
antfimica.

e Caracterizar las fracciones que resulten activas en la inhibicion del

crecimiento de M. tuberculosis
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V. METODOLOGIA

V.1. Cepas

Se emplearon 96 cepas, que se obtuvieron a partir de muestras
biolégicas, proporcionadas por el M.S.P. Rafael Laniado del Hospital General
de Tijuana. La cepa control H37Rv vy los aislados clinicos, fueron sembrados
en medio Lowenstein-denssen (LJ-M), e incubados a 37°C por 5 a 7 semanas.
Los tubos con medio fueron incubados en posicién horizontal, con los tapones
ligeramente cerrados por una semana, para permitir la evaporacioén del exceso

de liquido.

V.2. Extraccion de ADN y Caracterizacion de las cepas

Las cepas de interés se inocularon en medio LJ-M e incubaron a 37 °C
hasta que el crecimiento de las colonias conglomeradas (se recomienda mas
de la mitad de la superficie del medio con presencia de colonias) fuera visible.
Posteriormente se transfirié una asada (10 ul) de células en un tubo eppendorf,
con 400 ul de buffer TE 1X, se calentd 20 minutos a 80 °C para lisar las células
y se enfrié a temperatura ambiente. Se adicioné 50 ul de una solucion stock 10
mg/ml de lizosima, se agité por vortex y se incubd toda la noche. Se
adicionaron 75 pl de proteinasa K (10mg/ml) preparada con SDS 10%, se agité
por inversion y se incubd 10 minutos a 65 °C. Se adicion6 100ul de NaCl 5 M
(precalentado a 65 °C) y posteriormente 100 ul de CTAB/NaCl (precalentado a
65 °C) se agitdé por inversidon hasta que el liquido tomd una coloraciéon
blanquizca (lechoso) y se incubé 10 minutos a 65 °C. Se adiciond un volumen

de 750 pl de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y se agitd por inversion por al
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menos 10 segundos, al terminar se centrifugé a temperatura ambiente por 5
minutos a 12 000g, se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, se adicioné
450 ul de isopropanol para sedimentar los acidos nucleicos y se coloco por 30
minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugd por 15 a 12 000g, al sedimento
se le adicion6 1 ml de Etanol al 70 % se agité brevemente por inversion y se
centrifugd 5 minutos a temperatura ambiente. Se desecho el etanol y se dejo
secando la pastilla de sedimento por 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se resuspendio la pastilla en 20 pl de buffer TE 1X y se almaceno6 a
4 °C. Se cuantificd por espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm
por medio de diluciones 1:100 y usando la siguiente formula para el calculo de

su concentracion.

[abs de la muestra — abs del blanco] * 50 = Conc. ADN (ug/ml) (1)

Para la realizacion de los PCRs, se obtuvo ADN de los aislados clinicos
por medio de lisis celular, la cual consistid, en colocar en 200 ul de buffer TE
una asada de 10 ul de células, en bafio maria a 100°C durante 2 horas.

Las amplificaciones de las secuencias mtb, rac, rd4 y mtp40, se
emplearon para la identificacion de los aislados clinicos y su caracterizacion.
Los productos fueron analizados por medio de electroforesis, en geles de
agarosa al 1.2% y bromuro de etidio (Cobos et al., 2003). Mientras que la
extracciéon de ADN por medio de la metodologia descrita inicialmente, se utilizd
para la caracterizacion de las cepas por RFLPs con la secuencia de inserciéon

IS6110 (Soolingen et al., 1995).
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V.3. Caracterizacion por PCR

Las 98 aislados clinicos se evaluaron por medio de PCRs con 4 juegos
de oligonucleotidos diferentes:

RAC8 y RAC1 combinacion de primers que amplifican una regiéon que
codifica para el gen murA, la region promotora del operon rrnA y el extremo 5’
del gen 16S RNAr. El blanco para el primer RAC1 es la secuencia
complementaria de la posicién 46-69 del extremo 3’ del gen murA. El blanco de
RACS8 es la posicion 339-357 de la regidon del gen RNAr 16S. Este fragmento
amplificado solo se encuentra presente en el genero de las micobacterias, el
segmento amplificado es de un tamafo aproximado de 950pb, cuya secuencia
se muestra en la tabla I.

MTB amplifica otro fragmento del gen que codifica para los ultimos 5
codones del gen murA, la regidn promotora del operon rrnA y el extremo 5" del
gen 16S RNAr. El blanco para el primer MTB-F, es la secuencia
complementaria de los ultimos 15 nucledétidos del gen murA y los primeros 6
nucledtidos de la regidon promotora del operon rrnA, el blanco para el primer
MTB-R es la posicion 192-210 de la regién V2, localizada dentro del gen 16S
RNAr, la cual amplifica para un fragmento de un tamafo de 500pb presente
solo en miembros del complejo M. tuberculosis el cual comprende M. canetii,
M. tuberculosis, M. africanum, M. microti y M. bovis

RD4 amplifica para una region que esta presente en el genoma de todos

los miembros del complejo M. tuberculosis, excepto M bovis la cual es de un
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tamano aproximado de 1031 pb., que amplifica una region del gen pncA el cual
esta mutado en M.bovis

Mtp 40 amplifica para una region del gen mtp40, que codifica para una
fosfolipasa C, el fragmento obtenido es de un tamafio aproximado de 587pb y
es especifico para M. tuberculosis (Cobos et., al. 2003).

Para las amplificaciones se afiadié a cada tubo 10 ul de Agua destilada,
desionizada estéril, 0.75 ul de oligonucleétido Forward (20 mM) y 0.75ul del
oligonucleoétido reverso (20 mM), 1 ul de ADN cromosomal (50 nM) de la cepa
de interés, y 12.5 ul de Taq Mater Mix (1.5 mM MgCl,, 2 mM de dNTPs, 0.05
unidades/ul Taq Pol, 0.02% Tween 20, 125 mM Tris-HCI pH 8.8 a 2 °C y 32 mM
de NH4SOa4).

El contenido del tubo se mezclé por pipeteo. La reaccion se sometié a
una temperatura de 94°C por 10 minutos y 30 ciclos bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento de los
oligonucledtidos a 55 °C por 45 s y extension a 72 °C por 45 s.

Después del ciclo final la reaccion fue terminada manteniendo una
temperatura de 72 °C por 10 min. Los productos de PCR permanecieron en el
termociclador a una temperatura de 4°C. Estas condiciones se siguen para los
oligonucleotidos RAC, MTB y RD4, ya que con los oligonucleétidos de Mtp 40
la Temperatura de alineamiento (TM) se aumentd a 60°C, siendo esta la unica

modificacion de las condiciones.
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Tabla I. Nombre y secuencia de los oligonucleétidos empleados para la
caracterizacion de las cepas (Cobos et al., 2003).

Oligonucledtido | Secuencia Longitud | TM | %GC
RAC1 5"TCGATGATCACCGAGAACGTGTTC3" | 23 bases | 55 | 47
RACS8 5'CACTGGTGCCTCCCGTAGG3’ 19 bases | 55 | 63
MTB Forward 5" CGGGTATGCTGTTAGGCGACG3’ 21 bases | 58 | 61
MTB Reverso 5'CCACCACAAGACATGCATG3’ 19 bases | 58 | 52
RD4 Forward 5’GACATGTACGAGAGACGGCATGAGSY | 24 bases | 55 | 54
RD4 Reverso 5’AATCCAACACGCAGCAACCAG3’ 21 bases | 55 | 52
Mtp 40 Forward | 5CAGCCCGCTGGAGTCCCGC 21 bases | 60 | 80
GGA3
Mtp 40 Reverso | 5GCGCGTTCACCATGGACA 21 bases | 60 | 66.6
CCG3

V.4. Caracterizacién por RFLPs

V.4.1. Digestion del ADN cromosomal por Pvull

Las endonucleasas de restriccidon reconocen pequenas secuencias de ADN

y cortan en sitios especificos dentro de los sitios de reconocimiento o de

manera adyacente, estos cortes dan como resultado

fragmentos de ADN discretos. Pvull corta en la secuencia CAG ---- CTG

GTC

- GAC

la formacion de

Ya que se tiene cuantificado la concentracion de ADN entonces se calcula el

volumen necesario para tener 4.5 ug totales para la digestion con Pvull.

La reaccion se llevé a cabo de la siguiente manera

1. en un tubo de microcentrifuga (eppendorf) se coloco 2ul de Buffer 10 X

2. 1 pl de enzima PVUII (10U/ pl)
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3. Xyl ADN (4.5 ug)
4. Y ul agua mQ para un volumen final de 20 pl
Finalmente se mezcld y se centrifugd por 5 segundos a 12 000g y se incubd 90

minutos a 37°C

V.4.2. Separacion de los fragmentos de ADN por electroforesis
Se separaron los fragmentos de ADN de aproximadamente 0.5 a 25 Kb

en un gel de agarosa para propésitos analiticos y preparativos.

V.4.3. Estimacién de la concentracién de ADN.

Se preparé un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio (500
ng/ml) en una camara de electroforesis Biorad 14X11, aproximadamente con
90 ml de agarosa. Se cargaron 5 ul de la digestion con 1 ul de buffer de carga,
preparado con RNAasa (10 mg/ml), y se dejaron correr a 100 Volts durante 20
minutos.

La concentracion de ADN digerido, se estimdé de acuerdo a la
metodologia reportada para RFLPs de IS6110 de M. tuberculosis (Soolingen et
al., 1995). Finalmente de acuerdo a su estimacion, se colocaron los microlitros
adecuados para homogenizar las concentraciones de cada muestra, las cuales
se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 25 volts durante 11 h. Como
marcadores de peso molecular, se utilizd, el fago lambda digerido con Hindlll, y

el marcador 1 kb plus ADN ladder (Gibco). Y como cepa de referencia H37Rv.
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Al dia siguiente se tomo la foto con una regla fluorescente (VWR gel
fluorescens), posteriormente el gel se tratd6 para su transferencia a una

membrana de nylon Hybond -N+ (Amersham Pharmacia Biotech) .

V.4.4. SOUTHERN BLOTTING

Transferencia del Gel

Previo a la transferencia el gel se expuso a luz UV durante 5 min.
Posteriormente se trasladé a una bandeja, y se colocaron 500 ml de HCI 0.25
M durante 10 min, posteriormente se enjuagdé con agua destilada durante 10
segundos, se decanto el agua y se adicionaron 500 ml de NaOH 0.4 M durante
20 minutos, posteriormente se repitié el enjuague y el ultimo paso con NaOH.

En seguida se coloco en la bandeja para transferencia (BIO-RAD 14X11
cm), en el siguiente orden: como buffer una solucién 10X de SSPE (0.1 M de
Naz;HPO,4 *2H,0, 1.8 M de NaCl, 10 mM EDTA y a un pH 7.4). Posteriormente
se colocd: 1)una capa de papel filtro, 2)gel, 3) membrana Hybond —N+, 4)dos
capas de papel filtro, 5)una lamina de acetato con un corte en medio de 10X13
cm, 6)una capa mas de papel filtro, 7)servilletas 11X14 y 8) y un objeto para el
contrapeso. La transferencia se dejo toda la noche.

Posteriormente se hicieron dos lavados a la membrana por 2 minutos cada
uno con SSC 2X (preparado a partir de una solucién 20X SSC la cual contiene
3M de NaCl y 0.3 M de citrato de sodio, ajustado a un pH de 7).

Los restos del gel fueron observados en UV para corroborar si la
transferencia habia sido completa, la membrana se colocé 5 minutos del lado

donde se encuentra el ADN directamente a rayos UV para fijarlo, la membrana



40

se seco y se conservo seca, envuelta en bolsas plasticas a 4°C hasta su
hibridacion.

Preparacion de la Sonda

1. Se preparé una mezcla para PCR la cual contenia para cada reaccion:
Buffer PCR 10X con MgCl, 5ul

dNTPs mix (2.5 mM de cada dNTP) 4 pl

Primer 1 (50 ng/ ul) 5ul

INS-1 (5°CGTGAGGGCATCGAGGTGGC)

INS-2 (5°GCGTAGGCGTCGGTGACAAA)

(Hermans et al., 1992)

Primer 2 (50 ng/ pl) 5ul

2. Se adicion6 0.25 ul de Taq polimerasa (1.25 U) por reaccion, se agité con
vortex y se mantuvo en hielo la mezcla.

3. Se adiciond 30 ul de ADN blanco (10ng), aislado de M. tuberculosis H37Rv,
M. bovis, y cepas clinicas.

4. Se mezcld y se centrifugd por 5 segundos a 12000 g

Se colocé en el termociclador (PCR Perkin Elmer Gene Amp. PCR system
2400) bajo las siguientes condiciones:
3 min 94 °C (un ciclo)
1min 94 °C; 1min 65 °C; 2min 72 °C (25 ciclos)

4 min 72 °C (un ciclo)
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. Los productos de PCR se examinaron por electroforesis en un gel al 1%,
tefido con bromuro de etidio. Esperandose un producto de 245 pb.

. Se cuantific6 la cantidad del producto de PCR por medio del
espectrofotdmetro Pharmacia GeneQuant 2.1, a una Densidad Optica de
260 nm, por medio de una dilucién 1:50.

. La sonda fue marcada por medio del Kit ECL direct nucleic acid labelling
and detection system Amersham Life Science RPN 3000, la cual
consiste en un marcaje por medio de peroxida-luminol.

. El producto de PCR se diluy6é para quedar a una concentracion de 10
ng/ ul usando agua libre de nucleasas.

. Se desnaturalizé 100 ng de ADN muestra (10 ul) por calentamiento por 5
minutos en bafio maria hirviendo.

. Se enfrio inmediatamente en hielo por 5 minutos, se centrifugod
brevemente para colectar el contenido en el fondo del tubo.

. Se adicion¢ reactivo para marcado equivalente al volumen de la muestra
(10 pl) y se mezcld gentilmente varias veces.

. Se adicioné la solucion de Glutaraldehido, usando un volumen
equivalente al volumen del reactivo , se mezclé continuamente .

. Se incubd por 10 minutos a 37 °C y se uso6 antes de que transcurrieran

15 minutos.



42

Hibridaciéon

1.

Preparacion de los buffers de hibridacién: al buffer de hibridacién del Kit
ECL se adicion6 Cloruro de sodio 0.5 M grado analitico y agente
bloqueador (caseina o albumina de suero bovino) a una concentracion
final del 5%, se mezclé inmediatamente para evitar la formacién de
grumos, se mezcld durante una hora a temperatura ambiente y
posteriormente se calentd a 42 °C

Se colocod la membrana en el buffer preparado y se dejé prehibridando
una hora, con agitacion suave a 42 °C

Posteriormente se adiciond la sonda marcada con luminol, al buffer de
prehibridacion evitando colocarla directamente a la membrana y se
mezcldé suavemente, se continué su incubacion a 42 °C con agitacion

constante durante toda la noche.

. Se transfirié la membrana al buffer de lavado primario precalentado a 52

°C (urea 6M, SDS 0.4 % y SSC 0.5X) y se lavé durante 20 minutos en
un volumen de 2 a 5 ml por cm? de membrana, en agitacién suave a 52
°C.

Se desecho el buffer de lavado primario y se adicioné nuevamente la
misma solucion durante 10 minutos adicionales a 52 °C

Posteriormente se colocé la membrana en un contenedor limpio y se
adicion6 en exceso buffer de lavado secundario (20X SSC) y se agité

suavemente por 5 minutos a temperatura ambiente.



43

Deteccidn

1. Se mezcldé un volumen igual de reactivo 1 (Kit ECL) con reactivo de
deteccion 2, lo suficiente para cubrir la membrana del lado donde se
encuentra el ADN.

2. Se drend el exceso de buffer secundario de la membrana y se adicioné
el reactivo de deteccidn, evitando que la membrana se seque.

3. Seincubd por 1 minuto a temperatura ambiente

4. Se drend el exceso y se quitaron las burbujas de aire al cubrirla en
bolsas plasticas transparente o laminas de acetato.

5. Se coloco la membrana del lado del ADN hacia arriba en un casete para
revelado, se apagaron las luces y se colocd la placa para
autorradiografia arriba de la membrana, se cerrd el casete y se expuso

durante 10 minutos.

V.5. Colecta de Organismos

Los caracoles (62 organismos 1er colecta y 55 2da colecta) y anémonas
(58 organismos) se colectaron en el Km 58 a 200 m de la carretera Tijuana-
Ensenada, B.C. México. Debido a que los organismos se encuentran en zona
intermareal se consulté el calendario de mareas para determinar la fecha de
coleccion.

Los alacranes (100 organismos) se colectaron en la localidad del Zorrillo,

Ensenada B.C.
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V.6. Extracto crudo

Se sacrificaron 62 caracoles y se extrajo el conducto venenoso, el cual
se homogenizd con Acetonitrilo 40% y TFA 1%, se centrifugd y se colecto el
sobrenadante, posteriormente se liofilizé y se resuspendid en agua estéril
previo a su uso (Ferber et al.,, 2002).

Se colocaron 58 anémonas en etanol al 30% por 24 horas a temperatura
ambiente (metodologia por Norton, 1976), posteriormente se decanto y se filtrd
al vacié con un filtro Wattman de 2 mm para eliminar restos de tejido y arena,
el filtrado se liofilizd, se almacen6é a —80 °C y se resuspendié en agua estéril
previo a su uso (Prior Mier, 2002).

El veneno de alacran se extrajo directamente del telson (Valdez, 1998),
por medio de estimulacién eléctrica, cada alacran se humedeci6 y se colocé
sobre un electrodo positivo que tiene un voltaje de 8 V de corriente continua, y
con el electrodo de carga negativa se estimula el Telson, provocando que la
glandula que lo contiene se contraiga y lo expulse, las gotas se colectaron en
un tubo eppendorf que posteriormente se centrifugd en frié (4 °C) se decanté y
se liofilizé para resuspenderse en agua previo a su uso. Se ordefaron 100

alacranes aproximadamente.

V.7. Separacién de Fracciones por Cromatografia
V.7.1. Separacion por cromatografia de exclusion molecular.
Se resuspendieron 0.5 g de extracto crudo de A. elegantisima en 2.5 ml
de acetato de amonio 10 mM (pH 4.7). Una vez resuspendidos, se centrifugo a

14,000 r.p.m. durante media hora. Se tomd el sobrenadante (2 ml
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aproximadamente), que representa el extracto crudo soluble y se calculd la
concentracion de proteina por espectrofotometria, a una longitud de onda de
280 nm.

Los 2 ml recuperados se colocaron en una columna de 50 cm de largo,
y 1.5 cm de diametro (econocoluma de biorad), con una matriz de Bio-gel P-30
estabilizada con acetato de amonio 10 mM (pH 4.7). El flujo de la columna fue
de 1.5 ml/min y se colectaron alicuotas de 2 ml aproximadamente. Durante la
colecta se llevo a cabo un registro de absorbancias de 280 nm (luz UV), con un
espectofotometro Smartspec de Biorad. Las lecturas se graficaron por medio
del programa Microsoft Excel.

A partir de las graficas obtenidas, se seleccionaron los tubos en los que
se encontraban las fracciones, y se leydé la absorbancia a 280 nm en un
espectofotometro (luz UV), con celdas de cuarzo de 2 ml con un volumen
minimo de lectura de 100 pl. Las fracciones fueron separadas de acuerdo a la
grafica.

Se mezclaron los tubos de cada fraccion, se cuantificd la proteina por
espectrofotometria (280 nm), y se calculé el porcentaje de recuperacion de la
columna, asi como el porcentaje de cada fraccion en el extracto soluble. Las
fracciones se liofilizaron inmediatamente.

Para el extracto de alacran se sigui6 la misma metodologia mencionada
para el extracto de anémona, variando en la cantidad de miligramos
resuspendidos. En un tubo eppendorf, se disolvieron 20mg de extracto de
veneno de alacran en 2 ml de acetato de amonio 10 mM. La solucion se

fracciond por medio de exclusion molecular. Al igual que en la metodologia
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anteriormente descrita, se recolectaron cada 2ml del flujo, y se cuantifico a 280

nm, graficandose y separando las fracciones correspondientes.

V.7.2. Separaciéon por cromatografia liquida de alta presion

Se realiz6 un HPLC en fase reversa, a través de una columna
semipreparativa C-18, con un gradiente lineal de 0 a 60% de acetonitrilo en 60
min; con una fase de solucién amortiguadora A, de acido trifluoroacético (TFA)
al 0.12 % en agua, y una fase movil de solucién amortiguadora B, de TFA en
acetonitrilo al 0.1% con un flujo de 1ml/min, para la separacion de las
fracciones de conus.

Las Fracciones de exclusién molecular, fueron subfraccionadas por
HPLC y colectadas cada 5 minutos, posteriormente se realizd la separacion
cada minuto. Se emplearon las mismas condiciones utilizadas para Conus
californicus, tanto para Anémona (Anthopleura elegantisima) como para el
alacran (Auronoctonus phaiodactylus). De la fraccion | de Anémona, se inyecté
438.6 ug, de la fraccion Il, se inyecté 479.91 ug y de la fraccion 11l 449.99 ug.
Para el caso de las fracciones de alacran, se inyectaron 153 pg para la
Fraccion |, 148.75 g para la Fraccion Il, 187 ug para la fraccion Ill, 135.15 ug

para la Fraccion IV y 123.93 ug para la Fraccion V.

V.8. Evaluacion de la actividad antibacteriana
Se realizaron varias diluciones del extracto liofilizado, asi como de las

fracciones obtenidas tanto por exclusién molecular, en el caso de anémona vy
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alacran, y de HPLC para Conus, las cuales se utilizaron para los bioensayos en
cultivos de M. tuberculosis.

Para la determinacién de la actividad de los extractos crudos y
fracciones, tanto de exclusién molecular como de HPLC, se realizo el ensayo
colorimétrico por MTT y Azul Alamar, ambos funcionan bajo el mismo
fundamento, que se explica a continuacion. Debido a la actividad metabdlica de
las células, la enzima deshidrogenasa cataliza la reaccion de reduccion de la
sal MTT (3-4(4,5)-dimetiltriazol-2-1)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio), donde la
sal acepta electrones desde NADH a NADPH, produciéndose la destruccion del
anillo tetrazolio, formandose cristales purpuras insolubles (formazan), que
posteriormente se solubilizan, y pueden observarse de manera visual o
cuantificarse por medio de espectrofotometria a 450 nm.

Para lo cual se procedié de la siguiente manera:

V.8.1.Preparacion del inoculo

Se realizd un subcultivo de la cepa H37Rv en medio Lowenstein Jensen
Modificado, el cual se incubo durante tres semanas.

Se recupero, aproximadamente una azada de las células y se homogenizo
en un frasco de vidrio con perlas de vidrio de 3 mm, con 2 ml de medio
Middlebrook 7H9 ajustando la turbidez a la escala 1 de McFarland. Se realiz6

una dilucion 1:20 en medio Middlebrook 7H9 libre de grumos.
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V.8.2. Preparacion de los extractos

Se realizé la solubilizacion con agua destilada desionizada y estéril, de los
extractos crudos liofilizados a diferentes concentraciones, asi como de las
fracciones purificadas por cromatografia de exclusion molecular, y por HPLC
fase reversa:

Para el ensayo colorimétrico MTT:

Se realiz6é previamente un stock de cada uno de los extractos y fracciones,
a una concentracion doble de la que se probaria en la primera dilucién, de esta

manera el stock fue empleado para posteriores repeticiones.

Tabla Il. concentracién del stock, y el rango de concentraciones probadas
de extractos crudos y fracciones de exclusién molecular de Anémona, y por
HPLC de Conus por medio del ensayo MTT.

Extracto o fraccién Stock mg/ml

Rango final. (mg/ul)
Extracto Crudo de Anémona | 160 mg/ml 40-1.25
Extracto Crudo de Conus 80 mg/ml 20-0.6
Extracto Crudo de alacran 20 mg/ml 5-0.15
Fraccion | Anémona SEC 1.6 mg/ml 0.4-0.0125
Fraccioén Il Anémona SEC 1.6 mg/ml 0.4-0.0125
Fraccion 1l Anémona SEC | 1.6 mg/ml 0.4-0.0125
Fraccién IV Anémona 1.6 mg/ml 0.4-0.0125
Fraccién | Conus HPLC 1.6 mg/mli 0.4-0.0125
Fraccion 1l Conus HPLC 1.6 mg/mli 0.4-0.0125

Para el ensayo colorimétrico Azul Alamar. Se empled la metodologia descrita

para el ensayo de MTT.
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Tabla Ill. Concentraciones del Stock, y rango de concentraciones de extractos
crudos, y fracciones de exclusion molecular y HPLC de anémona, y HPLC de
conus probadas por medio del ensayo Azul Alamar.

Extracto o Fraccion Stock (mg/ml) | Rango Final
(mg/ml)
Extracto Crudo de Anémona 320 mg/ml 80-2.5
Extracto Crudo de Conus 120 mg/mi 30-0.93
Extracto Crudo Alacran 14 mg/ml 3.5-0.104
Fraccion | Anémona SEC 27.04 mg/ml 6.76-0.21
Fraccién 1l Anémona SEC 190.38 mg/ml 47.59-1.48
Fraccion Il Anémona SEC 93 mg/ml 23.25-0.726
Fraccién IV Anémona SEC 1.8 mg/ml 0.46-0.028
Fraccion | Conus HPLC 0.6 mg/ml 0.18-0.0056
Fraccion Il Conus HPLC 0.546 mg/mi 0.136-0.427
HPLC 30-35’ Conus Il 0.26 mg/ml 0.065-0.002
HPLC 35-40’ Conus I 0.11 mg/ml 0.028-0.0009
HPLC 40’-45’ Conus |l 0.35 mg/ml 0.039-0.001
HPLC 45-50’ Conus Il 0.04 mg/ml 0.010-0.0003
HPLC 50’-55’' Conus Il 0.012 mg/ml 0.003-0.00009
HPLC 55-60’ Conus Il 0.004 mg/ml 0.001-0.000004
HPLC 0’-5" Anémona | 0.33 mg/mli 0.082-0.002
HPLC 5-10 Anémona | 0.054 mg/ml 0.013-0.0004
HPLC 10’-15’ Anémona | 0.15 mg/ml 0.037-0.001
HPLC 15-20' Anémona | 0.011 mg/ml 0.0029-0.00009
HPLC 20’-25’ Anémona | 0.028 mg/ml 0.007-0.00022
HPLC 25-30° Anémona | 0.024 mg/ml 0.011-0.0003
HPLC 30’-35 Anémona | 0.040 mg/ml 0.010-0.0003
HPLC 35-40° Anémona | 0.82 mg/ml 0.209-0.006
HPLC 40-45' Anémona | 0.32 mg/ml 0.082-0.001
HPLC 45-50’ Anémona | 0.14 mg/ml 0.037-0.001
HPLC 50’-55’ Anémona | 0.033 mg/ml 0.016-0.0002
HPLC 55-60' Anémona | 0.045 mg/ml 0.022-0.0003
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Para el ensayo de MTT (Sigma) se prepar6é un stock de 5 mg/ml en agua
destilada estéril y se filtr6 con un tamano de poro de 0.45 um, se realizaron
alicuotas y se almacenaron protegidos de la luz en refrigeracién, se preparé el
buffer de solubilizacién mezclando una relaciéon 1:1 de DMF al 50% en agua
destilada y SDS al 20% en agua destilada.

Para el ensayo de Azul Alamar se realizaron alicuotas de la solucién
comercial de Biosource y se almacenaron protegidos de la luz en refrigeracion.
Se preparo Tween 80 al 20 % en agua destilada para su dilucion previa a su

adicion a la placa.

V.8.3. Montaje de la Placa
En una placa de 96 pocillos para cultivo celular, estéril, de fondo plano y
con tapadera de poliestireno (Corning Costar Mod. 3596), se realizd el
siguiente ensayo.
1. Se depositaron 200 pl de agua destilada estéril en todos los pocillos de
la periferia de la placa.
2. Se colocaron 100 yl de medio Midlebrook 7H9 + OADC a los 60 pocillos
restantes.
3. Se colocaron 100 pl de la dilucion de trabajo de cada extracto o fraccion
en los pocillos de la fila B.
4. Se realizaron diluciones dobles seriadas hasta la fila G descartando los
100 pl finales.
5. Se colocaron 100 pl del inéculo en todos los pocillos con excepcion de

los pocillos marcados como TCM (control de esterilidad del medio).
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6. En los pocillos marcados como TCM se colocaron 100yl mas de medio
Midlebrook 7H9 + OADC
7. Seincubd la placa a 37°C hasta el dia 5, considerando el inicio del

ensayo como dia cero.

V.8.4. Revelado de la Placa

Para el ensayo de MTT se afadio 10 yl de MTT 5 mg/ml y 12 ul de
tween 80 al 20% y se incubd la placa 24 horas, al ocurrir la formacion de
precipitado violeta, se afadio 50 pl de la mezcla de SDS 20%- DMF 50%, una
vez que se realizo el ensayo en el pocillo control se realizé en los pocillos con
los extractos y fracciones en estudio.

Para el ensayo de Azul Alamar se afiadio 25 pl de Alamar azul y 25 ul de
Tween 80 al 20% y se incub6 24 horas, si se presenta algun cambio de color

azul a rosado en el pocillo control se realizé el ensayo en los pocillos restantes.

V.8.5. Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura se realizd de manera visual, definiéndose la CMI
(Concentracion minima inhibitoria), como la concentracion del extracto o
fraccion de farmaco, donde no ocurrié cambio de color, cuya intensidad fue

igual o menor a la obtenida en el control de crecimiento.
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Una vez identificados los extractos con actividad antifimica, se probaron
la fracciones obtenidas por Cromatografia de exclusién molecular y HPLC en
fase reversa.

Las Fracciones que presentaron actividad antibacteriana, se purificaron
por HPLC fase reversa, debido a las caracteristicas de las toxinas que se han
reportado anteriormente, ademas de ser un método mas fino y de mayor
capacidad para la purificacion, permitiendo separar los compuestos de acuerdo
a su tiempo de elusion interactuando con la fase moévil. Cada una de estas

fracciones se evalud en cultivos de M. tuberculosis.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Caracterizaciéon de las cepas por PCR.

Para la secuencia de RAC todas las cepas mostraron una banda de 950
pb, lo cual indica que presentan las secuencias especificas para el grupo de
Mycobacterias. Para la secuencia MTB la mayoria de las cepas mostraron una
banda de 500 pb, por excepcion de 4, indicando que la mayoria pertenece al
complejo tuberculoso. De manera representativa se muestran en la figura 10
amplificados de las muestras. Los resultados de los 98 PCR se encuentran

resumidos en la Tabla 13.

12 3 45 6 7 8 9 10

Figura 10. Amplificacion de las cepas 16, 21, 28, 59 con los oligonucleétidos
RAC carril (1-5) y con los oligonucleotidos MTB carril (6-9) en el carril 10 MPM
(XIV 100 pb Gibco)

Para la secuencia RD4 la banda de 1050 pb que se esperaba fue
positiva para las 98 cepas, por lo cual ninguna de ellas pertenece a la especie
de M. bovis. De manera representativa se muestran en la figura 11

amplificados de algunas muestras. Los resultados de los 98 PCR se

encuentran resumidos en la Tabla 13.
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Figura 11. Amplificacion de las cepas con los oligonucleotidos RD4. En los
carriles 1-6 se muestran los amplificados de las cepas 16, 21, 28, 59, 74 y 92
respectivamente, el carril 7 MPM (XIV 100 pb Gibco).

Para la secuencia de Mtp40 se obtuvo un resultado positivo del 100%
de las muestras, por lo cual las 98 cepas pertenecen a la especie M.
tuberculosis. De manera representativa se ilustra en la figura 12. Los resultados

de los 98 PCR se encuentran resumidos en la Tabla IV.

1.2 3 4 5 678 9 10

Figura 12. Amplificacion de las cepas con los oligonucleotidos Mtp40. En los
carriles 1-9 se muestran las amplificaciones de las cepas 16, 21, 28, 59, 74,
92, 98,100y 116.



Tabla IV. Resultados de los PCR en los aislados clinicos.

Mtp40

<
3
w

RAC

RD4

Cepa

Mtp40

=
3
vs)

RAC

X
lw)
=

337

338

345

354

355

356

|||+

|||+

||| ]+

|||+

358 (02 y
03)

|||+

PR N

[+ ]|+

]|+ +

369

374

377

381

382

409

410

416

418

420

||+

N S N R [ I o o o

A T S S ) B S R

o I N S S T ) ey ey

422

426

429

437

455

+|+ |+ +]+

466

468

469

471

475

||| ]|+

B S SN NS I S [ B R S

||| ]+

+ |+ |+ +]+

476

+

+

+

+

481

+

+

+

+

AR R R I A I A R I R I I R RS

o I I I S I I S I T I N [ (S T S (o N S o

]| ||| ||| ]

S S N S I I TS S R S (S T S (o N S o

55



56

Tabla IV. Cont.

Cepa Mtp40 | MTB RAC RD4
504 + + + +
514 + + + +
526 + + + +
529 + + + +
530 + + + +
532 + + + +
534 + + + +
535 (02 + + + +
y (03)

540 + + + +
542 + + + +
547 + + + +
554 + + + +
559 + + + +
586 + + + +
590 + + + +
600 + + + +
603 + + + +
606 + + + +
612 + + + +
616 + - + +
646 + + + +
648 + + + +
675 + + + +
676 + - + +
680 + + + +
720 + + + +
728 + - + +
754 + + + +
767 + + + +
787 + + + +
796 + + + +
810 + + + +
821 + - + +
990 + + + +

VI.2. Caracterizacién de las Cepas por RFLPs

La extraccibn de ADN por medio del método descrito, permitio la
obtencién de ADN de buena calidad (Figura 13), asi como la cantidad
necesaria para las digestiones con la enzima Pvull (4.5 pg en un volumen
menor de 20 pl), y asi realizar la caracterizacion por medio de Southern Blot y

RFLPs con 1S6110.
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Figura 13. Extraccién de ADN de cepas de M. tuberculosis.

Las digestiones con la enzima de restriccion Pvull mostraron que se
requiere mas de una hora de incubacion para obtener una digestiéon completa
del ADN de las diferentes cepas, el cual se verificd en geles de agarosa al 1%
(Figura 14) en una camara de electroforesis 14 X 11 de Gibco. Esto ayudé a
determinar las cantidades en microlitros necesarios para homogenizar las
cantidades de las muestras cargadas en el gel que se transfirié6 posteriormente,
ya que este es un paso importante para la determinacion de las bandas al

momento de la hibridaciéon con la sonda marcada.

12345678910 111213 14

Figura 14. Digestiones de cepas de M. tuberculosis; carril 1) ADN de lambda
digerido con Hindlll,; 2) cepa 374; 3) C 410; 4) C 481; 5) C 455;6) C 821;7)C
270; 8) C 355, 9) C 268; 10) C 319; 11) C 28; 12) C420; 13) H37Rv; 14) MPM
1 kb ADN ladder, gel base para homogeneizar las concentraciones del
siguiente gel para su transferencia.
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Los geles se cargaron con el ADN de las diferentes cepas clinicas a
evaluar, se corrieron a 25 volts por 11 horas colocandose una regla
fluorescente como referencia asi como dos marcadores de peso molecular que
consistieron en ADN de fago lambda digerido con Hindlll y MPM 1 Kb plus ADN
ladder (Gibco). Esto permitié la visualizacion de los diversos fragmentos que
fueron de un rango de 0.25 a 25Kb (Figura 15). En uno de los geles transferido

se coloco como cepa de referencia H37Rv y Cannetti.

12 3 4567 8 91011121314

Figura 15. Digestiones de cepas de M. tuberculosis; carril 1) ADN de lambda
digerido con Hindlll,; 2) cepa 374; 3) C 410; 4) C 481; 5) C 455;6) C 821;7)C
270; 8) C 355, 9) C 268; 10) C 319; 11) C28; 12) C 420; 13) H37Rv; 14) MPM
1 kb ADN ladder , gel para transferencia tefiido con bromuro de etidio
0.5ug/ml.

Por medio de los primer INS-1 e INS-2 se amplifico un fragmento de 245 pb
aproximadamente, a partir de las cepas de H37Rv (300 pg/ul), la cepa 282 y a
partir de la muestra del paciente (50 ng/ul) (Figura 16), debido a que en estas
dos ultimas la intensidad de la banda fue muy baja el fragmento se aisl6 a partir

de la cepa H37Rv. La amplificacién obtenida a partir de las cepas H37Rv fue

utilizada como sonda para la hibridacion posterior en las membranas de nylon.
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Figura 16. PCR de un fragmento de 245 pb de la secuencia de insercion
IS6110 carril 1) MPM; 2) PCR de C 282; 3)PCR de H37Rv; 4) PCR de C M.
bovis; 5) PCR C H37Rv; 6) PCR aislado de paciente. 7) Control —

Por medio del Kit ECL direct nucleic acid labelling and detection system
Amersham Life Science RPN 3000 se realiz6 la deteccion de las secuencias de
insercion de 1S6110 en los ADNs digeridos y transferidos a membranas de
Nylon Hybond -N+ obteniéndose patrones de bandeo (Figuras 17 y 18), de los
cuales fue posible agrupar por medio del software Quantity one (Biorad) y
Taxotron 2000 (Copyright © 1994,1996,1998,200 by Institute Pasteur) con el
uso de los siguientes programas: RestrictoScan.ppc, RestrictoTyper.ppc,
Adanson.ppc y Dendograf.ppc para la realizacion de arboles filogenéticos que
relacionaron las diferentes cepas de acuerdo a la diversidad de las bandas de

la hibridacion.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 17. RFLPs de las cepas clinicas en el siguiente orden 1) Cannetti, 2)
H37Rv, 3) 464, 4) 606, 5) 137, 6) 275, 7) 612, 8) 369, 9) 305, 10) 416, 11) 116,
12) 59.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

Figura 18. RFLPs de las cepas clinicas en el siguiente orden; 1)H37Rv, 2)
420, 3)28, 4) 319, 5) 268, 6) 355 7) 270, 8) 821, 9) 455, 10) 481, 11) 410, 12)
374.

De las 96 cepas clinicas proporcionadas por el Hospital General de
Tijuana solo 90 fueron analizadas por Fingerprinting con IS6110, ya que de las

6 restantes no se obtuvo un crecimiento adecuado de las cepas para la
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extraccion de ADN cromosémico. En este analisis fueron incluidas 2 cepas
colombianas, y como controles las cepas Canetti y H37Rv. Se identificaron 71
patrones de bandeo diferentes en las 90 cepas(con un rango de 2-23 bandas).
10 de las 90 cepas (11.11%), tienen patrones con 5 o menos bandas de
IS6110; a las cuales no se les agrupd, debido a las diferencias en el tamafo de
las bandas. Por lo cual se recomienda realizar un estudio posterior por medio
de la técnica spoligotyping.

Fue posible la identificacion de patrones de bandeo repetitivos por medio de
los cuales se realizaron 10 grupos (nombrados A, B, C,D,E,F, G, H, |,y J).
El grupo A integrado por 4 (4.4%) cepas (409, 297, 16 y 137) que tienen un
patrén de 9 a 13 bandas con un rango de tamafio de 4.5 Kpb a 1.1 Kpb.
El grupo B integrado por 7 (7.7%) cepas (429, 275, 116-03, 529, 178, 606,
600), las cuales tienen un patron de 11 bandas con un rango de 4.5 Kpb a 1
Kpb.
El grupo C con 3 (3.3%) cepas (100, 256 y 676) que tienen un patron de 9 a 11
bandas con un rango de 36.2 Kpb a 0.9 Kpb
El grupo D con 2 (2.2%) cepas (810 y 221) con un patréon de 10 bandas de un
rango de 4.2 Kpb a 0.9 Kpb.
El grupo E con 2 (2.2%) cepas (374 y 420) con un patrén de 11 y 10 bandas
de un rango de 7 Kpb a 0.8 Kpb.
El grupos F con 2 (2.2%) cepas (16-02, 586) con un patron de 12 y 13 bandas
de un rango de 5.5 Kpb a 1 Kpb.
El grupo G con 3 (3.3%) cepas (612, 271 y 28) con un patréon de 11 a 9 bandas

de un rango de 22.4 Kpb a 1.22 Kpb.
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El grupo H con 2 (2.2%) cepas (240 y 355) con un patrén de 18 a 14 bandas
de un rango de 12.1 Kpb a 1.0 Kpb.

El grupo | con 2 (2.2%) cepas (646 y 455) con un patrén de 23 a 18 bandas,
con un rango de 11.16 Kpb a 0.9 Kpb.

El grupo J con 2 (2.2%) cepas (534 y 469) con un patrén de 7 y 6 bandas, con
un rango de 24.2 Kpb a 1.1 Kpb.

El grupo mas numeroso de acuerdo al patrén de bandeo fue el grupo B, sin
embargo, muchas de las bandas presentes en este grupo son compartidas por
otros grupos o patrones de bandeo aislados, como es el caso de la bandas de
45,42,3.8,3.0,2.2.y 2.0 Kpb.

Las agrupaciones fueron realizadas de acuerdo al numero de bandas y a su
posicion relativa observada en su patrén de migracién (Figura 19). Algunos de
los patrones pueden presentar de una a cuatro bandas mas, lo cual varia de
acuerdo al tiempo de exposicidén y los errores por manipulacién al momento de
la digestion de ADN o bien al cargar los geles con la cantidad estandarizada de

ADN digerido para su posterior transferencia.
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Figura 19. Dendograma de la hibridacién por 1IS6110 de la cepas clinicas de M.

tuberculosis analizadas.



VI.3. Separacion de fracciones de los Extractos Crudos

VI.3.1. Cromatografia por Exclusién Molecular

Anémona.

fracciones denominadas Fraccion I, Fraccion 1l y I, respectivamente (figura 20)

De la cromatografia por exclusibn molecular, se obtuvieron tres

*La fraccidn | representa el 11.37% del extracto crudo

*La fraccion |l representa el 48.09% del extracto crudo

*La fraccion Il representa el 7.57% del extracto crudo

*El porcentaje de recuperacion de la columna fue de 67.04%

Abs (280nm)

Cromatografia de exclusion molecular de extracto crudo de
anemona

s

1 |
I R b

A

Mk Nem—

1

VPR

5 9 1317 21 2529 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85

numero de tubo 2ml/cu

Figura 20. Cromatografia de exclusién molecular del extracto crudo de

anémona, en donde las flechas indican el sitio de corte.
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Alacran
De la cromatografia por exclusion molecular usando como buffer acetato
de amonio 10mM se obtuvieron 5 fracciones a partir del extracto crudo.
Denominadas Fraccion |, 11, 111, IV y V (figura 21).
*La fraccion | representa el 3.74% del extracto crudo
*La fraccidn Il representa el 18.09% del extracto crudo
*La fraccién Il representa el 5.92% del extracto crudo
*La fraccién IV representa el 13.41% del extracto crudo
*La Fraccion V representa el 12.47% del extracto crudo

*El porcentaje de recuperacion de la columna fue de 53.66%

cromatografia de exclusién molecular de extarcto de alacran
(buffer acetato de amoni pH 4.7)

» 0,08 o
ooa N ¥ 8%} 1
0.02 - \ | & w, 2 4l %

’ Om P bt S

1 5 9 1317 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81

Nimero de tubos 2ml/cu

Figura 21. Exclusion molecular del extracto crudo de Alacran, las flechas

indican los sitios de corte.
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VI1.3.2. HPLC

Separacion de fracciones de los Extractos Crudos de Conus

El extracto de Conus se paso a través de una columna C-18 por HPLC
fase reversa. Se colectaron dos grandes fracciones con el fin de facilitar el
manejo en los bioensayos (Figura22). La primer fraccion del minuto 0-35 y la

segunda del 35-60 (Febrer et al., 2002).
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Figura 22. Cromatograma del HPLC fase reversa del extracto crudo de Conus,
la flecha indica el sitio de corte.
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Separacion de las Fracciones de Cromatografia por Exclusion Molecular

de Anémona por HPLC.

Las fracciones I, Il, y lll de anémona se fraccionaron cada 5 minutos por HPLC
en fase reversa través de una columna C-18, en la fraccion | (Figura 23) se
detectaron 40 componentes (Tabla V), con un porcentaje de recuperacion del
100%, las fracciones fueron colectadas cada 5 minutos, y 1 minuto para

probarlos en bioensayos posteriores.

Figura 23. Fraccion | de Anémona separada cada 5 minutos por HPLC fase reversa
en un gradiente 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%
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Tabla V. Componentes detectados a 230 nm en un HPLC de la fraccion | de

anémona
No. Tiempo Cantidad | % dela | No. Tiempo Cantidad | % de
Componente | Retencion | (ug) Fraccién | comp. | de (nQ) la FR
(min) retencion

1 29 46.49 10.6 22 32.4 0.17 0.04
2 3.94 20 4.57 23 33.2 1.09 0.25
3 5.3 0.21 0.05 24 35.5 146 33.29
4 7.7 2.88 0.64 25 39.0 23.5 5.36
5 9.0 7.8 1.79 26 40.5 30.92 7.05
6 10.1 27.01 6.16 27 42.8 10.13 2.31
7 14.4 3.5 0.80 28 434 4.42 1.01
8 15.7 0.7 0.16 29 44.3 21.02 4.81
9 18.3 1.6 0.38 30 45.9 14.2 3.24
10 20.2 0.21 0.05 31 47.4 0.92 0.21
11 22.9 2.6 0.60 32 484 39.3 8.98
12 24.5 2.8 0.66 33 494 4.5 1.03
13 255 1.09 0.25 34 49.9 2.1 0.48
14 27.0 1.2 0.28 35 50.8 3.28 0.75
15 28.1 3.2 0.73 36 51.7 0.35 0.08
16 28.7 1.0 0.23 37 52.3 0.65 0.15
17 29.4 2.80 0.64 38 52.6 0.48 0.11
18 30.1 0.74 0.17 39 53.8 3.59 0.82
19 30.8 3.28 0.75 40 54.8 5.17 1.18
20 314 2.33 0.54

21 31.9 0.43 0.10

En la fraccién Il de anémona (Figura 24) se detectaron 53 componentes

(tabla V1), con un porcentaje de recuperacion del 100%, las fracciones fueron
colectadas cada 5 minutos.

Figura 24. Fraccion Il de Anémona separada cada 5 minutos por HPLC fase

reversa en una gradiente 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%
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Tabla VI. Componentes detectados a 230 nm en un HPLC de la fraccion |l de

anémona.
No. Tiempo Cantidad % de No. Tiempo Cantidad % de
Comp. | Retencion (nQ) laFR. | Comp. | De (nQ) la FR
Min retencidn
1 281 116.9 24.36 21 17.4 0.33 0.07
2 31 1994 41.55 22 18.2 0.09 0.02
3 4.2 14.92 KNI 23 18.8 0.14 0.03
4 4.9 0.43 0.09 24 19.8 3.02 0.63
5 5.51 3.02 0.63 25 20.8 2.63 0.55
6 6.75 15.40 321 26 22.3 0.23 0.05
7 7.24 19.19 4.0 27 22.7 0.76 0.16
8 7.56 2.54 0.53 28 23.43 3.16 0.66
9 7.78 20.49 4.27 29 23.8 0.23 0.05
10 8.3 1.05 0.22 30 24.3 143 0.30
11 8.51 2.06 0.43 31 25.9 2.54 0.53
12 9.63 2.54 0.53 32 26.3 0.09 0.02
13 10.1 0.18 0.038 33 26.4 0.33 0.077
14 10.2 0.43 0.09 34 27 2.15 0.45
15 114 1.96 041 35 27.9 4.6 0.96
16 12.7 1.43 0.30 36 28.9 2.63 0.55
17 13.2 0.52 0.11 37 29.5 0.52 0.11
18 13.6 0.19 0.04 38 30.4 0.28 0.06
19 15 3.69 0.77 39 311 0.19 0.04
20 15.9 7.05 147 40 321 0.09 0.02
41 33.12 0.47 0.10 47 40.2 3.74 0.78
42 33.6 1.63 0.34 48 434 0.28 0.06
43 34.9 1.8 0.39 49 43.9 011 0.025
44 36 1.10 0.23 50 4.7 0.57 0.12
45 36.8 0.23 0.05 51 47.9 6.14 1.28
46 375 7.29 1.52 52 49.9 0.28 0.06
53 55.8 15.78 3.29

En la fraccion Ill de

anémona (Figura 25) se detectaron 23 componentes

(Tabla VII), con un porcentaje de recuperacion del 100%, las fracciones fueron

colectadas cada 5 minutos.
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Figura 25. Fraccién Ill de Anémona separa cada 5 minutos por HPLC fase
reversa en un gradiente de 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%
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Tabla VII. Componentes detectados a 230 nm en un HPLC de la fraccién Il de

anémona
No. Tiempo | Cantidad | % de No. Tiempo | Cantidad | % de
Comp. | Retencion (ng) la FR. | Comp. | Retencion (ng) la FR
Min min
1 29 12.2 2.72 13 141 3.41 0.76
2 3.3 0.31 0.07 14 16.2 40.9 9.1
3 3.6 0.17 0.04 15 18.6 0.44 0.1
4 4.2 157.94 35.10 16 20.17 1.93 0.43
5 5 43.64 9.7 17 21.3 0.31 0.07
6 5.9 1.16 0.26 18 24.8 2.56 0.57
7 6.6 517 1.15 19 34.9 37.03 8.23
8 71 4.76 1.06 20 37.5 0.35 0.08
9 7.3 4.18 0.93 21 40.2 0.62 0.14
10 7.8 119.06 26.46 22 48 3.82 0.85
11 11.6 4.13 0.92 23 62 1.30 0.29
12 13.3 3.46 0.77
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Separacion de las Fracciones de Cromatografia por Exclusion Molecular
De Alacran por HPLC.

Las fracciones I, Il, lll, IV y V de alacran se separaron cada 5 minutos por
HPLC en fase reversa través de una columna C-18. En la fraccion | de alacran

(Figura 26) se detectaron 23 componentes (tabla VIII) a 230 nm.

Figura 26. Fraccion | Alacran separada cada 5 minutos por HPLC fase reversa
en un gradiente de 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%

Tabla VIIl. Componentes detectados a 230 nm en un HPLC de la fraccion |

Alacran
No. Tiempo | Cantidad | % de | No. Tiempo | Cantidad | % de
Comp. | Retencion | (ug) |laFR. | Comp. | Retencion | (ug) | laFR
Min min
1 2.9 69.2 45.24 13 125 0.71 0.47
2 34 9.24 6.04 14 14.3 0.64 0.42
3 43 2.46 1.61 15 15 1.26 0.83
4 49 0.81 0.53 16 16 0.52 0.34
5 53 1.08 0.71 17 17.7 1.05 0.69
6 5.6 2.09 1.37 18 20.2 2.09 1.37
7 6.2 1.97 1.29 19 40.8 8.53 5.58
8 6.8 1.02 0.67 20 424 25 16.40
9 7.2 2.66 1.74 21 44.2 42 2.75
10 8.4 5.66 3.70 22 48.5 2.15 141
11 114 2.18 1.43 23 50 742 4.85
12 11.8 0.68 0.45
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La Fraccion Il de Alacran (Figura 27) se detectd 42 componentes (tabla

IX) a 230 nm, y las fracciones empleadas para los bioensayos fueron

colectadas cada 5 minutos.

,,,,,,

Figura 27.Fraccion Il Alacran separada cada 5 minutos por HPLC fase reversa
en una gradiente 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%

Tabla IX. Componentes de la Fraccién Il de alacran detectados a 230nm.

No. Tiempo Cantidad | % dela | No. Tiempo Cantidad | % de la
Compo- | Retencion | (ng) Fracciéon | comp. de (n Q) FR
nente (min) retencion

1 2.9 50.30 33.83 22 22.2 0.41 0.28
2 3.53 8.5 5.77 23 24.6 0.37 0.25
3 4.26 3.89 2.62 24 26.4 2.24 1.51
4 4.89 0.78 0.53 25 275 0.55 0.37
5 5.18 0.93 0.63 26 28.6 0.72 0.49
6 5.56 1.36 0.92 27 29.7 0.81 0.55
7 7.28 2.03 1.37 28 30.5 0.57 0.39
8 8.49 4.29 2.89 29 30.9 0.59 0.40
9 9.51 0.53 0.36 30 34.0 0.98 0.66
10 10.57 0.47 0.32 31 34.5 3.5 2.38
11 11.74 0.49 0.33 32 35.5 2.02 1.36
12 12.03 0.37 0.25 33 36.3 0.59 0.40
13 13.5 0.43 0.29 34 38.2 1.02 0.69
14 14.4 0.99 0.67 35 39.6 0.46 0.31
15 14.8 2.61 1.76 36 40.8 9.27 6.24
16 15.9 1.68 1.13 37 42.6 17.99 12.1
17 16.6 0.44 0.3 38 44 .4 6.98 4.7
18 17.5 0.81 0.55 39 46.8 1.93 1.3
19 18.2 0.65 0.44 40 52.0 11.74 7.9
20 19.1 0.59 0.40 41 53.8 0.65 0.44
21 19.7 0.69 0.47 42 57.52 1.79 1.21




En la Fraccion Il de alacran (figura 28) se detectaron 54 componentes

(Tabla X). Se colectaron fracciones de 5 minutos para los bioensayos.
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Figura 28. Fraccion Ill Alacran separada cada 5 minutos por HPLC fase
reversa en un gradiente 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%

Tabla X. Componentes de la Fraccion Il de alacran detectados a 230 nm.

No. Tiempo Cantidad | % de | No. Tiempo Cantidad | % de
Comp. | Retencion | (ug) la FR. | Comp. | Retencion | (ug) la FR
Min min

1 2.92 34.9 18.7 | 21 18.5 2.18 1.17
2 4.19 2.2 1.18 |22 19.1 0.93 0.50
3 45 1.27 0.68 |23 19.7 1.58 0.85
4 5.4 0.46 025 |24 20.6 1.23 0.66
5 7.2 25 1.34 |25 21 0.63 0.34
6 8.4 2.48 1.33 | 26 21.5 6.58 3.52
7 9.2 0.63 034 |27 21.9 8.82 4.72
8 9.8 0.72 039 |28 221 0.69 0.37
9 10.5 1.53 0.82 |29 22.6 0.71 0.38
10 11.6 0.46 025 |30 22.9 0.59 0.32
11 11.9 0.59 032 |31 23.4 8.20 4.39
12 12.4 1.53 0.82 |32 23.7 0.44 0.24
13 13.2 2.7 146 | 33 24.4 0.57 0.31
14 14.1 0.71 0..38 |34 24.8 16.08 8.6
15 14.4 2.07 1.11 35 254 1 0.54
16 14.8 3.06 1.64 |36 25.8 24.36 13.03
17 15.3 0.37 020 |37 26.7 0.56 0.30
18 16.5 0.63 0.34 |38 27.9 0.86 0.46
19 17.2 2.74 147 |39 28.2 2.35 1.26
20 17.5 3.66 1.96 |40 28.5 1.66 0.89
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No. Tiempo Cantidad | % de | No. Tiempo Cantidad | % de
Comp. | Retencion | (ug) laFR. | Comp. | Reten- (ng) laFR
Min ciébn min
41 29.6 7.10 3.80 |48 33.6 1.79 0.96
42 30.0 1.19 0..64 |49 35.3 1.40 0.75
43 30.3 14.6 7.81 50 36.3 1.17 0.63
44 31.2 1.14 0.61 51 38.1 1.19 0.64
45 31.3 0.87 047 |52 41.0 0.33 0.18
46 32.1 0.74 040 |53 421 1.06 0.57
47 33.3 6.97 3.73 |54 57.5 1.32 0.71
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En la fraccion IV y V de alacran (Figuras 29 y 30 respectivamente) se

detectaron 46 y 21 componentes respectivamente (Tablas Xl y XlI) a 230 nm.

Como en las fracciones anteriores, la colecta y recuperacion fueron hechas

cada 5 minutos para la realizacion de los bioensayos posteriores.

Figura 29. Fraccién IV Alacran separada cada 5 minutos por HPLC fase
reversa en un gradiente 0-60 de acetonitrilo TFA 0.1%



Tabla XI. Componentes de la Fraccion IV de alacran detectados a 230 nm

No. Tiempo Cantidad | % de | No. Tiempo Cantidad | % de
Comp. | Retencién | (ng) la FR. | Comp. | Retencién | (ng) la FR
Min min
1 2.95 26.89 19.9 |24 19.3 1.43 1.06
2 3.79 6.13 454 |25 20.4 1.12 0.83
3 3.96 20.38 15.08 | 26 214 1.51 1.12
4 4.98 23.96 17.73 | 27 221 3.04 2.25
5 6.56 0.90 0.67 |28 22.8 0.56 0.42
6 6.99 9.83 728 |29 234 1.98 1.47
7 7.94 0.37 0.28 |30 23.8 0.62 0.46
8 8.69 2.24 1.66 | 31 254 0.82 0.61
9 9.3 1.97 146 | 32 26.5 0.55 0.41
10 9.9 0.94 0.70 |33 27.2 0.51 0.38
11 10.32 1.77 1.31 34 28.2 1.44 1.07
12 11.03 0.91 0.68 |35 29 4.69 3.44
13 11.74 2.18 1.62 |36 29.9 0.22 0.17
14 12.30 0.22 017 |37 30.2 0.29 0.22
15 14.71 0.47 035 |38 30.6 0.28 0.21
16 15.12 1.17 0.87 |39 32.1 0.52 0.39
17 15.50 0.44 0.33 |40 32.8 2.79 2.07
18 16.29 1.86 1.38 | 41 32.2 0.81 0.60
19 16.94 0.22 0.17 |42 33.9 2.62 1.94
20 17.21 0.29 022 |43 34.8 1.5 1.11
21 17.38 0.35 026 |44 36.2 0.87 0.65
22 17.83 1.5 1.11 45 36.9 0.33 0.25
23 18.8 0.33 025 |46 38.8 0.82 0.61

W D

Figura 30. Fraccion V de Alacran separada cada 5 minutos por HPLC fase
reversa en un gradiente de acetonitrilo TFA 0.1%
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Tabla Xll. Componentes de la Fraccion V de alacran detectados a 230 nm

No. Tiempo | Cantidad | % de No. Tiempo | Cantidad | % de
Comp. | Retencion (ng) la FR. | Comp. | Retencion (ng) la FR
Min min
1 2.98 59.38 47.2 12 1.3 0.90 0.73
2 3.53 31.8 25.7 13 12.9 1.77 1.43
3 4.4 0.42 0.34 14 14.6 0.63 0.51
4 4.6 0.65 0.53 15 14.9 1.97 1.59
5 5.7 1.59 1.29 16 15.3 1.98 1.60
6 6.1 1.01 0.82 17 16.6 0.57 0.46
7 6.9 1.79 1.45 18 17.7 9.7 7.83
8 7.4 9.17 2.26 19 20.3 0.54 0.44
9 8.1 1.66 1.34 20 21.2 0.71 0.58
10 8.9 2.92 2.36 21 38.6 1.05 0.85
11 10.7 0.52 0.42

VI. 4. Evaluacién de la actividad antibacteriana

Por medio del ensayo de MTT se hizo una primera evaluacion de los
extractos crudos de Anémona, Conus y Alacran.
Para las fracciones |, Il, y Ill de anémona por exclusion molecular y las

Fracciones | y Il de conus se emplearon las siguientes concentraciones



77

Concentraciones en mg/ml

ECA 40-1.25 ECA= Extracto crudo de Anémona
ECC 2006 ECC= Extracto crudo de Conus'
ECAL= Extracto crudo de Alacran
ECAL 5-0.15 F1A= Fraccion 1 Anémona SEC
F1A 0.4-0.0125 F2A= Fraccion 2 Anémona SEC

F3A= Fraccion 3 Anémona SEC
F2A 0.4-0.0125 F1C= Fraccion | Conus HPLC
F3A 0.4-0.0125 F2C= Fraccién 2 Conus HPLC

F1C 0.4-0.0125
F2C 0.4-0.0125

Resultando la inhibicion del crecimiento con:

* El extracto crudo de anémona a una CMI de 40 mg/ml

* El extracto crudo de Conus a una CMI de 20 mg/ml

* La Fraccion | Anémona con una inhibicién de crecimiento parcial a una
concentracion de 400 pg/ ml.

* La Fraccion Il de Conus a una CMI de 400 pg/ ml.

Por lo tanto el ensayo se repitid pero con la técnica de Azul Alamar
modificando las concentraciones de cada extracto y fraccién (Figuras 31, 32 y

33).
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ECA ECC ECAL FiA F2A F3A

ECA 80-2.5

ECC 30-0.93

ECAL 3.5-0.104

F1A 6.76-0.21

F2A 47.59-1.48

F3A 23.25-0.726

F4AA  0.46-0.028

F1C  0.18-0.0056

EXTRACTOS CRUDOS Y FRACCIONES

F2C  0.136-0.427

Figura 31. Placa de 96 pocillos en la que se realiz6é la prueba de toxicidad
contra M. tuberculosis. A la derecha se encuentran las iniciales y las
concentraciones de cada extracto y fraccion probados, en el ultimo carril se
encuentra el control de crecimiento TC que abarca los 5 pocillos de la columna,
mientras que el ultimo pocillo de la columna marcado como TM es el control de
esterilidad del medio.

La inhibicion de crecimiento fue visible en:

*Extracto Crudo de Anémona con una CMI 40 mg/mi
*Extracto Crudo de Conus a una CMI de 7.5 mg/ml
*Fraccion | de anémona SEC a una CMI de 0.42 mg/ml
*Fraccion |l de anémona SEC a una CMI de 47.59 mg/mi

Concentraciones en pug/ml
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C30 65-2
C35 28-0.9
C40 39-1
C45 10-0.3
C50 3-0.09
C55 1-0.004
A0 82- 2
A5 13-04
A10 37 -1

FRAGCIONES DE CONUS Y ANEMONA

Figura 32. Placa de 96 pocillos en la que se hizo la prueba de toxicidad contra
M. tuberculosis. A la derecha se encuentran las iniciales y las concentraciones
de cada fraccién tanto de Conus como de Anémona probados. En el ultimo
carril se encuentra el control de crecimiento TC que abarca los 5 pocillos de la
columna mientras que ultimo pocillo de la columna marcado como TM es el
control de esterilidad del medio

C30= Fraccion por HPLC de Conus del minuto 30-35
C35= Fraccion por HPLC de Conus del minuto 35-40
C40= Fraccion por HPLC de Conus del minuto 40-45
C45= Fraccion por HPLC de Conus del minuto 45-50
C50= Fraccion por HPLC de Conus del minuto 50-55
C55= Fraccion por HPLC de Conus del minuto 55-60

A0 =Fraccion por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 0-5
A5 =Fraccion por HPLC de la Fracciéon | SEC del min. 5-10

A10 =Fraccion por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 10-15
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A15 2.9-0.09 ug/ml

!\. .X.X.X ( A20 7-0.22 pg/ml
H J A25 11-0.3 pg/ml

A30 10-0.3 pg/ml

.(6
- ‘ '. J>.¢ A35 209 -6 pg/ml

‘.ﬂ 'O ~ (T.-#.* \.-/(.-, A40 82- 2.5 ug/ml

A45 37 - 1 ug/ml

00 OAQO fr

A50 16-0.2 pg/mi

FRACCIONES DE ANEMONA A55 22 -0.3 Mg/ml

Figura 33. Placa de 96 pocillos en la que se hizo la prueba de toxicidad contra
M. tuberculosis. A la derecha se encuentran las iniciales y las concentraciones
de cada fraccion de Anémona probados. En el ultimo carril se encuentra el
control de crecimiento TC que abarca los 5 pocillos de la columna mientras que
ultimo pocillo de la columna marcado como TM es el control de esterilidad del
medio.

A15 =Fraccion por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 15-20
A20 =Fraccion por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 20-25
A25 =Fraccion por HPLC de la Fraccién | SEC del min. 25-30
A30 =Fraccién por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 30-35
A35 =Fraccion por HPLC de la Fraccién | SEC del min. 35-40
A40 =Fraccion por HPLC de la Fracciéon | SEC del min. 40-45
A45 =Fraccion por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 45-50
AS50 =Fraccion por HPLC de la Fraccién | SEC del min. 50-55
AS55 =Fraccién por HPLC de la Fraccion | SEC del min. 55-60
En las fracciones de HPLC tanto de Conus como de la Fraccién | de

anémona SEC no se observd una inhibicidon de crecimiento total, Unicamente
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se observé una inhibicion parcial en la F1 de Anémona en la fraccién 15-20
con una MIC de 1.45 ug/ml.

Para evaluar si este resultado era debido algun antagonismo o
enmascaramiento por otras moléculas presentes en las mismas fracciones, se
realizd un tercer ensayo donde se evaluaron fracciones por minuto, unicamente
las que contenian algun pico dentro del cromatograma de la Fraccion | de
Anémona SEC. (Figura 34), bioensayos realizados por la técnica Azul alamar

(Figuras 35, 36 y 37)

mAU
120 —

100 —

A~nta

T T T T T T T
0 10 2 30 40 50 60 _mn N

Figura 34. Fracciones de cada minuto que fueron tomadas para los ensayos de
acuerdo a la presencia de picos en el cromatograma el cual esquematiza la
condiciones a las que se hizo el HPLC para la purificacion de la Fraccion | de
Anémona SEC con un gradiente de 0-60% de acetonitrilo TFA 0.12%.
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Tabla XIll. Fracciones probadas en los

Bioensayos y concentraciones

No. De | Minuto | Maxima
Fraccion | de Concentracion
( ‘, colecta | Probada
OOOOOOOU N 1 3 0.478 pg/ul
OOOOOOOOd 2 4 0.01185 pg/yl
' 3 5 0.0794 pg/pl
4 8 0.021 pg/yl
5 10 0.0902 pg/pl
, ' 6 11 0.0025 pg/pl
Figura 35. Ensayo de toxicidad contra M. |7 14 0.01285 ug/ul
It;Jtl):telrztrjllgrs#znc:régééCC|ones por HPLC a partir de 8 16 0.0184 g/l
Y W 9 18 0.039 pg/yl
10 22 0.0262 pg/ul
11 24 0.01445 pg/pl
12 25 0.00675 pg/ul
13 26 0.0042 pg/pl
14 28 0.050 pg/yl
15 30 0.04715 pg/ul
16 32 0.05655 pg/ul
17 35 1.165 pg/pl
18 38 0.1985 pg/pl
Figura 36. Ensayo de toxicidad contra M. 19 39 0-184 pg/ul
tuberculosis con Fracciones por HPLC a partir de | 20 42 0.0767 pg/ul
la FI Anemona SEC 21 43 0.0069 pg/l
4 22 46 0.0011 pg/pl
23 47 0.082 pg/yl
24 49 0.025 pg/ul
25 51 0.0141 pg/pl
26 52 0.0165 pg/ul

Figura 37. Ensayo de toxicidad contra M. tuberculosis con
Fracciones por HPLC a partir de la FI Anémona SEC.
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Se realizdé un ensayo mas, modificando las concentraciones y tomando
en cuenta las fracciones por minuto en las que no se observaba algun pico de
deteccion a 230 nm combinandolos (Tabla XIV), también se realizaron
combinaciones de los minutos que en el ensayo anterior (fracciones de
anémona colectadas cada 5 min.) mostraron actividad y probandolos bajo las
misma condiciones descritas anteriormente con ambas pruebas colorimétricas

Azul Alamary MTT.

Tabla XIV. Fracciones de Anémona, minuto de colecta y max. Concentracion,

probadas en bioensayos contra micobacterias

No. De | Minuto | Maxima .16 | 2 15+16 | 45.2 ug/ul
Fraccion | de Concentracion 147 | $15¥17 | 48.9 pg/pl
colecta | Probada

.18 | 2 15+18 | 63.2 pg/ul
1.1 2.7 80 pg/ul
1.3 6.9 23.2 pg/ul .20 | 215+20 | 42 ug/ul
4 8.1 104 gl 121 | 216+17 | 25.8 pgipl
1.5 15.5 26.4 pg/pl

[.22 | X 16+18 I
6 162 | 44 pglyl 35 ugl
1.7 22 472 pglul 123 | 216419 | 31 pg/ul
1.8 23 56 pg/ul .24 | 216+20 | 38 ug/ul
1.9 26.6 | 2048 pg/ul 25 [ S | 137 pgii
.10 28.8 87.2 ug/yl

i s 17+19 ]
KE 2061 | 64 pgiyl 26 14.9 pgll
.12 )3 23 pg/ul 1.27 | £17+20 | 10 pg/pl
.13 30-40 5120 pg/pl 1.28 | X18+19 | 18.6 ug/pl
114 40-50 | 976 pg/pl 29 [s767% | 22 ugh
.15 50-60 1928 pg/pl

.30 | 219+20 | 19 ug/pl
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En donde ) es la combinacién de las fracciones en las que no se
detectaron presencia de picos bajo la lectura de 230 nm. Mientras que )
Num+Num. Es la combinacién de dos fracciones de minutos de retencion

determinados.

Tabla XV. Fracciones de conus, minuto de colecta y maxima concentracion

probadas en los bioensayos

No. De | Minuto | M&xima

Fraccion | de Concentracion
colecta | Probada

.1 0-30 19200 pg/ul

1.2 31.7 240 pg/ul

1.3 34.7 9136 pg/pl

1.4 36.2 464 pg/ul

1.5 38 1088 pg/pl

1.6 39 272 pg/ul

1.7 > 114 ug/ul

No se encontré actividad antifimica en las fracciones obtenidas y
repurificadas tanto de anémona como de conus (Tabla XV), asi como las
combinaciones de las fracciones por minuto para desechar un posible
sinergismo con los componentes purificados, aun incrementando las
concentraciones y probando ambos métodos colorimétricos para los ensayos

que involucraban extractos y fracciones de conus (dato no mostrado).
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VIl. DISCUSIONES.

VII. 1. Caracterizaciéon de Cepas.
PCRs

Las pruebas de deteccion rapidas por medio de la amplificaciéon de
secuencias para la deteccion directa de cepas clinicas de Mycobacterias, se ha
desarrollado en las ultimas décadas, para su accesibilidad, el mejoramiento de
sensibilidad, simplicidad y costo razonable. La prueba bajo esta técnica mas
conocida es el ensayo de PCR, el cual fue usado por primera vez en 1989 para
detectar M. tuberculosis con el uso del gen encargado de la expresion de la
proteina de 65 kDa. De hecho se han realizado pruebas que mejoren su
sensibilidad, ya que en algunos pacientes como es el caso de la tuberculosis
en infantes, es dificil de detectar la presencia bacteriana, para esto se ha
utilizado con gran eficacia la amplificacion de 1IS6110 (Montenegro et al., 2003).

Se emplearon oligonucleétidos anteriormente reportados para la
amplificacion de secuencias especificas para el género y especies de
mycobacterias (Cobos et al., 2003) por medio del cual fue posible la
identificacion de las 98 cepas, por medio de los cuatro oligonucleétidos
descritos, MTB, Mtp40, RAC y RD4 indicando que pertenecen al género
Mycobacterium debido a la amplificacion del fragmento de RAC, vy especie
Mycobacterium tuberculosis dado el resultado con Mtp40, con ningun resultado
negativo para RD4 indicando que ninguna de ellas pertenece a la especie M.
bovis, sin embargo, en contraste se encontraron resultados negativos en cuatro
cepas para la amplificacién con los oligonucleétidos MTB. Estos amplifican solo

en miembros del complejo M. tuberculosis el cual también incluye M. canetii, M.
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tuberculosis, M. africanum, M. microti y M. bovis, la explicacion a este
resultado es el probable aumento en la tasa de mutacién del gen que sirve
como blanco para su amplificacion en algunas de las cepas. Sin embargo, esto
solo se puede comprobar mediante la secuenciacién del gen.

RFLPs

El analisis por medio de la técnica de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), con la secuencia de insercion 1S6110, frecuentemente
se ha empleado para el analisis y estudios de tipo epidemioloégico a nivel
mundial, debido a la estandarizacion del método y bases de datos generadas
por diferentes laboratorios, para ayudar a relacionar el origen de infeccion en
comunidades urbanas y rurales.

La identificacion acertada de especies de micobacterias, se ha
demostrado en el estudio realizado por Viana-Nero y colaboradores en Enero
del 2001, por medio del cual se logré la identificacion y el analisis de diversidad
genética de Mycobacterium africanum, realizando una combinacion de las
técnicas de RFLPs, VNTR (Variable Number of Tandem ADN Repeats) y
Spoligotyping haciendo posible la identificacion de tres grupos en 81 cepas
diferentes y asi como la identificacion de cepas de Cannetti en cultivos
secundarios.

Bifani y colaboradores (Sept 2000), también lograron identificar la
contaminacion cruzada por cepas no patogénicas (H37Ra) en cultivos clinicos,
por medio de RFLPs con 1S6110.

Las cepas que fueron negativas para la amplificacion de MTB fueron las

cepas 821, 676, 728 y 616, para la ultima de ellas no se logré el crecimiento
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necesario para la extracciéon de ADN y su analisis por RFLPs, las cepas 821 y
728 debido a su patron de bandeo no fue posible agruparlas, por lo cual no
presentan ninguna correlacién con el resultado negativo en la amplificacion con
los oligonucleétidos MTB. La cepa 676 presentd un patron similar a las cepas
100 y 256 integrando asi el grupo C, aunque dentro de este mismo grupo se
comparte la mayoria de las bandas, indicando que pertenecen a origenes
similares.

La caracterizacion por medio de RFLPs con la secuencia de insercion
IS6110 logré la identificacién de 10 grupos, en los cuales se observa un origen
en comun, sin embargo estos solo representan 29 cepas (32.2%), en tanto que
las 61 cepas restantes (67.7%) presentan patrones de bandeo aislados, lo cual
indica que estas cepas pertenecen a diferente origen de infeccion por parte de
los pacientes, o a un alto indice de mutaciones de las cepas que se estan
analizando. Estos datos se deben evaluar en futuros estudios epidemioldgicos,
en los cuales se deben correlacionar los habitos de cada paciente, asi como
raza, sexo y edad, para tratar de correlacionar el origen de infeccién, asi como
la realizacion de bioensayos de multidrogo-resistencia a cada uno.

El analisis aqui realizado, de las cepas clinicas, demuestra que en la
region de Baja California, existe una gran variabilidad de cepas de
Mycobacterium tuberculosis, asi como diferentes focos de infeccion en el
estado, En este sentido, el porcentaje de agrupamiento de los patrones
genéticos en una determinada poblacion ha sido empleado para estimar el
grado de transmision activa (Baldeviano et al., 2003). Lo anteriormente descrito

esta sustentado en que pacientes con una infeccion reciente, y relacionada



88

epidemiolégicamente, presentan cepas de un mismo origen clonal y, por ende,
proporcionan un patrén genético de RFLP muy similar. Mientras que, en
pacientes con tuberculosis, procedentes de una reactivacién enddégena o de un
origen de infeccion diferente, son independientes y por lo tanto presentan

patrones genéticos de RFLPs distintos entre si.

VII.2. Extractos y Fracciones

La obtencion de los extractos crudos se llevo a cabo, en base a las
investigaciones realizadas para la purificacion de péptidos con actividad en
canales ionicos, asi como pruebas de toxicidad en varios tipos celulares (Prior
Mier, 2002; Schweiz et al., 1981). Posterior a la obtencién del extracto crudo,
se realizd la liofilizacion, y las cromatografias de exclusidn molecular de
anémona y alacran, en las cuales, se obtuvieron 3 y 5 fracciones
respectivamente, donde se esperaba que los componentes, o péptidos con
actividad en canales ioénicos, se ubicaran en las fracciones Il y Il del extracto
de anémona, tomando como referencia investigaciones previas (Prior Mier,
2002), en donde se encontré efectos en la actividad de canales idnicos en
células de Helix aspersa, efectos en lineas celulares de cancer, y efectos
paralizantes en bioensayos con algunas especies de artropodos, asi como
algunas propiedades farmacoldgicas encontradas en péptidos purificados en
las fracciones Il y Ill por SEC a partir de 8 anémonas distintas (Schweitz et al.,
1981), y la presencia de péptidos con aminoacidos con carga positiva toxicos
en ratones, obtenidas a partir del veneno de alacran y anémona (Loret et al.,

1994). Sin embargo, no se descartd la existencia de algun otro componente
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que afectara en el crecimiento de M. tuberculosis, por lo cual se repurificaron
cada una de estas fracciones por HPLC fase reversa con una columna C18 a
un gradiente de 0-60%, metodologia también utilizada para fraccionar el
extracto crudo de conus por HPLC, cabe mencionar que esta ultima técnica ha
sido utilizada por varios autores que han logrado encontrar actividad de
péptidos de conus contra canales ionicos de caracoles y en langostas, asi
como péptidos y moléculas de fracciones de alacranes y anémonas con
actividad en mamiferos e insectos (Hillyard et al., 1988; Prior Mier, 2002;
Valdez, 199; Rigby et al.,1999). Sin embargo también se han realizado otras
técnicas de purificacion que pueden aumentar la concentraciéon y purificacion
de moléculas con actividad, esto implica la obtencién de extracto suficiente
para la obtencion de fracciones por exclusién molecular, por intercambio iénico
y dialisis, y posteriormente con HPLC en fase reversa, asi como una técnica
diferente de la obtencion del extracto crudo en anémonas, el cual consiste en la
homogenizacion del tejido en metanol al 95% y calentamiento a 60 °C
(Schweitz et al., 1981), lo cual puede afectar la estructura de péptidos que no
sean muy resistentes y provocar su desnaturalizacién, sin embargo algunas

moléculas de otro origen podrian ser analizadas.

VII.3. Evaluacion de actividad antifimica.
En las ultimas décadas se han desarrollado métodos para la evaluacion
de cepas resistentes, por medio de técnicas que aminoran gastos y tiempo. De
esta manera, el método seleccionado para la evaluacién de los extractos

crudos vy las fracciones purificadas por exclusién molecular y HPLC fue el de



90

Azul Alamar y MTT, empleado en estudios anteriores para determinar el patron
de resistencia de cepas multidrogo-resistentes de M. tuberculosis con
antifimicos de primera y segunda linea (Franzblau et al., 1998). Estos son
meétodos relativamente rapidos, ya que solo requiere de 5 a 8 dias maximos
para su evaluacion con un costo accesible comparado con otros métodos como
el de Bactec, el cual es poco accesible al material tanto para medios de
crecimiento, aparatos y sin olvidar el empleo de radioactividad.

La busqueda de toxinas y péptidos con uso terapéutico y como nuevos
agentes antibacterianos y antifimicos, se ha remontado desde siglos anteriores.
Recientemente (Xie et al., 2003) encontraron un péptido purificado a partir de
una serpiente asiatica Naja atra, el cual tuvo actividad deteniendo el
crecimiento de aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis probado por
medio del método de Bactec, encontrando una MIC de 8.5mg/l. El péptido
contiene enlaces disulfuro y es de un peso molecular pequefo, con
caracteristicas similares a las presentes en escorpiones, anémonas vy
caracoles.

La técnica de Azul Alamar ha sido empleada de manera efectiva, fue
aplicada (Franzblau et al., 1998) para determinar las concentraciones minimas
inhibitorias de isoniacida, rifampicina, estreptomicina y etambutol. Este ensayo
se compard con la técnica mas empleada por los laboratorios, llamada el
método de proporciones. Collins y Franzblau en 1997 realizaron un estudio,
con 30 diferentes antifimicos en M. tuberculosis H37Rv, H37Ra y M. avium y
comparandolo con el método de Bactec. Estas investigaciones demostraron

qgue esta técnica es confiable para la determinacion de cepas multirresistentes,
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asi como, la obtencién de MIC de nuevos farmacos contra tuberculosis. De la
misma manera, facilita la obtencién de estos datos, en ensayos donde se
manejan un numero elevado de muestras, asi como la eficiencia en el tiempo
de obtencion de datos.

Morcillo (2004) reporté otra técnica similar a Azul Alamar, en la cual se
cambia el reactivo por MTT para la evaluacién de farmacos antifimicos de
segunda linea, obteniendo por medio de analisis estadisticos resultados
favorables en comparacion al método de proporciones.

De esta manera en este trabajo se realizé una comparacién entre ambas
técnicas para evaluar los extractos crudos y la fracciones de exclusion
molecular de Anthopleura elegantisima (anémona), y  Auronoctonus
phaiodactylus (alacran) asi como las fracciones de HPLC obtenidas de Conus
californicus (conus). En donde para el extracto crudo de anémona se obtuvo
una MIC de 40 mg/ml, y en la fraccion | de anémona, por exclusion molecular
(SEC) de 400 pg/ml. Sin embargo, a diferencia de Azul Alamar, por medio de
MTT, la FIl de conus di6é un resultado positivo, a una MIC de 400 pg/ml.
Asimismo Azul Alamar (AA) dio un resultado mas sensible en cuanto a las
concentraciones de el extracto crudo de conus, ya que por MTT, la MIC fue de
20 mg/ml, y en AA, fue de 7.5 mg/ml. Asimismo, se encontré una actividad
parcial, de la Fll de anémona por SEC, a una MIC de 47.59 mg/ml.

A partir del extracto crudo del veneno de alacran, no se obtuvo actividad en
ninguno de los métodos antes mencionados, esto debido probablemente, a las

bajas concentraciones obtenidas del veneno, dado la dificultad de la obtencién
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del mismo, ya que la produccion de veneno por organismo fue de un promedio
de1a2ul

Debido a que Azul Alamar mostré mayor sensibilidad en el analisis de los
extractos y fracciones, se decidié utilizarlo también para probar la purificaciones
por HPLC de las fracciones de exclusion molecular en las que se observd
actividad contra M. tuberculosis cepa H37 Rv (sensible a antibiéticos).

En los siguientes ensayos solo se observo, una actividad antifimica en la
fraccion de 15 a 20 minutos, obtenida por HPLC de la Fraccion | de anémona
por SEC. Sin embargo, por medio de las purificaciones por minuto se perdio la
actividad, para descartar un probable efecto de sinergismo de los componentes
purificados, o la falta de concentracion adecuada para los ensayos.

Debido a esto, se realizaron combinaciones entre varias de las fracciones
por minuto, asi como de aquellas que no detectaban un compuesto a una
A=230 nm, desechando asi un compuesto de origen no peptidico. Sin embargo,
no se observo actividad aparente para ninguno de los ultimos ensayos
realizados aun cuando se elevd la concentracién de cada fraccion. Una
probable explicacion, es que no se haya probado una combinacién adecuada
entre varias fracciones, si es que existe un probable sinergismo. También es
posible que a pesar de que las concentraciones se aumentaron en los ultimos
ensayos, estas no fueran suficientes como para actuar en los bioensayos. Esto
sin embargo es menos probable ya que en la fraccién de 15 a 20 minutos la
MIC fue de 1.45 ug/ml, mucho menor a las probadas en el segundo ensayo.

Asimismo, no debemos descartar algun tipo de inhibicidon en el empleo de los
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componentes utilizados en los métodos colorimétricos, reportado
anteriormente por Morcillo et al., (2004).

Aunqgue nos se han reportado trabajos anteriores de péptidos o toxinas
de anémonas, conus y alacranes contra Mycobacterium tuberculosis, en el
2003 Xie y colaboradores encontraron un péptido purificado a partir de Naja
atra que presenta actividad contra cepas clinicas, aunque no fue reportado
cuales fueron las MIC de las fracciones obtenidas previamente de las cuales se
purifico el péptido, la concentracion del péptido puro fue de 8.5 mg/l, dato que
no contrasta con la MIC encontrada en la fraccion del min. 15-20 obtenida a
partir de la fraccién | SEC de anémona de 1.45 mg/l.

No se realizaron ensayos con veneno de alacran fraccionado debido a lo
complejo de obtener una cantidad de veneno adecuada y una alta
concentracion para hacer una busqueda de algun compuesto activo por medio
de los bioensayos. Esto refiriendose a la cantidad necesaria para las
purificaciones que se deben realizar y las concentraciones necesarias para
encontrar un CMI. Para este ensayo se utilizd la concentracion maxima de
extracto crudo a partir de veneno de 180 alacranes sin encontrar ningun

registro de inhibicion.
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VIIl. CONCLUSIONES.

La caracterizacién de las cepas por PCR, indic6é que las 98 cepas,
pertenecen a la especie Mycobacterium tuberculosis.

Los resultados negativos obtenidos por parte de la secuencia MTB, sugiere
que existen mutaciones generadas en las cepas, en parte del gen murA, la
region promotora del operon rrnA 'y el extremo 5° del gen 16S RNAr.

La caracterizacion por medio de la técnica de RFLP, con la secuencia de
insercion 1S6110, muestra una gran diversidad en las cepas evaluadas, ya
que solo fue posible agrupar al 32% en 10 grupos, mientras que el 67.7%
presentd patrones de bandeo aislados

Fue posible la obtencién de actividad antifimica de los extractos crudos de
anémona y conus. Purificaciones posteriores por exclusion molecular y
HPLC, respectivamente mostraron actividad, en la fraccion | de anémona
por SEC y en la fraccion Il de Conus (30-60).

En la segunda purificacién por HPLC de ambas, solo se obtuvo actividad en
la fraccion por HPLC del minuto 15 al 20 de la Fraccion | de anémona y no
fue posible detectar ninguna actividad antifimica en las fracciones de conus.
Al probarse las fracciones por minuto de HPLC de la fraccion | de anémona,
la actividad se perdié inclusive cuando se hicieron combinaciones entre

fracciones por minuto para desechar un posible sinergismo.
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