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Rolliniastatina-2, molécula aislada de Annona macroprophyllata
Donn. Sm. (Annonaceae) inhibe protoplastos de bacterias
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RESUMEN

Se evalud la toxicidad de la acetogenina rolliniastatina-2 (bullatacina) sobre protoplastos (bacterias sin pared celular) obtenidos de las cepas Gramposi-
tivas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Los resultados obtenidos indican un mayor efecto sobre los protoplastos
de S. aureus a los 10 y 30 minutos de exposicion, la acetogenina también afecté a B. subtilis y S. epidermidis con la menor concentracion solo a los
10 minutos de exposicion. La toxicidad de la rolliniastatina-2 sobre las bacterias libres de pared puso en evidencia que las membranas citoplasmaticas
son sensibles a su accion bioldgica.
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ABSTRACT
Acetogenin rolliniastatin-2 (bullatacin) toxicity on protoplasts (bacteria without cell wall) derived from Gram-positive Bacillus subtilis, Staphylococcus

aureus y Staphylococcus epidermidis strains was evaluated. The results showed a greater effect on protoplasts of S. aureus at 10 and 30 minutes of
exposure, the acetogenin also affected B. subtilis and S. epidermidis protoplasts with the lowest concentration only 10 minutes of exposure. Rollinias-

tatin-2 toxicity on wall free bacteria revealed that the cytoplasmic membranes are sensitive to their action biological.
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INTRODUCCION

Las bacterias son organismos cosmopolitas, microsco-
picos y unicelulares, pueden ser méviles o inméviles,
aerobias o anaerobias. Las células individuales tienen
diferentes morfologia y capacidad de agruparse. Son
procariotas con una “cubierta” constituida por pared
celular, membrana citoplasmatica y en ocasiones capsula
de secrecion (Parés y Juarez, 1997). La pared bacteriana
es permeable a la sal y a muchas sustancias de bajo peso
molecular. La tincién diferencial de Gram las divide en
Gramnegativas y Grampositivas, las primeras se tifien
con safranina y las segundas con cristal violeta. Esta
coloracion es un criterio de clasificacién importante
correlacionable con otras propiedades bacterianas.

Las bacterias Grampositivas tienen una capa gruesa
del peptidoglucano unido a acidos teicoicos que forman
la pared. En muchas bacterias la red de mureina (peptido-
glucano) esta muy desarrollada, llegando a tener hasta 40

capas (Raisman, 2005). Esta envoltura externa restringe
el acceso a la membrana citoplasmatica, estructura estra-
tégica ya que en el caso de las bacterias aerobias, en ella
se encuentran las enzimas de la cadena respiratoria, la
que es bastante similar a la de las mitocondrias (Kita ez
al., 1989; Parés y Juarez, 1997; Voet et al., 2006), 1o que
no es sorprendente ya que una de las teorias evolutivas
indica la factibilidad de que los ancestros de las bacterias
aerobicas dieron lugar a las mitocondrias.

Friedrich y Scheide (2000) sefialan que existen
homologos del Complejo I no sélo en bacterias sino
también en arqueobacterias, cloroplastos de plantas y
la mayoria de eucariotas. La homologia de secuencias,
funcién y grupo prostético sefialan un ancestro comun.
Hirst (2005) sefiala que todos los Complejos I tienen en
comun 14 subunidades, este nucleo de subunidades es
considerado suficiente para la transduccién de energia.
Aunque de manera general, hasta hoy el de las bacterias es
mucho mas pequefio y simple, generalmente constituido
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por 14 subunidades (Marreiros et al., 2014), ademas de
menos conocido que el de la mitocondria (de 44 o mas
subunidades) (Vartak er al., 2014) (figura 1).

Reconstruccion electromicroscopica del Com-
plejo I (NADH: Ubiquinona oxido-reductasa). A,
Bacteriano; B, Mitocondrial (Hofhaus et al, 1991)

FIGURA 1

Debido a que en la actualidad muchas de las bacterias
que causan padecimientos infecciosos se han vuelto mul-
tirresistentes a los antibidticos o de sensibilidad reducida
a los mismos, es importante evaluar nuevos compuestos
obtenidos de plantas, entre ellos estan las acetogeninas
(ACG) de anonaceas, en este caso particular se trata de
rolliniastatina-2.

Estas moléculas obtenidas de diversas estructuras
botanicas de diferentes especies de la familia Annonaceae
son metabolitos citotoxicos con efecto antimicrobiano,
antihelmintico, antivirico, entre otros, se han estudiado
con relacion a la actividad bioldgica en células cancerosas
de distintos tipos, asi como su efecto insecticida, antipara-
sitario y antialimentario. Ademas, esta es una de las mas
potentes sobre el Complejo I de la cadena respiratoria
mitocondrial de acuerdo a diferentes investigaciones
realizadas sobre mitocondrias de insectos, de bovino, de
pollo y raton, también sobre particulas submitocondriales
(PSM) de corazén de bovino (Londershausen ez al., 1991,
Lewis et al., 1993; Tormo et al., 1999; Miyoshi, 2005).

El efecto que esta ACG presenta sobre diversos mo-
delos bioldgicos en concentraciones muy bajas, justifican
el hecho de ser seflalada como una de las mas potentes
inhibidoras del Complejo I, ain mas potente que rote-
nona, el clasico inhibidor del Complejo I mitocondrial.
Pero en pocos trabajos se ha determinado su accién sobre

bacterias y, todavia mas escasas son las investigaciones
sobre la actividad de las ACG en bacterias Grampositivas
sin pared celular (protoplastos).

Valorar el efecto de las ACG sobre protoplastos es
importante debido que tanto la membrana citoplasmatica
como los mesosomas, en donde se encuentra la enzima
NADH: Ubiquinona éxido-reductasa (NADH deshidro-
genasa, también llamada Complejo I), quedan expuestos
a cualquier sustancia disuelta en el medio en que estos se
encuentren y, por tanto, valorar el efecto sobre la enzima.

Las evidencias experimentales sefialan la accidon de las
ACG sobre el transporte de electrones en la membrana in-
terna mitocondrial, con accion especifica sobre la NADH:
Ubiquinona 6xido-reductasa de manera similar a como
lo hacen los inhibidores clasicos como la rotenona y la
piericidina A (Londershausen et al., 1991; Degli Esposti ez
al., 1994; Guadaiio et al., 2000; Tormo et al., 2003; Chah-
bourne ez al., 2006). Por ello, el proposito de este trabajo
fue el de evaluar la toxicidad de la rolliniastatina-2 aislada
de semillas de Annona macroprophyllata Donn. Sm. sobre
los protoplastos de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidsis.

MeToboLoaia

Recoleccion del material vegetal

Se obtuvieron semillas de frutos maduros de A. macro-
prophyllata (papausa) provenientes de la Delegacion de
Copoya, municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Estas
se secaron a la sombra y temperatura ambiente en el
laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal del Instituto
de Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH).

Obtencién del compuesto puro

Se separd la testa del endospermo, este ultimo se molid
hasta obtener un polvo fino, este material se extrajo con
hexano en un equipo soxhlet por ocho horas tres veces.
El extracto se concentrd por destilacién al vacio en un
rotaevaporador. El extracto formoé un precipitado que se
filtr6 y se fracciond en una columna abierta que se eluy6
con una mezcla de disolventes con gradientes de polaridad
creciente, y se obtuvieron 65 fracciones. La fraccién S4 pre-
sent6 un precipitado que se filtr6 y recristalizé varias veces
para su purificacién y posterior elucidacion estructural.

Obtencion de protoplastos y evaluacion bioldgica

Los protoplastos se obtuvieron de cepas de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) Bacillus subtilis
(ATCC 6051), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y



Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) provenientes
del Cepario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas
del Instituto Politécnico Nacional, se prepararon usando
el método de Padilla et al. (2002) utilizando lisozima
(Sigma®) y el ensayo de toxicidad de la ACG frente a
los protoplastos de acuerdo a los métodos de Abriouel
et al. (1998) y Codling et al. (2003). Se ensayaron con-
centraciones de 0.00160 nmol.mL"! (1 ng.mL""), 0.00643
nmol.mL* (4 ng.mL"), 0.02572 nmol.mL"! (16 ng.mL")
y 0.10286 nmol.mL"! (64 ng.mL!) de la acetogenina
frente a indculos de las tres cepas bacterianas con absor-
bancia desde 0.35 hasta 625 nm durante 30 minutos de
exposicion, todas las pruebas se hicieron por duplicado.
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El porcentaje de inhibicién se determind con relacion
al control (protoplastos) sin compuesto y corresponde
al promedio de dos repeticiones. Todos los ensayos se
realizaron en el Laboratorio de Fisiologia y Quimica
Vegetal del Instituto de Ciencias Bioldgicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto obtenido (15 mg) con punto de fusiéon de
69 a 71°C, fue identificado por el doctor Diego Cortés
Martinez del Departamento de Farmacologia, Labora-
torio de Farmacognosia de la Universidad de Valencia,
Espafia como rolliniastatina-2 (figura 2).

0o

Figura 5. Estructura quimica de roliniastatina-2

FIGURA 2 Estructura de rolliniastatina-2 o bullatacina

La eliminacion de la pared celular de las cepas Gramposi-
tivas deja al protoplasma de las bacterias rodeado tinicamente
por la membrana celular (protoplasto), 1o que convierte a la
bacteria en un microorganismo extraordinariamente sensible
(Raisman, 2005). La accién inhibitoria de rolliniastatina-2
se evalud en tres tipos de protoplastos utilizando cuatro con-
centraciones diferentes durante 30 minutos de exposicion,
destacando que en ellos la mayor inhibicion se produce en los
primeros 10 minutos con la menor concentracién (0.00160
nmol.mL! =1 ng.mL?), excepto en S. aureus.

El efecto de la rolliniastatina-2 en B. subtilis en los prime-
ros 10 minutos presenta un maximo inhibitorio del 55.78%
con la menor concentraciéon nmol.mL"! (pero disminuye
ligeramente conforme se incrementa la concentracion y el
tiempo (grafica 1A), mientras que el efecto es mayor sobre
los protoplastos de S. aureus debido a que la inhibicion
aumenta del 62.40% en los primeros 10 minutos de exposi-
cién al 64.94% de acuerdo al aumento de la concentracion,
sin embargo no hay tiempo ni concentracién dependencia
(grafica 1B); mientras que, también en S. epidermidis el efecto
es mayor a los 10 minutos de exposicion (0.00160 nmol.
mL! =55.68%) para después tener un ligero decremento al
aumentar la concentracion y el tiempo (grafica 1C).

El analisis estadistico de ANDEVA y de muestras
pareadas al 95% de confiabilidad a los 10 minutos de ex-

posicion no revela diferencias significativas en la actividad
de la ACG. Es decir, en los protoplastos de B. subtilis, S.
aureus y S. epidermidis el efecto de la ACG fue indepen-
diente de la concentracién y del tiempo de exposicidn.

Los resultados obtenidos con los protoplastos de B.
subtilis y S. epidermidis, en los que el mayor valor de in-
hibicién se obtuvo con la menor concentracidn, coincide
con el reporte de Teuber (1969) cuando utiliz6 polimixina
B sobre Proteus mirabilis resistente al antibidtico, al que
le elimino la pared celular, la mayor actividad la obtuvo
con las dosis mas bajas probadas.
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. Los resultados obtenidos con los protoplastos bac-

= terianos coinciden con lo que reportan Gumpert et al.
< 0 ¥ (1982) al sefialar que representan un sistema de ensayo
3 40 adecuado y eficaz para detectar sustancias activas y
% 20 | para obtener mas informacion acerca de su modo de
B 0 accion. Ello debido a que la rolliniastatina-2 tuvo efecto
000160 | 000643 | 0.02572 | 0.10286 inhibitorio sobre bacterias libres de pared a diferencia
——10mn| 6240 60.50 63.98 64.94 de lo reportado por Riley Saldana (2007) con bacterias
—=—20mn| 6161 59.71 63.19 65.25 completas y la misma acetogenina.
—A—30min|  60.98 60.03 64.14 63.51
Concentracién (nmol/mL) CONCLUSIONES
5 - La rolliniastatina-2, tiene efecto inhibitorio sobre las tres
= bacterias ensayadas.
§— 801 B El porcentaje de inhibicion es variable de acuerdo a
2 40 la especie bacteriana.
g 20 1 . Despliega un potente efecto en concentraciones
= . micromolares.
0.00160 | 000643 | 002572 | 0.10286 Los resultados sugieren que al igual que en otros
—e—10min| 55.68 4427 46.05 4053 sistemas biologicos, el sitio blanco de la rolliniastatina-2
—8=—20mn| 5460 41.60 41.96 40.18 es el Complejo I bacteriano.
—A—30mn| 5318 4053 45.16 39.29 Este es el primer reporte en el que se investiga la acti-
Concentracion (nmol/mL) vidad de ACG sobre protoplastos aportando las primeras

evidencias que la pared celular de las bacterias constituye
una barrera que impide la interacciéon de la ACG con el

Efecto de la rolliniastatina-2 sobre protoplas- sitio blanco en las bacterias.

GRAFICA 1 tos de bacterias Grampositivas. A, B. subtilis;
B, S. aureus; C, S. epidermidis.
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