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Resumen de la tesis de Ana Paola Gutiérrez Ordofiez, presentada como requisito

parcial para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la vida con
orientacion en biotecnologia.

Caracterizacion biologica del veneno de Conus californicus sobre Mycobacterium bovis

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro

En Meéxico y otros paises en vias de desarrollo no se ha logrado erradicar la
tuberculosis bovina, causante de problemas de salud publica y enormes pérdidas
econdmicas. La situacion se dificulta al no existir un tratamiento efectivo para el ganado
infectado. De acuerdo con estudios realizados en CICESE se demostr6 que algunos
extractos crudos del veneno de Conus californicus y de anémona tienen actividad en
Mycobacterium tuberculosis.

El objetivo general de esta tesis fue contribuir a la caracterizacion del veneno de Conus

californicus como inhibidor del crecimiento de Mycobacterium bovis. Para esto se
trabajé en dos lineas: ensayos con fracciones y subfracciones del veneno total de C.
californicus y ensayos con péptidos sintéticos. En los ensayos con fracciones y
subfracciones se trabajé entre 1 y 3 cepas, encontrandose mas de 10 subfracciones
con actividad inhibitoria, y una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI ) entre 50 pg/ml y
1.5 pg/ml con efecto entre 1 a 3 de la cepas. En los ensayos con péptidos sintéticos de
Conus californicus se trabajé con 6 péptidos individuales que se probaron en 10 cepas
de M. bovis. Se encontré una cepa sensible a todos los péptidos, fue sensible a los
péptidos CCJ1, CCJ2, CCJ3, CCJI4 y CCJ5, y dos cepas fueron sensibles al péptido
CCJ3. El efecto de la concentracion de los péptidos se prob6 solamente en una cepa y
no mostro diferencia entre las dos concentraciones probadas. Se encontré actividad
inhibitoria del péptido sintético de anémona Stichodactyla helianthus en 3 cepas de M.
bovis, donde en 2 cepas mostré alta actividad y en una, actividad moderada. Hasta el
momento no se han encontrado registros sobre extractos de organismos marinos con
actividad inhibitoria sobre M. bovis. Los resultados obtenidos en esta investigacion son
alentadores, se sugiere continuar profundizando el estudio de la actividad de las
subfracciones sobre un mayor numero de cepas para determinar su uso como parte de
una terapia contra tuberculosis bovina.

Palabras clave: Conus californicus, Mycobacerium bovis, Stichodactyla
helianthus, tuberculosis bovina.
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Abstract of the thesis presented by Ana Paola Gutiérrez Ordofiez as a partial

requirement to obtain the Master in Science degree in Science of Life with orientation in
Marine Biotechnology.

Biological characterization of the venom of Conus californicus on Mycobacterium bovis.

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Abstract

In México and other developing countries they have not been able to eradicate bovine
tuberculosis which causes public heath problems and huge economic losses. This
becomes a major issue when there is not an effective treatment for the infected cattle.
Recent studies at "CICESE™ have demonstrated that crude (raw) extracts venom of
Cronus californicus and anemone have activity on Mycobacterium tuberculosis.

The general objective of this thesis was to contribute to the characterization of the C.
californicus venom as a growth inhibitor of Mycobacterium bovis. We worked along two
lines: assays with fractions and sub fractions of the whole venom of C. californicus and
assays with synthetic peptides. In the assays with fractions and sub fractions worked with
between 1 and 3 strains, finding more than 10 sub-fractions with inhibitory activity, and a
Minimum Inhibitory Concentration (MIC ) of 50 mg/ml and 1.5 mg/ml with effect from 1 to 3
strains. In assays with synthetic peptides of C. californicus worked with 6 individual
peptides that were tested in 10 strains of M. bovis. One strain was found sensitive to all
peptides, one strain was sensitive to CCJ1 , CCJ2 , CCJ3 , CCJ4 peptides and CCJ5, and
two strains were sensitive to CCJ3 peptide. The effect of peptide concentration was tested
in one strain, and showed no difference between the two concentrations tested. Inhibitory
activity of the synthetic peptide from anemone Stichodactyla helianthus was found in 3
strains of M. bovis, where in 2 strains showed high activity and moderate activity. So far
there have been no reports that have been found extracts from marine organisms with
inhibitory activity against M. bovis. The results obtained in the study are encouraging, it is
suggested to continue deepen in the study of the activity of sub fractions on a larger
number of strains and determine its use as part of a therapy against bovine tuberculosis.

Keywords: Conus californicus, Mycobacerium bovis, Stichodactyla helianthus,

bovine tuberculosis.
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Capitulo 1

Introduccion

El complejo de Mycobacterium tuberculosis consta de varias especies, dentro de ellas,
Mycobacterium bovis es la causante de la Tuberculosis bovina (TBB). Esta enfermedad
es considerada una zoonosis, por lo que es de gran importancia para la salud publica.
Las medidas aplicadas por el gobierno para erradicar la tuberculosis bovina no han sido
efectivas, a esta razon se le atribuye la falta de cambios significativos durante la ultima
década. Solo en algunos estados de la Republica Mexicana se ha podido erradicar esta
enfermedad. Baja California es uno de los estados en los que no se ha erradicado por
completo, solo una regién de uno de sus municipios entra en la segunda categoria para
exportacion a EUA. Esto afecta a la industria ganadera, ya que causa enormes pérdidas
economicas al afo. Por otra parte, como no existe actualmente ningun tratamiento
farmacoldgico para esta enfermedad, el ganado infectado deberia de ser sacrificado. Se
puede decir que la unica prevencion posible es la vacuna BCG, ademas de no ser
recomendada su aplicacion en México, cuenta con una eficacia del 59.4% (Lopez et al.,
2010).

Se sabe que las micobacterias presentan una resistencia natural a numerosos agentes
antibacterianos por el hecho de poseer una pared celular compleja y altamente
hidrofébica, con una permeabilidad reducida para un gran numero de compuestos
(Jarlier y Nikaido, 1994). Sin embargo, recientemente se han descrito péptidos con
accion antibacteriana en la secrecion externa de diferentes organismos. Las armas
quimicas de estos organismos con actividad antibacteriana son consideradas como
parte de un mecanismo de defensa innato que tienen en comun la funcion de
interrumpir la permeabilidad selectiva de la membrana bacteriana. Estos péptidos han
sido encontrados en una gran variedad de organismos, como la piel de las ranas, las
pupas de mariposas, veneno de arafas, escorpiones, anémonas y caracoles marinos
(Munro, 2005). Anteriormente se ha reportado que el caracol marino Conus californicus
presenta actividad biolégica en Mycobacterium tuberculosis (Munro, 2005; Bernaldez,
2013). Con base en lo anterior, surge el interés de realizar el siguiente estudio sobre las
toxinas de Conus californicus y observar su capacidad de inhibir el crecimiento de

Mycobacterium bovis.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 El género Mycobacterium

Las micobacterias pertenecen al orden de los actinomicetales (bacteria con forma de
hongos) y son considerados formas de transicion entre las eubacterias. Este género
comprende mas de 120 especies, entre bacterias saprofitas, patdgenos oportunistas y
patogenos estrictos del hombre y de los animales (Milian et al., 2013).Todas las
especies de este género tienen una pared celular rica en acidos micdlicos, lo que les
confiere una resistencia especial a la decoloracion acida en la tincion Zielh-Nielsen,
esto permite reconocerlos como bacilos acido-alcohol resistente (BAAR) (Gorocica et
al., 2005).

Las micobacterias dedican una gran parte de la capacidad de codificacion de su
genoma para la biosintesis de acidos grasos. Por ejemplo, en este caso 225 genes
estan involucrados en el metabolismo de lipidos en contraste con los 50 genes de E.

coli, a pesar de que las dos bacterias tienen un tamafio similar de genoma.

Las micobacterias usan estos genes para sintetizar una fascinante diversidad de
lipidos, muchos de los cuales son unicos (Draper, 1998). Se estima que un porcentaje
entre 20 a 40 del peso seco de las micobacterias corresponde a lipidos o glucolipidos; y
del 30 al 40 % de ellos son moléculas de acidos micolicos unidos al disacarido
trehalosa (Draper, 1998; Landeros 2000).

Los lipidos son usados por las micobacterias para producir una envoltura celular unica,
que establece una eficiente barrera impermeable de manera que la mayoria de agentes
antimicrobianos son incapaces de atravesar la pared celular. Por esta razon, los
antibidticos hidrofilicos y nutrientes de estas caracteristicas no se pueden difundir a
través de la capa (Gorocica et al., 2005). Ademas de jugar un rol crucial en la alta
resistencia intrinseca a los farmacos, también son necesarias estas caracteristicas de la
envoltura celular para la supervivencia extracelular e intracelular de la micobacteria en

condiciones adversas (Draper, 1998; Gorocica et al., 2005).
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Esta envoltura celular, es una estructura compleja, constituida por membrana interna,
pared celular y membrana externa (Brennan, 1989). Sus funciones son proporcionar
soporte, proteccion y posee mecanismos que permiten el intercambio de sustancias con
el ambiente, por lo que puede vivir dentro del hospedador y replicarse en los
macrofagos (Dinadayala, 2008; Milian et al., 2013). La envoltura celular de la

micobacteria se muestra en la figura 1.

Glucolipidos
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Figura 1. Envoltura celular de la micobacteria. Este dibujo ejemplifica la envoltura celular del género
Mycobacterium y sus diversos componentes, los cuales le confieren sus propiedades caracteristicas al género.
Modificado de Milian, 2013.

Fosfatidilinositol
Mandsida

Membrana
Citoplasmatica

La membrana interna tiene las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas de cualquier
membrana, aunque en las micobacterias los derivados de los fosfolipidos se
caracterizan por estar altamente glucosilados, dando lugar a moléculas como el
lipoarabinomanano (LAM), que juegan un papel fundamental en la patogénesis de la

enfermedad (Gorocica et al., 2005).
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La pared celular esta constituida por un complejo macromolecular formado por
peptidoglucano (PG), arabinogalactano (ARB) y acidos micdlicos (AM), su estructura le
permite la insercion de diversos compuestos, entre ellos lipomanano y LAM. (Crick et
al., 2001; Gorocica et al., 2005; Alvarez et al., 2009; Brennan et al., 2001; Milian et al.,
2013). También contiene lipoproteinas y lipoglucoproteinas de superficie, algunas se
han asociado a la virulencia del bacilo, sin embargo, hay muchas otras que aun tienen
una funcion desconocida (Wolfe et al., 2010). ElI PG tiene como funcion principal
mantener la forma y el tamano celular, a este se encuentran unidos covalentemente los
AM. La unién se da por medio de el ARB, el cual es un polisacarido compuesto de
subunidades de arabinosa y galactosa (Brennan y Nikaido, 1995; Kaur et al., 2009;
Milian et al, 2013) Los AM son acidos grasos complejos; y en el caso de las
micobacterias, tienen de 70 a 90 carbonos que forman una rama larga, llamada
meromicolato y una rama mas corta —a. Los AM son el principal componente de la
envoltura (hasta el 60% del peso seco de la pared) a los que se les atribuye su caracter
hidrofébico. Por otra parte, se sabe que causan agregacion bacteriana, contribuyen al
crecimiento lento y son un importante factor de virulencia. Muchos de los componentes
de la pared celular, del género Mycobacterium son antigénicos, como los polisacaridos,
proteinas y lipidos, Algunos de ellos son especificos de especie, mientras que otros son
compartidos por varias especies del mismo género (Steck et al., 1978; Niederweis et
al., 2010; Milian et al., 2013).

La ultima capa de la envoltura celular es la membrana externa, la cual se considera
como parte de la pared celular y sirve de proteccion contra multiples factores. Esta
formada principalmente por fosfatidil-inositol manosidasa, lipomanano, LAM vy
glucolipidos. En conjunto con algunas proteinas, los glucolipidos son los responsables
de las caracteristicas antigénicas de la bacteria (Steck et al., 1978; Brennan, 1989;
Milian et al., 2013; Niederweis et al., 2008).

Todos estos compuestos que conforman la envoltura celular de la micobacteria,
contribuyen de una forma u otra a la fisiologia caracteristica y a la capacidad que
poseen las especies del género Mycobacterium de producir una enfermedad (Brennan
et al., 2001; Gorocica et al., 2005; Alvarez et al., 2009).



2.2 Mycobacterium bovis

Dentro del complejo de Mycobacterium tuberculosis, M. bovis posee el mayor numero
de hospederos, pudiéndose encontrar en caprinos, ovinos, cerdos, equinos, perros,
gatos, zorros, rumiantes silvestres, bufalos, llamas, alpacas, cerdos silvestres,
comadrejas, coyote, lobos, camellos, suricatos, leones, tigres, primates no humanos y el
hombre. Sin embargo, principalmente se encuentra en ganado bovino (Thoen et al.,
2006; Rivera y Giménez, 2010).

La tuberculosis bovina (TBB) es una enfermedad infecto-contagiosa de curso cronico,
en ocasiones puede tener un curso agudo y progresivo (OIE, 2012), es causada por
Mpycobacterium bovis y se caracteriza por la formacion de granulomas nodulares,
conocidos como tubérculos de material purulento-caseoso de color amarillo que pueden
varian en cantidad y tamano. Estas lesiones se pueden localizar en cualquier 6érgano,
predominando el pulmoén y ganglios linfaticos (Lopez et al., 2006). Como en cualquier
enfermedad crénica en ganado, la pérdida progresiva de peso y la reduccion en la

produccion de leche o carne son constantes, pero inespecificas.

Esta enfermedad es considerada una zoonosis por ser transmisible al hombre pues se
puede contraer al ingerir productos lacteos contaminados y no pasteurizados o por
contacto con animales infectados (Senasica 2009). También se ha demostrado que el
30% de las vacas tuberculosas expulsan particulas con M. bovis a través del tracto
respiratorio y todas las micobacterias expulsadas pueden ser inhaladas por otros
animales, como también, pueden ser ingeridas por otras vacas si se encuentran en sus
alimentos (Clavijo et al., 2004). Es conocido que la via de ingreso de M. bovis y la
localizacion de la lesion estan intimamente relacionadas en esta enfermedad (Rivera y
Gimenez, 2010).

En América Latina de los 370 millones de cabezas de ganado ubicados en la region,
aproximadamente 70% viven en regiones donde la prevalencia es mayor del 1% (De
Kantor y Ritacco, 2006; de Kantor et al., 2008).

Segun de Kantor y Ritacco (2006), los paises de América Latina pueden ser
clasificados en tres categorias con base a la prevalencia del ganado reactor a la
tuberculina. 1) los de menos de 0.1 % o libres, Il) los que estan entre 0.1y 1 % y Ill) los
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de mas del 1% o de prevalencia desconocida. El primer grupo incluye a : Antigua,
Bahamas, Barbados, Bermuda, lIslas Virgenes, Dominica, Granada, Guadalupe,
Montserrat, Antillas, Holandesas, Andillas, Holandesas, Santa Lucia, Las Granadinas,
Trinidad y Tobago, Jamaica, Cuba, Panama, Honduras, Belice, Colombia, Uruguay y
Venezuela. En el segundo grupo se encuentran: Meéxico, Paraguay, Republica
Dominicana, Nicaragua, Costa Rica y el Salvador. Finalmente en el tercer grupo esta
Taiti, Guatemala, Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Ecuador, Peru y la Guyana (OIE,
2004).

La respuesta que ha tenido el gobierno en México ante esta enfermedad, se presenta a

continuacion en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1. Acciones del gobierno contra la tuberculosis bovina en México. Datos tomados
de SENASICA Esta tabla resume las actividades que ha realizado el gobierno para
tratar de controlar la tuberculosis bovina en México.

Antes de 1992 La Campafa contra esta enfermedad en México, estaba enfocada
principalmente en la realizacion de pruebas de tuberculina para obtener
hatos libres y para exportar becerros a los EUA.

1992 Los estados fronterizos fueron los primeros en iniciar un esquema de
pruebas en todos los hatos, detectando la enfermedad, aplicando
cuarentenas y sacrificando los reactores.

1993 Se crea un Comité Binacional México- Estados Unidos, para la
erradicacion de Tuberculosis bovina.

1994 Se publica de forma emergente, la primera Norma Oficial Mexicana,
contra la Tuberculosis bovina.

1996 Se publica la Norma Oficial Mexicana que regula la Campafa contra la
Tuberculosis bovina, la cual es modificada en 1998 y es la que
actualmente continta vigente.

1996 La Campana es financiada con recursos econdmicos ftripartitas,
procedentes del Gobierno Federal, Estatal y de los Productores.

2.3 Situacioén Actual

El inventario nacional bovino en México del 2011 fue de casi 33 millones de cabezas,
de las que alrededor del 92 % es dedicada a la produccion de carne y doble propdsito y
el 8 % a la produccion de leche (SIAP, 2012).
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Las estadisticas proporcionadas por SAGARPA, en cuanto a las zonas sin erradicarse
la tuberculosis bovina, no habian cambiado del 2006 al 2012. En donde se manejaba la
prevalencia menor a 2% para zonas en erradicacion y la prevalencia mayor a 2% o

desconocido en zonas en control.

Desde 2013 estas estadisticas se han estado actualizado, en la figura 2 se puede
observar la situacion en 2012 y la situacion en 2013, que continua hasta la fecha. En
donde, actualmente las zonas en erradicaciéon cuentan con una prevalencia menor al
0.5% y las zonas en control con una prevalencia promedio de 2.05%, excepto en

cuencas lecheras donde es de 16.50%.

ACIONAL CONTRALA TUB ERCULOSIS“B(,_WIN:\".,‘

CAMPANA

/ Situacion Actual

GOBIERNO
FEDERAL

031-Z00-1995

s |

SAGARPA

B ERRADICACION

() Erradicacion
B Control

Figura 2. Tuberculosis Bovina en México. En ambas figuras podemos ver la situacion en México con
respecto a la tuberculosis bovina , los estados que se encuentran en erradicacién (amarillo) y los que estan en
control (rojo). A) Situacion desde 2006 hasta 2012. B)Situacion desde el 2013. Modificado de SAGARPA, Senasica.
Datos actualizados al 27 de enero 2014.
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A pesar que en los datos de SAGARPA se muestra una disminucion de prevalencia en
algunas regiones, es importante destacar el hecho de que no se esta tomando en
cuenta la alta prevalencia que existe en cuencas lecheras. En donde el porcentaje de
reactores en algunos establos puede ser del 0 % (hatos libres) hasta el 50 % (Milian,
2013; comunicacion personal de Médicos Veterinarios acreditados), por lo que continua
siendo un alto riesgo para la salud publica.
Por otra parte, en la figura 3 se puede observar las regiones que cumplen con los
requisitos de exportacién de ganado a Estados Unidos, con base en la clasificacion que
genero el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA como se abrevia

en inglés). Esta clasificacion cuenta con 4 categorias, que se describen a continuacion:

* Acreditado Modificado Avanzado, con prevalencia menor al 0.01%, no se
requiere de prueba de tuberculina, solamente el norte de Sonora cumple con
estos requisitos.

* Acreditado Modificado, con prevalencia menor a 0.1 %, se requiere prueba de
tuberculina al lote a movilizar, 13 regiones del pais entran en esta categoria.

* Acreditado Preparatoria, con prevalencia menor a 0.5 %. Se requiere prueba
de tuberculina al hato de origen y al lote a movilizar, en el pais hay 11 regiones
dentro de esta categoria.

* No Acreditado, con prevalencia mayor a 0.5 % o desconocida. Movilizacion
para exportacién solo a sacrificio inmediato, lo cual se presenta en el resto del

pais.



27 DE ENERO DE 2014
RECONOCIMIENTO
DEL 66.23%

ACREDITADO MODIFICADO
AVANZADO

ACREDITADO MODIFICADO

ACREDITADO PREPARATORIO

NO ACREDITADO

Figura 3. Clasificacién USDA. En esta figura se observa dentro de que categoria se encuentra cada regién de
la Republica Mexicana en cuanto a la clasificacion para exportacién de ganado segin Departamento de Agricultura
de los Estado Unidos. Modificado de SAGARPA, Senasica 2014 Datos actualizados al 27 de enero de 2014.

Haciendo una comparacién entre las figuras 2 y 3 podemos observar como se
encuentran los estados o regiones donde segun los parametros de México ya se ha
erradicado la tuberculosis bovina, pero en la clasificacion de Estados Unidos no estan
acreditados para exportaciéon. Esto sucede debido a que segun los parametros
utilizados en México, si un estado tiene una prevalencia menor al 0.5% se le puede
considerar como una zona en erradicacion y se maneja como resultado positivo.

En el caso de paises desarrollados, sus parametros son mas exigentes y se debe tener
una prevalencia menor al 0.01% para poder considerar que se ha erradicado la
enfermedad y se pueda exportar el ganado de esta zona sin necesidad de prueba de
tuberculina. Por lo consiguiente, seria bueno reconsiderar los parametros que se
manejan actualmente en México, para desarrollar una mayor conciencia del problema y

plantear mejores estrategias para poder lograr erradicar la tuberculosis bovina.
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Baja California ocupa el séptimo lugar a nivel nacional como productor de carne y el
valor de la produccion ha crecido considerablemente, ya que en 2010 se ubicaba en 2.8
billones de pesos, mientras que en la actualidad es de aproximadamente 3.9 billones de
pesos (SIAP, 2013). Sin embargo, la situacion es desfavorable ya que aun no se ha
logrado erradicar la tuberculosis bovina. De acuerdo a la clasificacion arrojada por la
USDA, el estado de Baja California se encuentra dividido en las siguientes 2 regiones:

* Laregién A, se encuentra dentro de la categoria acreditado modificado, y consta
solamente de parte del municipio de Ensenada.

* La region B, se encuentra dentro de la categoria no acreditado, consta de los
municipios de Tijuana, Mexicali, Tecate, Rosarito y parte de Ensenada.

En la figura 4 podemos observar las distancias que hay entre los limites de la region Ay
la region B, como la ubicacion de los hatos infectados.

-
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Figura 4. Tuberculosis Bovina en Baja California. Esta figura representa el estado de Baja California y su
divisién de regiones con respecto a las zonas con hatos infectados de tuberculosis bovina. Modificado de CNOG.
Datos actualizados al 18 de marzo de 2013.
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Datos de SENASICA en el 2013 mostraban que en Baja California la region A tenia
prevalencia del 0.46 % y la zona B de 4.03 %. Lo que nos indica que la region A no
deberia encontrarse dentro de la categoria de acreditado modificado, deberia
pertenecer a acreditado preparatorio.

2.4 Mycobacterium bovis en humano

Como ya se menciono anteriormente, son varias especies del complejo M. tuberculosis
las que pueden infectar al humano, las principales son M. tuberculosis y M. bovis. Esta
ultima es la segunda causa mas comun de tuberculosis en las personas (Romero et al.,
2005) representando un riesgo serio de salud publica. Se ha demostrado que entre el 3
y 10% de los casos de TB humana puede ser causada por el bacilo bovino ( Danker et
al., 1993; Gutiérrez, et al., 1997; Kubica, 2003; Lo Bue et al., 2003; Gibson et al., 2004;
Esteban et al., 2005; Gibson et al., 2006; Milian et al., 2010). Esta micobacteria se
puede transmitir al hombre por medio de inhalacién al encontrarse cerca de ganado
infectado, como también sucede de bovino a bovino (Clavijo et al., 2004), o por
ingestion o manipulacion de productos lacteos no pasteurizados provenientes de
animales infectados. La ingestion es la via de transmisién mas comun para el humano,
por lo que esta bacteria produce en él manifestaciones principalmente extra pulmonares
(Pérezet al., 2008; Rodwell et al., 2008). Segun la NOM-031-ZO0-1995, de los 7 mil
millones de litros de leche que se producen en México, solamente el 50% de la
produccion se pasteuriza, lo demas se consume o se transforma en derivados lacteos.
Se sabe que la prevalencia de tuberculosis bovina es mayor en regiones con alta
concentracion de ganado lechero (Medeiros et al., 2010) y en el caso de México la
prevalencia en ganado lechero es de 16 % aproximadamente (SENASICA, 2014), lo

que implica un alto riesgo para la salud publica.

Estudios realizados en San Diego, Estados Unidos en 2003, muestran que mas del
90 % de los casos de tuberculosis bovina eran de personas de origen hispano vy el
54.3 % de ellos era nacido en México. Al controlar y erradicar la tuberculosis bovina, se
eliminara una fuente potencial de infeccién para el humano, situacion que ha sido
demostrada en varios paises a través de campafas de prevencidon, control y

erradicacion de la tuberculosis (LoBue et al., 2003).
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La informacion epidemiolégica en México sobre el impacto de la tuberculosis bovina
transmitida al hombre es escasa por varias razones. En primera instancia, el
diagndstico a nivel nacional se realiza por baciloscopias, o que no permiten distinguir
M. bovis de M. tuberculosis y solo en el 1% de los casos se realiza cultivo
bacteriologico. Por otro lado, cuando se llega a realizar cultivos, se utiliza
principalmente el medio Lowenstein-Jensen en el que M. bovis practicamente no crece
debido a que contiene glicerol. Otra de las razones es que debido a su mecanismo de
transmision, la mayor parte de las infecciones por M. bovis son extrapulmonares, es
decir, que hay otros 6rganos involucrados en la infeccion y estas son las mas dificiles
de detectar y practicamente no son notificadas (Pérezet al., 2008; Rodwell et al., 2008).
Ademas, el genoma de M. bovis tiene mas del 99.95% de identidad con M. tuberculosis,
por lo que en la mayoria de los casos no se realiza la diferenciacién entre estas dos
cepas y se administra el mismo tratamiento. Una de las razones por lo que sucedia esto
era la efectividad de la terapia antituberculosa, ya que ambos bacilos eran susceptibles
a los medicamentos utilizados en esas terapias. Esta situacion ha cambiado desde que
en 1980 surge la Pirazinamina como un medicamento de primera linea, con el propdsito
de reducir la duracion de la terapia antituberculosa a 6 meses, siendo un farmaco al que
M. bovis es naturalmente resistente. Por esto se entiende la importancia de realizar esta
diferenciacion, debido a que influenciaria en el impacto del tratamiento de la
enfermedad.

Por lo tanto, se sugiere que la tipificacién bacteriolégica como método de diagndstico
definitivo deberia ser implantada en todos los centros de salud en México, asi el
problema de tuberculosis humana se vera reducido (Acosta et al., 2009).

2.5 Pruebas y tratamiento

En la actualidad, existe una vacuna para tratar de evitar que el ganado contraiga la
tuberculosis bovina, llamada BCG, la cual se ha demostrado que cuenta con una
eficacia de 59.4 (Lopez et al., 2010). De cualquier manera, no es recomendable aplicar
esta vacuna al ganado debido a que la respuesta inmune interfiere con la prueba de
diagndstico de campo, lo cual descarta la posibilidad de un método de prevencion hasta

el momento.
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La prueba intradérmica de la tuberculina es el método mas utilizado para la deteccion
en animales que han estado en contacto con Mycobacterium bovis. Sin embargo,
cuando se lleva a cabo un control de la tuberculosis bovina con esta prueba, los
animales reactores (positivos a la prueba), por ley se deben de eliminar, pero algunos
animales no reactores que se encuentran en fases terminales de la enfermedad, con
lesiones abiertas, permanecen dentro del hato y constituyen un foco potencial de
infeccidn para la poblacién susceptible. Uno de los problemas de esta prueba reside en
que no detecta animales sin hipersensibilidad tardia de tipo IV (HT) hacia M. bovis,
denominados anérgicos, ya sea con una infeccion diseminada o con una infeccion
reciente, debido a que en estos casos la inmunidad celular se encuentra deprimida o en

proceso de desarrollo, dando como resultado falsos negativos.(Ritacco, 1991).

En el caso de humanos, como se menciond anteriormente, en nuestro pais no se hace
la diferenciaciéon entre M. bovis y M. tuberculosis, por lo que se les da el mismo
tratamiento a ambas. Este tratamiento consiste en: los farmacos que se emplean en la
pauta corta de 6 meses isoniacida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol (E) y
estreptomicina (S), los cuales son considerados de primera linea en funcién de su
eficacia y tolerabilidad. Los farmacos de segunda linea se utilizan para casos de
tuberculosis resistente a los de primera linea y son: las fluorquinolonas (FQ),
capreomicina (Cm), protionamida (Pt), etionamida (Et), kanamicina (Km) y rifabutina,
estos farmacos tienen actividad bactericida. Otros medicamentos de segunda linea
son: acido paraaminosalicilico (PAS), cicloserina (Cs), clofazimina (Cf), y macrdlidos,
estos medicamentos tienen accion bacteriostatica (Toledo et al., 1999; Diaz et al.,
2002). Estos farmacos actuan afectando la viabilidad de la bacteria de diferentes
maneras como: la inhibicion de enzimas importantes en su reproduccién y crecimiento,
interviniendo en la biosintesis, ensamblaje, traduccidén proteica y transcripcion. Por
ejemplo, la isoniacida bloquea la sintesis de acidos micélicos por lo que la pared de la
micobacteria se desintegra, la rifampicina inhibe la transcripcion de genes, el etambutol
inhibe la sintesis de aragabinolactano y lipoarabinomanano de la pared celular, la
estreptomicina inhibe la sintesis de proteinas y las fluoroquinolonas inhiben la sintesis
de ADN (Diaz et al., 2002). Este mismo tratamiento podria ser aplicado en ganado, sin

embargo, implica una gran inversion economica, aparte de ser un tratamiento
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demasiado largo como para aplicarlo a cada vaca infectada del ganado y podria

incrementar el riesgo de desarrollar cepas resistentes.

2.6 Canales idnicos de micobacterias

Como se explicd, la envoltura celular de la micobacteria es muy compleja y sus
componentes caracteristicos dificultan el paso a través de ella para la mayoria de los
farmacos. Sin embargo, al igual que cualquier otra célula, ésta tiene canales a través de
los cuales existe el intercambio i6nico, esencial para su supervivencia. Los canales
idnicos son proteinas que se insertan en las membranas biolégicas con un poro en su
centro que controla, a manera de una “puerta especifica”, el paso (a favor del gradiente
de concentracion) de iones entre el interior y el exterior de la célula. Este mecanismo
interviene en una amplia variedad de procesos fisioloégicos, como la contraccion
muscular o la comunicacion de sefiales entre las células nerviosas (Garcia et al., 2003).
Las porinas bacterianas son canales llenos de agua que median la difusion de
pequenas moléculas de nutrientes hidrofobicos a través de la membrana externa. Esta
funcién ha sido descrita para bacterias Gram negativas y para micobacterias. La porina
OmpA es una proteina transmembranal, cuya funcién y homologia en secuencia se ha
encontrado también en Micobacterias, a la cual se le ha denominado OmpATb. Se sabe
que esta porina se requiere para la virulencia (Niederweis et al., 2010). Por medio de
experimentos con bicapas de lipidos se observé que la pared celular de M. tuberculosis,
ademas de OmpAtb, contiene al menos 2 porinas diferentes: una selectiva de cationes
de subunidades de 15 kDa sensible al calor y un canal compuesto por subunidades de
60 kDa, con largos periodos en estado abierto similar a los encontrados en
micobacterias de crecimiento rapido (Kartmann et al., 1999).

Otro de los canales presentes en Micobacterias es el canal mecano sensible de alta
conductibidad (MscL), este canal en procariontes juega un papel crucial en la
exocitosis, asi como en la respuesta al estrés osmotico. El canal puede ser abierto por
tension en la bicapa (Finney et al., 2002). El canal mecano sensible juega un papel
importante a nivel fisiologico en las células de diversos origenes filogenéticos (Le Dain
et al., 1998). Se ha identificado un homdlogo de MsCI en la bacteria patégena M.
tuberculosis (TB-MsCI), el cual contiene 151 aminoacidos y exhibe un total de 37% de
identidad de secuencia al E. coli MsClI (Chag et al., 1998).
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2.7 Péptidos antibacterianos.
Desde hace algunas décadas atras, se han estudiado numerosos péptidos con
propiedades antibacterianas, que han sido identificadas en la secrecion externa de
diferentes organismos. En diversas investigaciones se ha demostrado que algunos de
los compuestos activos mas importantes de muchos venenos son péptidos (Garateix,
2010). Dependiendo de su tamano, estabilidad e interaccion con los blancos
moleculares, los péptidos pueden actuar rapido, con potencia y con especificidad, lo
cual es altamente deseable para los compuestos de uso terapéutico (Steck, 1978;
Garateix y Rodriguez, 2010). Estos péptidos han sido encontrados en una gran
variedad de organismos, como la piel de las ranas, en las pupas de mariposas, veneno
de arafas, escorpiones, anémonas y caracoles marinos (Munro, 2005).
En el caso de las anemonas marinas, a partir de estas, se han logrado obtener una
gran diversidad de toxinas peptidicas capaces de actuar con especificidad y potencia en
diferentes tipos de canales idnicos y producir una amplia variedad de efectos
farmacoldgicos (Garateix y Rodriguez, 2010). Dentro de las cuales se encuentran
toxinas bloqueadoras de canales de K (Castafieda et al., 1995; Garateix et al.,2000),
toxinas con efecto sobre canales de Na® (Salceda et al, 2002; 2007) y otras
neurotoxinas capaces de ejercer efectos farmacoldgicos disimiles (Garateix et al., 1992;
1996) asi como inhibidores de proteasas (Antuch et al., 1993; Delfin et al., 1994).
También se han encontrado moléculas formadoras de poros (Lanio et al., 2001) y
fosfolipasas (Garateix et al.,1990; Garateix y Rodriguez, 2010).

Con base en lo anterior, los péptidos han sido de gran interés médico, constituyendo
posibles farmacos contra bacterias con resistencia a los farmacos existentes hasta el
momento, como podria llegar a ser el caso de la tuberculosis bovina (Garaitex, 2005).

2.8 Caracol marino del género Conus.

Existe una gran cantidad de especies de caracoles Conus y aun hay mucho que
descubrir sobre cada una de las mas de 700 especies que se han encontrado. Los
organismos de la familia Conidae se caracterizan por poseer un aparato venenoso, son
predadores principalmente nocturnos y utilizan sus venenos para diferentes propdsitos,
desde capturar a su presa hasta su propia defensa (Olivera, 1997). El sistema

venenoso del caracol Conus consiste en un ducto donde el veneno es sintetizado y
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almacenado, una valvula de veneno que dispara veneno al ducto y un diente radular
parecido a un arpdn que sirve como una aguja hipodérmica para inyectar el veneno.
Estos arpones se encuentran dentro de la probdscide que es como una trompa que se
alarga y de la cual sale el arpon para inyectar el veneno (Olivera, 2006).

El aparato venenoso del caracol marino Conus se muestra en la figura 5.

Radular Venom

Radular
"Harpoon” teeth

Proboscis Salivary
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Figura 5. Aparato venenoso de Conus. Este dibujo esquematiza el aparato venenoso del caracol marino
Conus donde se pueden observar sus distintos componentes. Modificado de Olivera, 2006.

Se sabe que entre 100 a 200 componentes diferentes del veneno se encuentran en
cada especie de Conus, lo cual nos deja un estimado de mas de 70,000 diferentes
componentes activos farmacologicamente (Olivera, 2006). Estos componentes han sido
denominados conotoxinas, las cuales actuan en gran diversidad de canales i6nicos o
receptores neuronales (Olivera, 1997). Algunos ejemplos son los grupos de las alfa
conotoxinas que tienen como sitio blanco los receptores colinérgicos, el grupo de mu
conotoxinas que tienen como blanco los canales de sodio del musculo esquelético y
otro grupo son las omega conotoxinas que se unen a los canales de calcio neuronales.
Otras conotoxinas también se combinan con éstos u otros receptores. Una
caracteristica importante de estos compuestos es su capacidad de combinarse con un
subtipo especifico de receptor (Garateix, 2005).
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2.9 Conus californicus
El caracol marino Conus californicus es una especie de climas frios, se distribuyen a lo
largo de la zona este del pacifico, desde San Francisco, California hasta Cabo San
Lucas, Baja California Sur. A pesar de ser una especie pequeia, en comparacion con
otras especies de mayor tamafo, es bastante agresiva hacia sus presas. Se ha
observado anteriormente la manera en la que varios especimenes de C. Californicus en
pueden atacar en conjunto a gusanos poliquetos de gran tamarfo (Olivera, 1999). Sus
habitos alimenticios son una de las caracteristicas que hacen que esta especie sea
atipica al resto del genero Conus. Tienen una dieta muy variada, debido a que son
piscivoros, moluscivoros o vermivoros, lo que sugiere una gran habilidad de adaptacion
de acuerdo a la disponibilidad de sus presas. Ademas, cuentan con una gran variedad
de estrategias de alimentacion (Garaitex, 2005).

Al igual que los demas Conus, esta especie tiene un aparato venenoso especializado,
con un diente radula desprendible poco comun con el que inyecta el veneno paralizante
a su presa. La anatomia general del aparato venenoso es muy semejante a la de
algunos miembros del género. El cuarto proximal (posterior) del conducto venenoso
esta compuesto de un epitelio complejo que podria estar especializado para el trasporte
activo mas que para la secrecion. La porcion distal del conducto esta compuesta de un
epitelio de tipo diferente, sugestivo de secrecién holécrina y las células muestran
granulos intracelulares prominentes de por lo menos dos tipos. Unos granulos similares
se encuentran contenidos en el lumen del conducto. La conexiéon que existe entre el
lumen del conducto y la faringe es un canal estrecho y aplanado cuyo espesor llega a
medir 10pm y esta delineado por un tipo celular unico de funcidon desconocida. Material
granular similar al que se encuentra en el conducto venenoso también se encuentra en
el lumen de los dientes radulares que se encuentran en el saco. Estos dientes radulares
no solo se cargan en la faringe como en el resto del genero Conus, sino también se ha
encontrado que ya estan cargados con péptidos téxicos cuando se encuentran en el
saco radular (Marshall et al., 2002).
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En 2005, en el laboratorio de Inmunologia y Biotoxinas de CICESE se realizaron
estudios donde se demostrdé que extractos crudos de las toxinas de Conus californicus
al igual que de anémona, presentan actividad antifimica (Munro, 2005; Bernaldez,
2013). En el mismo laboratorio, en 2009 se realizaron ensayos para determinar si el
veneno total de Conus califonicus podia inhibir el crecimiento de Mycobacterium bovis y
se obtuvieron resultados positivos. Por esta razon se desea continuar con este trabajo
para lograr obtener uno o mas compuestos del veneno total con la capacidad de inhibir

el crecimiento de la micobacteria.
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Capitulo 3

Justificacion

Mpycobacterium bovis es el agente causal de la tuberculosis bovina, en América Latina,
aproximadamente 70% del ganado vive en regiones con prevalencia mayor al 1% (De
Kantor y Ritacco, 2006; de Kantor et al., 2008). En México no se ha logrado erradicar,
la prevalencia para ganado lechero es de 16% aproximadamente y solo el 50% de la
produccion de leche se pausteriza, por lo que implica un alto riesgo para la salud
publica. Por otra parte, debido a que no existe un tratamiento para el ganado infectado,
este se debe sacrificar, lo que representa pérdidas econémicas para los ganaderos.

Se sabe que las micobacterias presentan una resistencia natural a numerosos agentes
antibacterianos ya que cuentan con una pared celular sumamente hidrofébica, con una
permeabilidad reducida para un gran numero de compuestos (Jarlier y Nikaido, 1994).
Sin embargo, se han encontrado numerosos péptidos con propiedades antibacterianas,
en la secrecion externa de diferentes organismos (Garateix, 2005; Garateix y
Rodriguez, 2010). En el veneno del caracol Conus, se encuentran entre 100 a 200
componentes diferentes por especie, cada componente con posible accion
farmacoldgica (Olivera, 2006).

Anteriormente se ha reportado que el veneno de Conus californicus presenta actividad
biolégica en Mycobacterium tuberculosis (Munro, 2005; Bernaldez, 2013). Por esta
razon, surge el interés en analizar los componentes del veneno de Conus californicus y
la anemona marina. Asi, se pretende encontrar nuevas soluciones para esta

problematica, que afecta a varios paises.
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Capitulo 4

Hipotesis

El crecimiento de Mycobacterium bovis puede ser inhibido por una o mas toxinas del
veneno de Conus californicus.
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Capitulo 5

Objetivos

5.1 Objetivo General
Contribuir a la caracterizacion del veneno de Conus californicus como inhibidor del

crecimiento de Mycobacterium bovis.

5.2 Objetivos Particulares
5.2.1. Evaluar la actividad inhibitoria de las fracciones y subfracciones del veneno
total de C. californicus.
5.2.2. Evaluar la actividad inhibitoria de péptidos sintéticos.
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Capitulo 6.

Materiales y métodos

6.1 Evaluacién de la actividad inhibitoria de fracciones y sub-fracciones del

veneno total de Conus californicus.

6.1.1 Colecta de organismos y extraccion del veneno.

Los organismos se colectaron en la zona intermareal en el Km 58 de la carretera
Tijuana-Ensenada, Baja California, México, durante el mes de junio del 2007. La fecha
de colecta se realizé con base en la prediccibn de mareas proporcionada por el
calendario del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada
(CICESE).

El veneno de cada espécimen se obtuvo mediante la extraccion del aparato venenoso,
del cual se separa el ducto venenoso, donde se sintetiza y se almacena el veneno. Los
ductos se homogenizaron con solucion C (acetonitriio 40% y TFA 0.01%), se
centrifugaron 5 minutos a 10’000 x g a 4°C, se repiti6 dos veces, recuperandose el
sobrenadante. Se congelé a -70°C, se liofilizo (liofilizadora Lyph — Lock6, Labconco ) y

se almacend a 4°C hasta su uso.

6.1.2 Purificacion del veneno de C. californicus.

La purificacion del veneno se realizé por cromatografia liquida de alta resolucion de
fase reversa (HPLC-RP),usando un cromatégrafo Agilent 110 (Agilent Technologies) y
una columna Vydac C18 Protein & Peptides (Grace — Vydac 218TP54 x 250mm, 300
A), esta fue equilibrada con solucion A (TFA 0.12 %) durante 30 minutos.
Posteriormente se inyectd la muestra en un volumen de 200 pL, la elucion fue a
temperatura ambiente a flujo constante de 1ml/min, con gradiente lineal de 0 a 60 % de
solucién B (acetonitrilo 99.9 % y TFA 0.1 %) durante 60 minutos. Con 7 min de lavado
al 100% de solucién B, 5 min al inicio y 2 min al final, esto con el fin de equilibrar la

columna.
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La deteccién de los componentes se realiza por absorbancia en la radiacién de UV a
una longitud de onda de 230nm.Las fracciones fueron colectadas cada 5 minutos,

después se congelaron a—70 °C, se liofilizaron y se guardaron a 4°C hasta su uso.
6.1.2.1 Repurificacion de fracciones individuales.
En la tabla 2 se presenta la estrategia de repurificacion utilizada para las fracciones

individuales que tuvieron actividad.

Tabla 2. Estrategia de repurificacion para fracciones individuales.

Fraccién Gradiente Duracién Inyeccion
Individual (Sol. B) (minutos) (Mg)

8 21%-52% | 31 3.5
10-12 29%-71% |42 3.62/3.5

6.1.3 Aislamiento y cultivo de Mycobacterium bovis.

El medio de cultivo que se utilizé para el crecimiento de las cepas fue Stonebrinck.
Algunos cultivos fueron aislados de 6rganos infectados de vacas, proporcionados por el
Rastro Municipal de Ensenada, Baja California.

Los 6rganos infectados se trabajaron dentro de una campana de bioseguridad tipo I, en
el Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias, UABC, Mexicali, Baja California.
Se realizaron varios cortes del tejido hasta localizar los tubérculos caseosos, se
muestran en la figura 6. Se tomd un pedazo pequefio del tubérculo con tejido adherido,
se licué en 10ml de fenol rojo 0.4% y la mezcla se transfirié a un tubo de ensayo con 7
ml de NaOH 0.5N. El color rojo de la mezcla indica pH mayor a 8. Antes de 10 minutos
se le agregd HCI 6N hasta que la mezcla se torné color amarillo, lo que indica pH
menor a 6.8. Posteriormente se ajustd el pH a 7 agregando NaOH 1N hasta que la
mezcla se tornd color rosa que indica un pH entre 6.8 y 8, que es ideal para
micobacterias. Después se centrifugd a 1650 x g por 20min, se recuperd el precipitado,
y se tomd una azada con un palillo con algodén para sembrarlo en tubos con medio
sélido. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 8 semanas aproximadamente, se

verific6 cada semana hasta observar crecimiento.
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Figura 6. Fotografias de un 6rgano infectado por Mycobaterium bovis. A la izquierda se muestra un
organo con tubérculos caseosos, ocasionados por una infeccién por M.bovis. En |a derecha se puede observar los
tubérculos al ser cortados.

La mayoria de las cepas utilizadas fueron proporcionadas por el laboratorio de
tuberculosis de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autébnoma de
Querétaro, Querétaro. Las caracteristicas y nombre de cada cepa se muestran en el
tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las cepas de M. bovis.

# CEPA I.D. LAB. TB Tejido Estado
1 593 Aguascalientes
2 1915 Mediastinos Aguascalientes
3 643 Traqueobronqueal, Jalisco

pulmoén

4 452 Retrofaringeo Edo. México
5 314 Traqueobronqueal Jalisco
6 1906 Traqueobronqueal Aguascalientes
7 625 Mediastino hepatico Jalisco
8 335 Traqueobronqueal Edo. México
9 82 Retrofaringeo Torredn Coahuila
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6.1.4 Ensayo de viabilidad celular
Este método se utilizé para evaluar la capacidad de inhibicion de fracciones y

subfracciones del veneno de C. californicus.

6.1.4.1 Preparacion del Inéculo.

En una campana de bioseguridad tipo Il, se tomaron algunas colonias de una cepa de
M. bovis y se transfirieron a un tubo Falcén con perlas de vidrio y 500 pL de agua.
Después se le agregd 1500 uL de agua y se homogenizo 2 veces en vortex. Se espero
algunos minutos para que se forme un sedimento. Se tomaron 500 pL del sobrenadante
y se pas6 a un tubo con 10 ml de agua estéril agregandose la cantidad de
sobrenadante necesario para alcanzar la misma turbidez que el tubo #1 de la escala de
Mc. Farland. Habiendo obtenido la turbidez necesaria se hizo una dilucion 1:20 (ej. Se
agregan 500 pL del in6culo con turbidez necesaria a un tubo con 9.5 ml del medio 7H9
sin OADC).

6.1.4.2 Preparacioén de la microplaca.

Se utilizé una microplaca de 96 pocillos con tapadera, a todos los pozos de su periferia
se les agreg6 200 pL de agua esterilizada, para evitar desecacion de su contenido. En
la figura 7 se muestra el esquema de distribucion de la microplaca, donde a los pozos
de trabajo se les agregd 100 pyL del medio de cultivo 7H9 (adicionado con OADC),
después se les agregé 100 uL de la fraccion a evaluar, cada una se trabajo por
duplicado. Al final se les agregd 100 pL del Inoculo preparado, la penultima columna se
designo para los controles, un control de esterilidad y 5 controles de crecimiento. El
control de esterilidad consiste en 200 yL de medio 7H9 solamente y los controles de

crecimiento consisten en 100 uL de medio 7H9 mas 100 pL del indculo.
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Finalmente, la placa se tapa, se asegura con cinta adhesiva y se guarda en una bolsa
de plastico, asegurandose que esté bien cerrada para luego incubarse durante 1
semana a 37 °C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Agua
200ul
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 CE
C 1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D 8D 9D CC7
D 10 11 12 CC9
E 10D 11D 12D CC11
F CC13
G CC15
H

Figura 7. Esquema de un ensayo de viabilidad celular. Este dibujo ejemplifica la distribucion de la
microplaca en el ensayo de viabilidad. D: duplicado. CE: control de esterilidad, 200ul de medio. CC: control de
crecimiento, 100ul de medio y 100ul de inoculo.

6.1.4.3 Revelado de la microplaca.

Después de la semana de incubacién, se reveld el pozo de control de esterilidad y el
primer pozo de control de crecimiento (CC7), agregandoles a cada uno 20 pL del
reactivo revelador, MTT o Alamar azul segun sea el caso, y se espero 4 horas. En caso
de ver crecimiento (cambio de coloracion, ver figura 8) en el pozo de control de
crecimiento se le agrego a cada pozo 20 pL del reactivo para revelar y se espero 3
horas mas para observar los resultados y tomar una fotografia de la placa.

En el cas o contrario, el cambio de coloracion se tapé nuevamente la placa y se coloco
toda la noche a incubar para observar algun cambio al dia siguiente. Si se observé
cambios de color, se revel6 el resto de la placa pero de no ser asi, se incubd la placa 2
dias mas para revelarse el segundo control de crecimiento (CC9), asi hasta observar el

cambio de color en uno de los controles de crecimiento.

En caso de observarse el cambio de coloracion en el control de esterilidad, los
resultados del ensayo se invalidan (el ensayo se debe repetir), debido a que indica que

existe contaminacion en el medio de cultivo utilizado.
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6.1.4.4 Interpretacion de los resultados
La lectura de los pozos, se realiza de forma visual ElI cambio de coloracion varia
dependiendo del reactivo que se utiliz6 en cada ensayo, se debe hacer referencia a los
controles para interpretar los resultados. En el caso de utilizar el reactivo Alamar Azul
el control CC debe tener un color rosa intenso, lo que nos indica crecimiento de las
bacterias y el CE debe permanecer azul. En cambio si se utilizo el reactivo de MTT el
color del CC debe ser café oscuro o morado oscuro cuando hay crecimiento de
bacterias y para el CE el color debe ser amarillo o ambar, lo que indica que se inhibi6 el

crecimiento de las bacterias.

En la figura 8 se observan los controles para cada reactivo.

Figura 8.Control de esterilidad (CE) y de crecimiento (CC) para los ensayos revelados con los
reactivos MTT y AA. En la fila superior de la fotografia se muestran los CE, color azul para el reactivo AA y
amarillo para el reactivo MTT, y en la fila inferior se muestran los CC rosa y café o morado oscuro para los
reactivos AAy MTT respectivamente.

6.1.5 Determinacién de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

Este ensayo se utilizo para evaluar la actividad de inhibicion de las subfracciones de las
corridas CCAP1.2, CCAP1.3 y CCAP1.6, asi como para conocer su CMI sobre las
cepas 6,4 y 2. En la tabla 3 se muestran las caracteristicas de cada cepa.

6.1.5.1Preparacidén de la suspension bacteriana de trabajo.

Se tomo una alicuota de 1 ml de cultivo de M. bovis joven (2 a 5 semanas) crecido en
medio 7H9 y 10% de OADC y se transfirid a un tubo. Se ajust6 esta suspension al tubo
No. 1 de la escala de Mc. Farland con medio 7H9 y se rotulé como suspension A. Se
realiz6 una dilucion 1:10 de la suspension A con el medio 7H9 y se rotul6 como

suspension B.
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6.1.5.2 Preparaciéon de la microplaca.
En la figura 9 se muestra la distribucion de la placa para cultivo de 96 pozos, donde se
agregaron 200 uL de agua destilada a los pozos de la periferia de la placa, y al resto de
los pozos, segun los que sean necesarios, se les agregé 100 yL de medio 7H9 con
OADC (a cada subfraccion se le asignaron 5 pozos de la misma columna). Se
adicionaron 100 L de la subfraccién a evaluar al primer pozo de la columna de trabajo.
Una vez que se depositaron las disoluciones de trabajo, se realizaron las diluciones
correspondientes seriadas, se homogenizaron perfectamente la disolucion del primer
pozo y posteriormente se toman 100 uL del mismo y se transfirieron al pozo inferior de
la misma columna. Este ultimo paso se repitid sucesivamente, teniendo cuidado, hasta
completar la disolucién seriada requerida. Al 5to pozo de esta columna se desecharon
los 100 uL restantes. Esto se repitio en cada columna con su disolucién de trabajo
correspondiente.

Cuando las diluciones seriadas estaban realizadas, se adicion6 la suspensién
bacteriana B, se tomaron 100 yL de la suspension B y se colocaron en cada pozo con
compuestos. Los controles se prepararon en los pozos de la penultima columna. Fueron
dos tipos de controles: el control de esterilidad (CE) que se prepar6 adicionando solo
200 pL de medio 7H9-p y el control de crecimiento (CC) que se preparé adicionando
100 pL de la suspensién bacteriana B mas 100 yL de medio 7H9-p. Al final se cerrd la
placa con su tapa y se sell6 con cinta adhesiva. Se introdujo la placa en una bolsa de
plastico, se cerré con una liga y se puso a incubar durante 1 semana a 37°C.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Agua
200ul
B 1 2 3 CE
200 pg/mL | 200 pg/mL | 200 pg/mL
C 1 2 3 CC7
100 pyg/mL 100 pyg/mL 100
pg/mL
D 1 2 3 CC9
50 pg/mL 50 pg/mL 50 pg/mL
E 1 2 3 CC11
25 pg/mL 25 pg/mL 25 pg/mL
F 1 2 3 CC13
12.5 yg/mL | 12.5 yg/mL | 12.5 pg/mL
G CC15
H

Figura 9. Esquema de un ensayo de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI). Este dibujo ejemplifica
la distribucién de la microplaca en el ensayo de CMI con Alamar Azul. CE: control de esterilidad, 200ul de medio.
CC: control de crecimiento, 100ul de medio y 100ul de inoculo.

6.1.5.3 Revelado de la microplaca

Transcurrido el tiempo de incubacion, se reveld el pozo del control de esterilidad y el
primer pozo de control de crecimiento (CC7), agregandoles a cada uno 12 pL de la
disolucion de Tween 80 y 20 pL de la disolucion de Alamar Azul (720 yL de Tween y
1200 uL Alamar Azul) mismos que pueden ser mezclados previamente a su adicion. Se
esperaron 4 horas. Si se apreciaba cambio en la coloracidén del control de crecimiento
se procedié a revelar la placa completa adicionando la disolucion de Alamar Azul. En
caso contrario, se incubo las placas durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido este tiempo
el control de crecimiento deberia estar completamente rosa, mientras que los controles
CE permanecian azules. Si se observaron los cambios de color, se revel6 el resto de la
placa pero de no ser asi, se incubd 2 dias mas para revelarse el segundo control de
crecimiento (CC9), asi hasta observar el cambio de color en uno de los controles de

crecimiento. Los controles se muestran en la figura 8.

6.1.5.4 Interpretacion de los resultados
Se tomo6 como concentracion minima inhibitoria (CMI) a la concentracion
correspondiente al ultimo pozo que permanecio azul y cuya intensidad sea igual o

menor a la obtenida en el control CE.
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6.2 Evaluacion de la actividad inhibitoria de péptidos sintéticos.

En el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas de CICESE, se logré obtener
de manera sintética 6 péptidos de C. caifornicus (Cervantes, 2013), los cuales
presentan actividad sobre canales receptores nicotinicos . Estos péptidos sintéticos se
localizan dentro del rango de picos pertenecientes a la fraccion F7 de veneno total, por
lo que fue de interés el evaluar su actividad en M. bovis.Asi mismo, se continué con la
evaluacion de la actividad inhibitoria del péptido sintético de la anemona Stichodactyla
helianthus.

6.2.1 Ensayo de viabilidad celular MTT con péptidos sintéticos.

Los péptidos se evaluaron a la concentracion de 50upg/ml, segun la metodologia
descrita en el apartado 6.1.4, sobre la cepa 5 de M. bovis. Para observar los resultados
se revelo6 con el reactivo MTT.

6.2.2 Ensayo de viabilidad celular de Azul Alamar con péptidos sintéticos.
Los péptidos se evaluaron en dos concentraciones, 50ug/ml y 12.5ug/ml. sobre una
cepa no caracterizada de M. bovis. Se siguio la metodologia descrita en el apartado

6.1.4; no se trabajo con duplicados y se utilizo el reactivo revelador Azul Alamar.

6.2.3 Ensayo de viabilidad celular con péptidos sintéticos de Conus californicus
en 9 cepas de M. bovis.

Los péptidos se evaluaron a la concentracion de 50upg/ml, segun la metodologia
descrita en el apartado 6.1.4, y se revelaron con el reactivo AA.

En las figura 10 se muestra la distribucion de los péptidos sintéticos de C. californicus 'y

las 9 cepas diferentes de M. bovis.
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cepa | Cepa |Cepa | Cepa |Cepa |Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |CC
1 2 3 4 5 6 7 8 9

CCJ3 | CCJ3 | CCJ3 | CCJ3 | CCJ3 | CCJ3 | CCcJ3 [ ceJ3 [ ceds
Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |Cepa |Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |CC
1 2 3 4 5 6 7 8 9

CCJ2 |CCJ2 |CCJ2 |CCJ2 |CCJ2 | CCJ2 | CCJ2 | CCJ2 | CCJ2
Cepa | Cepa | Cepa | Cepa |Cepa | Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |CC
1 2 3 4 5 6 7 8 9

CCJ1 | CCJ1 | CCJ1 | CCJ1 | CCJ1 | CCJ1 | CCJ1 | CCJ1 | CCJ1
Cepa | Cepa | Cepa | Cepa |Cepa |Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |CC
1 2 3 4 5 6 7 8 9

CCJ4 |CCJ4 |CCJ4 |CCJ4 |CCJ4 |CCJU4 |CCJ4 | CCU4 | CCJ4
Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |Cepa |Cepa | Cepa |Cepa |Cepa |CC
1 2 3 4 5 6 7 8 9

CJJ5 |CJJ5 |CJJ5 |CJJ5 | CJJ5 | CJJ5 | CJJ5 | CJJ5 | CUJ5
Cepa | Cepa | Cepa | Cepa |Cepa |Cepa | Cepa | Cepa |Cepa |CE
1 2 3 4 5 6 7 8 9

CCJ6 |CCJ6 |CCJ6 | CCJ6 | CCJ6 | CCJ6 | CCJ6 | CCJB | CCJ6
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Figura 10. Esquema de distribucién de los péptidos sintéticos de C. californicus y las 9 cepas de
M.bovis en el ensayo de AA. En cada columna se muestra una cepa diferente de M. bovis, distribuidas de
izquierda a derecha del 1 al 9. En las diez filas se muestran los peptidos sintéticos, que de arriba a abajo son: CCJ3,
CCJ2, CCJ1, CCJ4, CCl5y CCle.
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Capitulo 7.

Resultados

En general, los resultados apoyan la hipétesis de que en el veneno de C. californicus
existe una o mas toxinas capaces de inhibir el crecimiento de M. bovis. Ademas,
amplian la hipotesis inicial ya que muestran resultados alentadores en los ensayos con
péptidos sintéticos.

7.1 Evaluaciéon de la actividad inhibitoria de fracciones y subfracciones del

veneno total de Conus californicus.

7.1.1 Colecta de organismos y extraccion del veneno.
De los 800 ejemplares colectados se obtuvo un tota de 400mg. De este total, una parte
se destind a todos los ensayos de esta tesis, y el resto quedd en el banco de venenos

del laboratorio de inmunologia molecular y Biotoxinas.

7.1.2 Purificacion del veneno de Conus californicus.
El cromatograma de la corrida CCAP1, obtenido al purificar la muestra de veneno total
de C. californicus, se muestra en la figura 11. Se muestran las 12 fracciones colectadas.

%‘“;Ah\:/é:é‘;ig:lzgo.ct Ref=off (AGO-0SUOHATG03.0) Fraccion Minutos
s 1 055
—_ 1200+ 2&3 5.5-15
€
c ] 4 15-20.5
% 1000
~ 5 20.5-25
= 200
o f 6 25—29.9
o
c 600 7 29.9-35
©
Jg o 8 35-40.7
_8 9 40.7-46.7
< 200 h
1 WWT 10 46.7-51.8
g S 11 51.8-55.4
0 10 0 230 40 80 80 mir
12 55.4-65

Tiempo (minutos)

Figura 11. Perfil cromatografico del extracto total de veneno de Conus californicus,
corrida CCAP1. La tabla a la derecha muestra los nombres que se dieron a cada fraccidn, y su tiempo de
retencion.
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En la figura 12 se muestra el perfil cromatografico de la corrida CC20 (Bernaldez, 2009),
del cual se utilizaron las fracciones 2-3 (5.5 -15 min) y 5 (20.5- 25). Estas fracciones se
juntaron con las fracciones 2, 3 y 5 de la corrida CCAP1.2, con el fin de ajustar el

volumen suficiente para ser evaluadas en el ensayo de viabilidad celular.

[ MWD1 A, Sig=230.4 Ref=off (AG0-00UOHAZ002.0)
T, PMP1, SolventB
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Il 10 0 30 a0 a0 60 mit

Tiempo (minutos)

Figura 12. Perfil cromatografico del extracto total de veneno de Conus californicus,
corrida CC20, Bernaldez 2009. En rectangulos rojos se puede observar el rango de picos
correspondientes a las fracciones 2-3 (5.5 -15 min) y 5 (20.5- 25).

7.1.2.1 Repurificacion de la fracciéon F8
El cromatograma de la corrida CCAP1. F8, obtenido al re purificar la fraccion F8, se

muestra en la figura 13. Se obtuvieron 5 subfracciones.

[T MWD1 A, Sig=230,4 Ref=nff (ENE-10\PAQL2102.D)

T, PMP1, SolventB
. mAU ] Subfraccién Minuto
= .
c 2500 8.1 0.1- 104
*
O P 8.2 10.4-11.4
S| s 8.3 11.4-13
% 8.4 13-15.1

1000

-g 8.5 15.1-30
_8 500 .
<I 0 Vi a s B, i _— TNy O R e

il ﬁl Y y 7Iﬂ Iﬁ an mirt

10 15
Tiempo (minutos)

Figura 13. Perfil cromatografico del la fraccién F8, que corresponde a los minutos 35 -
40.7 de la purificacidon de veneno total de C. californicus, corrida CCAP1. F8. La tabla a la
derecha muestra los nombres que se dieron a cada subfraccion, y su tiempo de elucion.
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7.1.2.2 Re-purificacion de las fracciones 10,11y 12
Los cromatogramas de las corridas CCAP1.2, CCAP1.3 y CCAP1.6, obtenidos al re-

purificar la fraccion F10-12, se muestran en las figuras 14, 15y 16 respectivamente.

Subfraccién Minutos
2.1 25-35
2.2 3.5-6.5
] MWD1 A, Sig=230 4 Ref=aff (ENE-10\PAOLD700.D) 23 65-81
T PMP1, SolventB 2.4 8.1- 95
mAU
2.5 9.5-10.6
8001 ﬁ
2.6 10.6-11.6
=| 5001 _
g 2.7 11.6-12.3
o a5 2.8 12.3-12.8
o
N 2.9 12.8-13.6
© 3004 2.10 13.6-14
(8]
C 2.11 14-15.1
© 200 f
L {1 2.12 15.1-16.2
o
[%2) B 2.13 16.2-17.7
2 100 ‘ o
< L g i e o 2.14 17.7-18.4
0 ! foce . 2.15 18.4-19.1
TS LT Rl T T T : T T T -
g 5 10 15 20 25 an 5 40 mic 216 191- 237
Tiempo (minutos) U >:6-30

Figura 14. Perfil cromatogréafico del la fraccién F10-12, que corresponde a los minutos 46.7-65
de la purificaciéon de veneno total de C. californicus, corrida CCAP1. 2. La tabla a la derecha muestra
los nombres que se dieron a cada subfraccion, y su tiempo de elucion.
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Figura 15. Perfil cromatografico del la fraccién F10-12, que corresponde a los minutos
46.7-65 de la purificaciéon de veneno total de C. californicus, corrida CCAP1. 3. La tabla a la
derecha muestra los nombres que se dieron a cada subfraccion, y su tiempo de elucion.
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Fraccion Minutos
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Figura 16. Perfil cromatogradfico del la fraccién F10-12, que corresponde a los minutos
46.7-65 de la purificaciéon de veneno total de C. californicus, corrida CCAP1. 6. La tabla a la
derecha muestra los nombres que se dieron a cada subfraccion, y su tiempo de elucion.

7.1.3 Ensayo de viabilidad celular con fracciones del veneno de Conus
californicus.

En la figura 17 se muestran los resultados del ensayo de viabilidad donde se evaluaron
las fracciones de veneno total de C. californicus y el péptido sintético de anémona S.

helianthus.

Figura 17. Fotografia del ensayo de MTT donde se evaluaron 12 fracciones de veneno
total de C. californicus, en la concentracién de 200ug/ml, sobre una cepa de M. bovis.
Donde: PA es el péptido sintético de la anémona S. helianthus a 50 ug/ml, CC es control de crecimiento (del
dia 7 al dia 15), CE es control de esterilidad. La cepa que se utilizo en este ensayo es desconocida.
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Se observo que las fracciones F7 (29.9-35), F8 (35-40.7), F10 (46.7-51.8), F11 (51.8-
55.4), F12 (55.4-65) y en el péptido sintético de la anémona S. helianthus (PA) tienen
actividad de inhibicion del crecimiento de M. bovis.

7.1.3.1 Ensayo de viabilidad celular con subfracciones de la fraccién F8.
En la figura 18 se pueden observar los resultados. Las subfracciones 8.4 y 8.5 no se
pudieron evaluar por falta de cantidad.

Figura 18. Fotografia del ensayo de viabilidad celular con AA de 3 subfracciones de la corrida
CCAP1. F8 sobre M. bovis. En la parte superior de la fotografia se muestra la distribucion de las subfracciones
por columna, cada subfraccién se probo por duplicado a una concentraciéon de 200ug/ml . La cepa utilizada es
desconocida .No se muestran los controles*

En las subfracciones 8.1 (0.1 — 10.4) y 8.3 (11.4-13) se observa un color azul, lo que
nos indica que tienen actividad de inhibicién. Sin embargo, el duplicado de la
subfraccion 8.3 se observa de un color morado claro, por lo que se determind con

actividad de inhibicidon moderada.
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7.1.3.2 Determinacion de la CMI de subfracciones de la corrida CCAP1.2 sobre la
cepa 6 de M. bovis.

Los resultados obtenidos del ensayo de CMI con las subfracciones de la corrida
CCAP1.2 se muestran en la figura 19.

21 22 23 24 25 26 2.7 28 2.9 2.10 211 2.12 2.13 2.14 2.15 2.16 2.17

200 pg/ml "!‘}‘ Q O ‘Q‘\' \' 9 ‘ e 0\’
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‘\. ;

Figura 19. Fotografias del ensayo de CMI| de las 17 subfracciones de la corrida CCAP1. 2 sobre
la cepa 6 de M. bovis. A) Fotografia de la placa 1, donde se localizan de la subfraccion 2.1 a la 2.8. B) Fotografia
de la placa 2, donde se localizan de la subfraccion 2.9 ala 2.17 . En la parte superior de cada fotografia se muestra
la distribucidn de las subfracciones por columna y en la izquierda se muestran las concentraciones en cada fila de la
microplaca. No se muestran los controles*

*Nota: Los controles de esterilidad y crecimiento no se muestran en algunas fotografias,
debido a que se utilizaron controles en comun para varios ensayos. Los controles se
encuentran en la figura 8.

Se observo actividad de inhibicion en 15 de las 17 subfracciones, de las cuales las
subfracciones 2.1, 2.2, 2.4, 2.5, 2.6, 2.9, 2.17 tuvieron CMI de 100 pg/ml, 50 pg/ml, 50
pug/ml, 200 pg/ml, 50 pg/ml, 200 pg/ml, 25 pg/ml, 25 pug/mly 200 ug/ml respectivamente.
En el caso de las subfracciones 2.7, 2.8, 2.10, 2.12, 2.13, 2.15 su CMI es menor de
12.5 pg/ml.
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7.1.3.3 Determinacion de la CMI de subfracciones de la corrida CCAP1.3 sobre la
cepa 4 de M. bovis.
En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de CMI con las

subfracciones de la corrida CCAP1.3.

100 pg/ml

50 pg/ml §
25 ug/ml

12.5 pg/ml

Figura 20. Fotografias del ensayo de CMI| de las 11 subfracciones de la corrida CCAP1. 3 sobre
la cepa 4 de M. bovis. A) Fotografia de la placa 1, donde se localizan de la subfraccion 3.1 a la 3.8. B)Fotografia
de la placa 2, donde se localizan de la subfraccion 3.9 ala 3.11 . En la parte superior de cada fotografia se muestra
la distribucidn de las subfracciones por columna y en la izquierda se muestran las concentraciones en cada fila de la
microplaca. No se muestran los controles*

Se observo actividad en todas las subfracciones. La CMI de las subfracciones 3.2, 3.3,
3.8 y 3.11 fue de 200 ug/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml y 200 uyg/ml respectivamente. En el
caso de las subfracciones 3.1(2 — 8.2 min), 3.4 (11.6 — 13.6 min.), 3.5 (13.6 — 13.9
min.), 3.6(13.9 — 15.1) , 3.7 (15.1 — 16.2 min.), 3.9 (18 — 19.1 min) y 3.10 (19.1 — 23.4)
su CMI fue menor de 12.5 ug/ml.
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7.1.3.4 Determinacién de la CMI de subfracciones de la corrida CCAP1.6 sobre la
cepa 2 de M. bovis.
Los resultados del ensayo de CMI con subfracciones de la corrida CCAP1.6 se

muestran en la figura 21.
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Figura 21. Fotografias del ensayo de CMI de las 18 subfracciones de la corrida CCAP1. 6 sobre la
cepa 2 de M. bovis. A) Fotografia de la placa 1, donde se localizan de la subfraccion 6.1 a la 6.9 B) Fotografia de la
placa 2, donde se localizan de la subfraccion 6.10 a la 6.18. En la parte superior de cada fotografia se muestra la
distribucién de las subfracciones por columna y en la izquierda se muestran las concentraciones en cada fila de la
microplaca. No se muestran los controles*

Se observo actividad de inhibicion en 15 subfracciones de 18 evaluadas, de las cuales
las subfracciones 6.1, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 6.13, 6.16, 6.17 y 6.18 tienen CMI de
25 ug /ml, 25 ug /ml, 25 pg /ml, 25 pug /ml, 25 pg /ml, 100 pg /ml, 25 pg /ml, 50 ug /ml, 50
Mg /ml, 50 pg /mly 50 pug /ml respectivamente. En el caso de las subfracciones 6.9,
6.10,6.11 y 6.12 su CMI es menor de 12.5 pg /ml.
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En la figura 22 se muestra un cromatograma donde se localizaron las subfracciones, de
las corridas CCAP1.2, CCAP1.3 y CCAP1.6, con actividad en mas de una cepa de M.

bovis.

mAU Color Inhibicion
600 1 i de la cepa

500

400

300
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Tiempo (minutos)

Figura 22. Subfracciones y picos con actividad en méas de una cepa de M. bovis. A la derecha
esta una tabla donde se muestra el color que representa las cepas sensibles a las subfracciones, de la fraccion
F 10- 12 de veneno total, de C. californicus.

7.2 Evaluacion de la actividad inhibitoria de péptidos sintéticos.

7.2.1 Ensayo de viabilidad celular MTT con péptidos sintéticos.

Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 23.

Figura 23. Fotografia del ensayo de viabilidad celular MTT con péptidos sintéticos sobre
la cepa 5 de M. bovis. La concentracion de cada péptido es de 50ug/ml. La ultima columna pertenece al
péptido sintético de anémona S. helianthus , y las columnas restantes son de los péptidos sintéticos de C.
californicus.
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Se observa que los péptidos CCJ3, CCJ4 (C. californicus) y PA (S. helianthus)
mostraron actividad por duplicado, misma que se distingue por color amarillo en ambas.
En cambio, los duplicados de los péptidos CCJ2 y CCJ6 mostraron un color oscuro,
indicando crecimiento, lo cual posiblemente se deba a una contaminacion. Por lo

anterior, se decidié que este resultado representa el 50% de actividad.

7.2.2 Ensayo de viabilidad celular de Azul Alamar con péptidos sintéticos.

Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 24.

Figura 24. Fotografia del ensayo de viabilidad celular AA con péptidos sintéticos sobre una cepa
desconocida de M. bovis. La concentracién en la fila superior es de 50ug/mly en la fila inferior de 12.5ug/ml.La
ultima columna pertenece al péptido sintético de anémona S. helianthus y las columnas restantes son de los
péptidos sintéticos de C. californicus.

Se observa que los péptidos CCJ2, CCJ3, CCJ4, CCJ5 y CCI6 mostraron actividad de
inhibicién por duplicado en ambas concentraciones. En cambio, el péptido CCJ1 no
mostré actividad. En el caso del péptidos sintético de anémona S. helianthus, se

observd actividad moderada en ambas concentraciones.
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7.2.3 Ensayo de viabilidad celular con péptidos sintéticos de Conus californicus
en 9 cepas de M. bovis.

Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 25.

Figura 25. Fotograffa del ensayo de viabilidad celular AA con péptidos sintéticos de Conus
californicus en 9 cepas de M. bovis. La concentracién de cada péptido es de 50ug/ml. En cada columna
se muestra una cepa diferente de M. bovis, distribuidas de izquierda a derecha del 1 al 9. En las diez filas se
muestran los péptidos sintéticos, que de arriba a abajo son: CCJ3, CCJ2, CCJ1, CCJ4, CCI5y CCl6.

Se observa que la cepa 5 fue la unica sensible a todos los péptidos sintéticos de C.
californicus, que las cepas 8 y 9 mostraron sensibilidad al péptido CCJ3, y que el

péptido CCJ3 fue el que tuvo actividad sobre el mayor numero de cepas.
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Capitulo 8

Discusion

En general, puede decirse que los procedimientos seguidos con fracciones y
subfracciones fueron adecuados, ya que permitieron obtener resultados que apoyan la
hipétesis de que el crecimiento de Mycobacterium bovis puede ser inhibido por una o
mas toxinas del veneno de Conus californicus. En adicion a esto, los resultados
obtenidos con péptidos sintéticos ilustraron el modo en que una investigacion puede
crecer en lineas no previstas originalmente aprovechando circunstancias y conexiones

que se fueron dando en el transcurso del trabajo.

8.1 Evaluaciéon de la actividad inhibitoria de fracciones y subfracciones del

veneno total de Conus californicus.

La actividad inhibitoria encontrada en las fracciones 7 y 8 de veneno total, podria estar
relacionada a la actividad anteriormente descrita de estas fracciones sobre M.
tuberculosis (Bernaldez, 2013). Se sabe que las especies del complejo Mycobacterium
tuberculosis tienen una homologia del 99,5% en su genoma, y poseen una secuencia
idéntica de la subunidad 16s del ARNr (Boddinghaus et al.,1990; Frothingham et al.,
1994; Sreevatsan et al., 1997). Sin embargo, difieren ampliamente en la preferencia de
sus hospederos, fenotipos y patogenicidad (Brosch et al., 2002; Garnier, et al. 2003)
por lo que no necesariamente el hecho de tener actividad sobre M. tuberculosis significa

que tendra actividad sobre M. bovis.

En trabajos anteriores (Juarez, 2005), se encontré actividad de fosfolipasa en las
fracciones 10, 11 y 12, de veneno total de C. californicus, mismas en las que se
encontré actividad sobre M. bovis en esta tesis . Por o que es posible suponer que la
actividad de fosolipasa sea la que dafe la membrana de M. bovis.
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El hecho de haber encontrado actividad en todas las subfracciones de la fraccion 10-12
de veneno de C. californicus, y determinar su CMI, no implica que se tenga
conocimiento de qué componente en especifico es el causante de dicha actividad.
Debido a que existen alrededor de 200 componentes diferentes en el veneno de cada
especie de Conus (Olivera, 2006), podrian ser uno o mas los compuestos involucrados
en la actividad de inhibicion. Inclusive se han descrito péptidos con actividad sinérgica o
antagonica en el veneno de Conus, pudiendo afectar la actividad uno del otro (Teralu y
Olivera, 2004). Por todo lo anterior, seria necesario hacer la re purificacion de las
subfracciones con mayor actividad en mas de una cepa, para determinar cuantos
componentes estan involucrados y evaluar cada uno para conocer su CMI, asi como

conocer si es bactericida o bacteriostatico.

8.2 Evaluacion de la actividad inhibitoria de péptido sintéticos

En varios estudios se ha demostrado que existe una alta diversidad genética de cepas
de M. bovis en las poblaciones bovinas (Steck et al., 1978; Brennan, 1989; Draper,
1998 Gorocica et al., 2005), lo que respalda los resultados obtenidos en esta tesis,
donde se observo variacion en la sensibilidad entre cepas, como fue el caso de la cepa

5 sensible a todos los péptidos sintéticos.

Por otra parte, se sabe que la diversidad genética de las cepas no solamente ocurre
entre diferentes regiones de México sino también dentro de un mismo rebafo, por lo
que el brote de la tuberculosis bovina en un rebafio puede ser casada por multiples
cepas de M. bovis (Perumaalla et al., 1996).De este modo, se entiende la importancia
de estudios epidemiolégicos genéticos de M. bovis, que resultarian una herramienta de
gran utilidad en la busqueda de un compuesto con actividad sobre esta micobacteria.

El haber encontrado actividad de inhibicién en el péptido sintético de anémona sobre
cepas diferentes de M. bovis, es concordante con trabajos anteriores donde se
comprob¢ actividad antifimica en extractos crudos de anémona (Munro, 2005), por lo

que se sugiere continuar con esta linea de investigacion.
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Finalmente el hecho de haber encontrado, en la revision de antecedentes,
discrepancias entre los datos mostrados por SAGARPA y SENASICA en cuanto al
grado de prevalencia de tuberculosis de ganado en México, sugiere que estos criterios
deberian cotejarse cuidadosamente de manera paralela, por las implicancias practicas
que conlleva, porque segun el grado se aplican diferentes requisitos mas o menos

rigurosos antes de movilizar los hatos.
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Conclusiones

Los procedimientos seguidos con fracciones y subfracciones fueron adecuados, ya que
permitieron obtener resultados que apoyan la hipétesis de que el crecimiento de
Mycobacterium bovis puede ser inhibido por una o mas toxinas del veneno de Conus

californicus.

El empleo de péptidos sintéticos, en la medida en que estén disponibles, e
independientemente de que provengan de entidades diferentes al género Conus, puede
ser un recurso metodologico a tener en cuenta en futuros estudios. La variacion que se
mostro en la sensibilidad entre cepas refuerza la idea de que estudios epidemiologicos
genéticos de M. bovis, resultarian una herramienta de gran utilidad en la busqueda de
un compuesto con actividad sobre esta micobacteria. Los datos sobre el grado de
prevalencia de la tuberculosis en el ganado bovino de diferentes regiones de México,
ofrecidos por parte de diferentes agencias de gobierno, deberian ser consistentes entre

si, debido a las implicancias practicas que esto conlleva.
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Anexos

Anexo 1. Preparacion del medio liquido para M. bovis.

Se pesa 4.7g de medio deshidratado Middlebrook 7H9 sin glicerol y se disuelve en
900ml de agua destilada estéril, se transfiere a matraces Erlenmeyer y se esteriliza a
121 °C, a una presion de 1.3 bars durante 15 minutos. Cuando el medio este frio se
adiciona el OADC hasta lograr una concentracion final del 10 %. Finalmente se realiza
el control de esterilidad incubando el medio a 37°C durante 72h, el medio debe
permanecer estéril sino es el caso se debe desechar y preparar nuevo. El medio se

conserva a 4°C hasta su utilizacion.
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Anexo 2 . Preparacion del estandar de Mc. Farland #1

A. Disolucion de acido sulfurico 1%
Depositar aproximadamente 90mL de agua desionizada en un matraz
volumétrico de 100 ml, con una pipeta volumétrica de 1mL agregar 1.0 mL de
H2SO4 concentrado. Aforar a 100ml con agua desionizada y mezclar. Almacenar

en una botella de vidrio con tapdn de rosca hasta por un afio.

B. Disolucion de cloruro de bario 1.175 %
Pesar 1.175g de cloruro de bario dihidratado y depositarlo en un matraz
volumétrico de 100ml. AARadir aproximadamente 50ml de agua desionizada y
mezclar bien para disolver. Aforar a 100ml Con agua desionizasa y mezclar.

Almacenar en una botella de vidrio con tapon de rosca hasta por un afo.

Para preparar los tubos a las concentraciones deseadas seguir las indicaciones de la
tabla.

Concentracion de los estandares de la escala de Mc. Farland.

Estandar de Ba Cl, H,SO4 1% Numero aproximado de
Mc. Farland. 1.175% (ml) (ml) bacterias (x10°)/ml
0.5 0.5 99.5
1 1 99 300
2 2 98 600
3 3 97 900
4 4 96 1200
5 5 95 1500
6 6 94 1800
7 7 93 2100
8 8 92 2400
9 9 91 2700
10 10 90 3000

Registrar la densidad 6ptica a 625nm de los estandares para control.
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