Rolliniastatina-2 sobre bacterias Grampositivas

Luna-Cazares, Lorena Mercedes', Gonzalez-Esquinca, Alma Rosa'
Guevara Fefer, Patricia?, Brechu Franco, Alicia Enriqueta?

'Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Libra-
miento Norte-Poniente 1150. Colonia Lajas Maciel. C.P. 29035. Tuxtla Gutiérrez
Chiapas, México. lucaz58@hotmail.com

Facultad de Ciencias, Ciudad Universitaria, Delegacion Coyoacan C.P. 04510

Universidad Nacional Auténoma de México.

Resumen

lgunas acetogeninas (ACG) inhiben a bacterias Gramnegativas

y Grampositivas, la ACG rolliniastatina-2 no se ha investigado

aun, por ello y en la busqueda de alternativas para el control
de bacterias el proposito de este trabajo fue el de evaluar el efecto de
ésta sobre el crecimiento de las bacterias Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis. La ACG se obtuvo de semillas de An-
nona diversifolia Saff. colectadas en la delegacion de Copoya, municipio
de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México; se aislo del extracto hexanico
(Gonzalez Esquinca, 2001). La actividad antibacteriana de rolliniasta-
tina-2 en concentraciones de pg/mL (2, 4, 8, 16, 32, 64,128, 236 y 512)
y ng/mL (1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64) se evalud utilizando macrodilucion en
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caldo (Andrews, 2001) y los indculos se ajustaron al estandar 0.5 de
McFarland (Cona, 2002). Se hicieron lecturas espectrofotométricas
a las 18 y 7 h; para determinar el efecto de la ACG sobre el aumento
poblacional de cada bacteria se realizo la lectura de cada una de las
concentraciones (ng/mL) cada hora durante 7 h. Rolliniastatina-2 en
concentraciones de pg/mL y ng/mL a las 18 y 7 h presento mayor efec-
to inhibitorio sobre S. aureus (30%) con la concentracion mas baja (2
pg/mL) y 43.68% (8 ng/mL) respectivamente. Ninguna de las bacterias
ensayadas presento una relacion concentracion-dependencia. El efecto
sobre el aumento poblacional de cada bacteria (bact/mL) no presento
grandes diferencias, excepto en B. subtilis, la inhibicion se detect6 en di-
ferentes tiempos asociados a una prolongacion de la fase de latencia. La
ACG tuvo efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las tres bacterias,
su mayor actividad se produjo sobre S. aureus en los dos tiempos de ex-
posicion ensayados y al parecer la actividad sobre la proliferacion de las
bacterias esta relacionada con el retraso del inicio de la fase logaritmica
del crecimiento de cada una de ellas.

Palabras clave: acetogenina, Annona, Grampositivas
Introduccion

Las plantas constituyen una fuente natural de compuestos bioactivos
(antifangicos, antiparasitarios, antimicrobianos, insecticidas) lo que
ha propiciado el aumento de investigaciones sobre dichas moléculas y
su efecto sobre diferentes sistemas biologicos (Yeaman y Yount, 2003).
Aunado a ello, la deteccion de microorganismos multirresistentes o de
susceptibilidad reducida a los antibioticos que se emplean en la ac-
tualidad, asi como la presencia de infecciones oportunistas asociadas
al sindrome de inmunodeficiencia adquirida y la aparicion de efectos
indeseables de ciertos antibioticos, ha propiciado la investigacion de
compuestos bioactivos provenientes de plantas (Domingo y Lopez-
Brea, 2003; Zampini et al., 2007).

Especies de la familia Annonaceae, han sido estudiadas de manera
casi sistematica por su contenido de alcaloides, y desde el aislamiento
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de la uvaricina en 1982 por Jolad et al. el interés se centro en la presencia
de compuestos de origen policétido llamados: acetogeninas de anona-
ceas (ACG).

Uno de los géneros mas representativos de la familia es Annona, del
que se han caracterizado y aislado mas de 180 ACG de 22 especies
(Cavé etal., 1997; Alali et al., 1999; Bermejo et al., 2005; Alvarez Colom et
al., 2009; Alves Rodrigues et al., 2009).

Diferentes bioensayos realizados con estos compuestos indican acti-
vidad biologica frente a insectos (Gonzalez-Coloma et al., 2002; Alvarez
Colom et al., 2007), levaduras y hongos (Cepleanu et al., 1993; Padmaja
etal.,1993), parasitos (Raynaud et al., 2004; Rakotomanga et al., 2004),
bacterias (Padmaja et al., 1995; Rahmann et al., 2005) y lineas celulares
cancerosas y tumorales (Han et al., 2004; Tormo et al., 2005; Schlie et al,
2009). Su efecto sobre diferentes sistemas biologicos se ha relacionado
con la capacidad de inhibir al Complejo I, enzima presente en la cadena
respiratoria de practicamente todos los sistemas biologicos.

Los ensayos para determinar la actividad antibacteriana de las ACG
son escasos (Padmaja et al., 1993; Mia et al., 1997; Rhamann et al., 2005),
aunque también se han realizado con mezclas de ACG obtenidas de di-
versas estructuras botanicas (Padmaja et al., 1993; Jumana et al., 2000).
De acuerdo a los resultados reportados tanto los compuestos puros
como las mezclas inhiben tanto a bacterias Gramnegativas como a
Grampositivas.

Se ha demostrado el efecto de isodesacetiluvaricina y escuamocino-
na sobre Salmonella Typhi y Escherichia coli; escuamocina y gigantetro-
cina A y B sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. Typhi y E. coli,
ademas escuamocina tuvo efecto sobre Pseudomonds aeruginosd, y gonio-
talamusina sobre S. aureus y S. Typhi (Padmaja et al., 1993; Mia et al., 1997;
Jumana et al., 2000; Rhamann et al., 2005)

Sin embargo, el efecto de rolliniastatina-2 solo se ha reportado sobre
bacterias Gramnegativas (Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca, 2010),
por ello y en la busqueda de alternativas para el control de bacterias el
proposito de este trabajo fue el de evaluar el efecto de esta ACG sobre
el crecimiento de las bacterias Grampositivas Bacillus subtilis, Staphylo-
coccus aureus y Staphylococcus epidermidis.
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Meétodo
Material vegetal

La acetogenina se obtuvo de semillas de Annona diversifolia Saff., colec-
tadas en la delegacion de Copoya del municipio de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, México en 2004. El ejemplar herborizado se deposito en el
herbario HEM de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
de Ciencias y Artes de Chiapas (no. 351).

Obtencion de la acetogenina

Las semillas se secaron a temperatura ambiente y luz natural, después
se molieron hasta obtener un polvo fino, se pesaron 350 g de material
vegetal que se extrajo con hexano en un equipo Soxhlet durante 8 ho-
ras tres veces (24 h). El extracto se concentro por destilacion al vacio
en un rotaevaporador Caframo WB 2000® (rendimiento 100 g) a par-
tir del que se obtuvo la acetogenina empleando el procedimiento de
Gonzalez-Esquinca (2001).

El producto obtenido fue identificado por el Dr. Diego Cortes del
Departamento de Farmacologia, Laboratorio de Farmacognosia de la
Universidad de Valencia, Espana como rolliniastatina-2.

Susceptibilidad de las bacterias a la acetogenina

Las cepas bacterianas ensayadas fueron: 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. Los cultivos fueron man-
tenidos a 4°C en agar soya tripticaseina y se transfirieron a placas de
agar Mueller Hinton por 24 h a 37°C.

Rolliniastatina-2 se disolvio en etanol al 70%, para la prueba de
sensibilidad a las 18 h se ensayaron concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32,
64,128,236y 512 pg/mlL (3.21,6.43,12.89, 25.72, 51.44,102.89, 205.78,
411.57 y 823.15 nmol/mL). También se prepararon concentraciones de
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1,2,4,8,16,32y 64 ng/mL (0.0016, 0.00321,0.00643, 0.01286, 0.02572,
0.05144 y 0.10289 nmol/mL) para realizar el ensayo de sensibilidad de
7 horas.

La evaluacion del efecto de las ACG se realizo con el método ma-
crodilucion en caldo de Andrews (2001) y la estandarizacion espec-
trofotométrica del estandar 0.5 de McFarland empleando el de Cona
(2002).

Después de sembrar cada bacteria en agar Mueller Hinton (BBL") e
incubar por 24 h a 37°C, se tomaron desde 3 hasta 5 colonias y se cul-
tivaron en caldo Mueller Hinton (BBL") a 37°C por aproximadamente
3-5 horas, se ajusto la turbidez al estandar 0.5 de McFarland (absor-
bancia 0.1 a 625 nm) por lo que el indculo contiene aproximadamen-
te 1.5x10® unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL) o Bact/mL;
posteriormente a celdas estériles con 0.95 mL de caldo Mueller Hinton
y 1 mL del in6culo bacteriano se les afadieron 50 pL de las diferentes
concentraciones de rolliniastatina-2 (2, 4, 8,16, 32, 64,128,236 y 512 pg/
mlL). Los tubos se incubaron a 37°C por 18 horas. Los controles fueron
un inoculo de 1.5x10° UFC/mL sin compuesto y otro con etanol al 70%.
El efecto sobre la proliferacion de las bacterias se determiné por turbi-
dimetria en un espectrofotometro Genesys 10uv THERMO a 625 nm.
Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Se calcul6 el porcentaje
de inhibicion del crecimiento con la siguiente formula=100-[(medida
del crecimiento del experimento/medida del crecimiento del control)
x100] (Javor, 1983).

Se realizo el mismo procedimiento pero con concentraciones meno-
res: 1,2, 4, 8,16, 32y 64 ng/mL y también se determino el efecto sobre el
crecimiento de las bacterias en un lapso de 7 horas, para ello se realizo
el procedimiento anterior con las siguientes modificaciones: se empled
un inodculo de 1.5 x 10* UEC/mL que se obtuvo por dilucion del inoculo
de 1.5 x 10° UFC/mL, se emplearon 7 concentraciones de la ACG en
concentraciones de ng/mL y se realizaron lecturas en un espectrofoto-
metro y cada hora durante 7 horas. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado. En este ultimo caso los resultados indican el efecto de las
ACG en la disminucion del ntimero de bacterias en el medio de ensayo.
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Resultados y discusion

Se seleccionaron semillas de A. diversifolia porque son fuente de ACG (Re-
yes Trejo et al., 1997; de la Cruz Chacon, 2001; Gonzalez Esquinca, 2001).
Asi, del extracto hexanico se obtuvieron 15 mg de rolliniastatina-2.
Algunas ACG con estructura bis-tetrahidrofurano adyacente
(THF), adyacentes y lactona insaturada muestran actividad inhibitoria
sobre bacterias (Padmaja et al., 1993; Rhaman et al. 2005). La ACG uti-
lizada en este trabajo también es bis-THF adyacente. Por ello y debido
a que esta documentado que las ACG acttan sobre el Complejo I se
eligieron para realizar el ensayo bacterias Grampositivas aerobicas.

Ensayo a las 18 h utilizando concentraciones en ug/mL

Para conocer el potencial antimicrobiano de rolliniastatina-2 se reali-
z6 una primera evaluacion con concentraciones del orden de pg/mL ya
que existen reportes de ACG que inhiben el crecimiento bacteriano en
dichas concentraciones.

Las bacterias B. subtilis, S. aureus y S. epidermidis fueron sensibles a ro-
lliniastatina-2 (P<0.000); no se encontrd un efecto concentracion-de-
pendencia (r=-0.815; r= -0.811; r= -0.775) sino por el contrario, el mayor
efecto se encuentra en la concentracion mas baja, 3.21 nmol/mL (2 pg/
mL), las dos especies de Staphylococcus son las mas sensibles (P<0.000)
en tanto que en B. subtilis 1a inhibicion es pequena (grafica 1).
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Grafica 1. Efecto inhibitorio de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento de bacterias
Grampositivas. A las 18 h de exposicion en medio liquido, el porcentaje de inhibicion
se determino con relacion al control sin compuesto

Rolliniastatina-2 con la menor concentracion (3.21 nmol/mI=2 pg/
mL) presentd mayor actividad sobre S. aureus (30%), siendo 9% mayor
que la inhibicion de S. epidermidis y 23% mas a la de B. subtilis.

La diferencia antiproliferativa a las 18 h dependio de la especie bac-
teriana, mostrando una actividad diferencial documentada para las
ACG en éstos (Padmaja et al., 1993; Rahman et al., 2005) y otros sis-
temas biologicos (Rupprecht et al., 1990; Alali et al., 1999; Tormo et dl.,
1999; Hu et al., 2003; Bermejo et al., 2005). Por ejemplo, B. subtilis es la
bacteria menos “sensible” a la rolliniastatina-2 (7%), sin embargo inhi-
be el crecimiento de S. aureus hasta en un 30%.

Se ha senalado que las ACG despliegan efectos inhibitorios muy
potentes en concentraciones muy bajas, por ejemplo la trilobacina y
la asiminocina muestran valores de dosis efectiva media (DE, ) meno-
res a 10-12 pg/mL en varias lineas celulares tumorales humanas, incluso
superiores al taxol (Oberlies et al., 1997; Alali et al., 1999; Li et al., 1999).
Esto también se puede apreciar en las bacterias de este ensayo: 3.21
nmol/mL.

En la bibliografia no hay datos para realizar una buena comparacion
con los resultados obtenidos, los mas cercanos son los de Padmaja et dl.
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(1993) y Rahman et al. (2005) aunque estos autores usan la técnica de
difusion en medio solido y en este trabajo el de dilucion en caldo, por
tanto sus resultados y los obtenidos en esta investigacion solo sefialan si
la ACG tiene o no efecto sobre las bacterias comunes a ambos ensayos.

Rahman et al. (2005) con escuamocina (ACG bis-THF con lactona
insaturada cuya diferencia radica en la posicion de un -OH) en concen-
traciones de 200 pg/disco reportaron halos de inhibicion en las bacte-
rias Grampositivas S. aureus (15 mm) y B. subtilis (12 mm) coincidiendo
con los resultados obtenidos en esta investigacion ya que rollinistati-
na-2 fue mas potente sobre S. aureus (30%) y difiriendo en B. subtilis ya
que con esta ACG la inhibicion es muy pequena (7%).

Dado que en esta investigacion el porcentaje de inhibicion no llego
al 50% es posible que el peptidoglucano de la pared celular de las bac-
terias Grampositivas participe como barrera.

Ensayo a las 7 h utilizando concentraciones en ng/mL

En funcion de los resultados anteriores, en los que las concentraciones
menores son mas potentes y producen los mayores porcentajes de in-
hibicion, se decidi6 realizar un ensayo con concentraciones menores,
aunque las pruebas de inhibicion bacteriana frente a compuestos de
plantas no se realizan en concentraciones tan pequenas por su bajo ni-
vel de actividad, especialmente sobre las bacterias Gramnegativas (Te-
gos et al,, 2002); se considero la potencia de la ACG para medir el efecto
inhibitorio, se emplearon siete concentraciones de rolliniastatina-2
(cuadro 1) asi como un inoculo bacteriano menor y la densidad optica
se midi6 a un menor tiempo (7 horas).

Bajo las condiciones del experimento los resultados obtenidos (cua-
dro1) indican que S. aureus es mas sensible (43.68%) seguida de S. epider-
midis (33.81%) y B. subtilis fue menos sensible (29.94%) (cuadro 1).
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Cuadro 1. Actividad inhibitoria de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento de bacterias
Grampositivas. A la 7 h de exposicion en medio liquido, el porcentaje de inhibicion se
determino con relacion al control sin compuesto

ng/mL | nmol/mL B.subtilis |  S.aureus | S.epidermidis
% de inhibicién
1 0.0016 2556 2718 2583
2 0.00321 2766 38.06 3381
4 0.00643 2766 3731 2822
8 0.01286 20.54 43.68 23.96
16 0.02572 29.94 35.62 26.09
32 0.05144 293 285 3248
64 0.10289 29.94 11.06 2742

En la séptima hora de exposicién los mayores porcentajes de inhi-
bicién se produjeron frente a S. aureus (43.68%, 00.01286 nmol/mI -8
ng/mlL), S. epidermidis (33.81%, 0.00321 nmol/mI =2 ng/ml) y B. subtilis
(29.94%, 0.10289 nmol/mI =64 ng/ml). Los porcentajes de inhibicién
a la séptima hora sefialaron que todas las bacterias son sensibles a la
ACG, aunque con valores de inhibicion diferentes. Ninguna de las bac-
terias Grampositivas present6 una relacién concentracién-dependen-
cia. Los porcentajes de inhibicién son mayores a los obtenidos con las
mayores concentraciones evaluadas (3.21 a 823.15 nmol/mI =2 a 512 mg/
mL), pero sin llegar al 50%.

Ensayo durante 7 h utilizando concentraciones en ng/mL

Con el fin de determinar el efecto de la ACG sobre el aumento pobla-
cional de cada bacteria se realiz6 la lectura de cada una de las concen-
traciones evaluadas cada hora durante 7 h. El ntimero de bact/ml de
la curva de crecimiento del control de B. subtilis aument6 a partir de la
segunda hora. El mayor efecto de la rolliniastatina-2 se observo a partir
de la tercera hora de exposicion con todas las concentraciones. Entre la
cuarta y sexta hora prdcticamente todas las concentraciones tienen el
mismo efecto. En la séptima hora el crecimiento de los tratamientos es
igual al del control del crecimiento (grdfica 2).
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Grafica 2. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de B. subtilis

El namero de bact/mL de la curva de control del crecimiento de S.
aureus y las expuestas a las concentraciones de rolliniastatina-2 hasta
la hora tres no presentaron variacion. El mayor efecto se observo en la
cuarta hora de exposicion con todas las concentraciones. En la quinta
hora algunas de las concentraciones de la ACG tuvieron una ligera ac-
tividad pero en la sexta y séptima hora el efecto fue muy parecido. El
comportamiento con las diferentes concentraciones es bastante seme-
jante a la del control del crecimiento bacteriano, excepto en la cuarta

hora (grafica 3).
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Grafica 3. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. aureus

La cantidad de bacterias de la curva de control de crecimiento de S.
epidermidis y los tratamientos hasta la cuarta hora no presentaron va-
riacion. En la quinta hora se observo la accion de todas las concentra-
ciones empleadas; en la sexta y séptima el efecto de la rolliniastatina-2
fue muy ligero, excepto en la sexta hora con la concentracion de 0.0643
nmol/mL (4 ng/mL) (grafica 4).
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Grafica 4. Efecto de rolliniastatina-2 sobre el crecimiento poblacional de S. epidermidis

En los ensayos en los que se evalu6 la actividad con relacion al name-
ro de bact/mL se observo que la inhibicion del crecimiento poblacional
bacteriano se detecta en distintos tiempos asociados a una prolonga-
cion de la fase lag (de latencia) o a un retraso en el inicio de la fase log
(logaritmica) de las bacterias expuestas a la ACG, efecto que tal vez
pudiera estar asociado con la pared celular.

La sensibilidad hacia rolliniastatina-2 se manifesto a diferentes
tiempos, aunque los resultados obtenidos indicaron que no existen
grandes diferencias entre el nimero de bact/mL del control y los ensa-
yos, excepto en B. subtilis expuesta a rolliniastatina-2.

Conclusiones

-Rolliniastatina-2 tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las
tres bacterias Grampositivas ensayadas.

-A las 18 h el mayor porcentaje de inhibicion se produjo con la menor
concentracion evaluada en las tres bacterias (3.21-2 pg/mL) mientras
que a la séptima hora se produjeron con concentraciones diferentes.
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-El mayor efecto inhibitorio de rolliniastatina-2 se produjo sobre S.
aureus en los dos tiempos de exposicion ensayados.

-La actividad de rolliniastatina-2 fue mayor con las concentraciones
menores y es independiente del tiempo de exposicion.

-Conun inoculo y concentraciones menores se produjo el retraso del
inicio de la fase logaritmica de crecimiento de las bacterias.

-Los resultados sugieren que la pared celular de las bacterias ensaya-
das funciona como barrera para la entrada de la ACG.
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