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RESUMEN 



Actividad biológica de metabolitos secundarios obtenidos del cocultivo de 

Pseudoalteromonus sp. vs. Aspergilusfumigatus y Enzerwella unguis 

Pseudoalteromonas sp, una bacteria marina aislada del coral Muriocepsis bayerzana 

colectado en Punta Galeta (provincia de Colón), fue co-cultivada en medio de cultivo 

líquidd y sólido con los hongçs. çndSfitos Aspergillus furnigafus .y Emericella unguis 

asociados a hojas maduras de plantas colectadas, en bosques tropicales panameños. Los 

inelabolitos -seroundarios bioactivos fueron extraídos con acetato de etilo y aislados 

mediante fraccionamiento biodirigido utilizando ensayos in vitro contra cáncer, parásitos 

de enfermedades tropicales y bacterias patógenas. La estructura química de los 

compuestos aislados fue determinada mediante espectrometría de masas de alta 

resolución (E-IRMS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). 

Como resultado, fueron obtenidos cinco compuestos (1-5). El compuesto 1, identificado 

como gliotoxina, es producido tanto por A fumzgatus como por E unguis en medio de 

cultivo líquido, más no en medio sólido Resultó activo contra cáncer (MCF-7, 02% de 

C), Trypanosona cruz: (83.7% de IC), Plasmodium falczparum (88 4% de IC) y 

moderadamente activo contra Leishinania donovan: (66 8% de IC). Además, presentó una 

significativa actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherich:a col:, 

Acinetobacter baumannu, Staphylococcus sp, Bac:llus sp y V:brio sp El compuesto 3, 

identificado como Isatín, fue producido por Pseudoalteromonas sp únicamente en medio 

de cultivo líquido Demostró actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus sp, 

Enterobacter sp y Vibrzo sp Los compuesto 2, 4 y  5, fueron identificados como 

2 
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Bis(mettl)gliotoxma, Fumiquinazolina C y Pseurotin A, respectivamente. No 

demostraron actividad biológica en los ensayos disponibles en el laboratorio 

Los compuestos descritos en este trabajo solo fueron encontrados en el co-cultivo de los 

microorganismos y no se detectaron en los cultivos individuales. Estos resultados 

sugieren que la interacción de la bacteria marina con los hongos endófitos en el medio de 

cultivo induce la activación de rutas biosintéticas silenciadas o crípticas cuando son 

cultivados individualmente. Por lo tanto, queda demostrado que el empleo de cocultivos 

entre microorganismos ofrece un gran potencial como herramienta para el descubrimiento 

de nuevos compuestos btoacti vos. 

H3C 

OH 
H3C 

2 

4 

5 
Estructura química de los compuestos 1-5. 



ABSTRACT 



Biological activity of secondary metabolites from Pseudoalteromonas sp. VS. 

Aspergillusfumigalus y Emericella unguis 

Pseudoalteromonas sp, a marine bacteria isolated from coral Muriocepszs bayeriana 

collected in Punta Galeta (Colón) was co-cultured m liquid and solid growth media with 

Aspergillus fumigatus and Emericella unguis, two endophytic fungi associated with 

mature leaves of plants collected in Panamanian rainforests Active seconclary 

metabolites were extracted with ethyl acetate followed by bioassay guided fractionatrnn. 

En order to explore their structures, the compounds were isolated and then subjected to 

high resolution mass spectrometry (HRMS) and nuclear magnetic resonance (RMN) 

Five compounds (1-5) were obtained Compound 1, identified as gliotoxm, was produced 

by both A fumigarus and E unguis in liquid growth media but not on solid growth media 

Compound 1 was active against cancer (MCF-7, 02% G), Trypanosoma cruzi (83 7% 

GI), Plasmodzumfalciparum (88 4% GI) and mildly active against Lezshmanza donovani 

(66 8% GI). Furthermore, it showed significant antibacterial activity against 

Staphylococcus aureus, Escherichza coli, Acinetobacter baumannu, Siaphylococcus sp, 

Bacillus sp., and Vibrio sp Compound 3, identified as isatin, was produced by 

Pse udoalteromonas sp only in liquid growth media. It was active against St ap hylococcus 

sp, 	Entero ba crer sp y Vibrio sp Compounds 2, 4, and 5 were identified as 

bis(methyl)gliotoxin, fumiquinazolme C, and pseurotin A, respeetively They did not 

show any biological activity against in vitro bioassays available in the laboratory 

Compounds 1-5 were found only in microbial co-culture fermentations but not in 

individual cultures This result suggests that the interaction between marine bacteria and 
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endophytic fungi induces the activation of cryptic biosynthetic pathways which are 

silenced in individual cultures. Therefore, this result shows that the co-cultures of 

microorganisnis offer great potential as tools for the discovery of new bioactive 

compounds. 

Chemical siructures of compounds 1-5. 



1. INTRODUCCIÓN 



Existe una urgente necesidad por el descubrimiento de nuevos agentes 

quiniioterapéuticos, especialmente novedosos anticancerígenos, antiparasitarios y 

antibióticos, para combatir enfermedades y patógenos resistentes a los medicamentes ya 

existentes con el objetivo de mejorar el tratamiento de una variedad de afecciones 

humanas que en la actualidad representan problemas alarmantes de salud pública 

(Needham, 1994; Cragg et al., 1997). 

El descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos a partir de productos naturales ha 

jugado un rol significante durante las últimas décadas. Más del 28% de las nuevas 

entidades químicas y 42% de los medicamentos anticancerígenos introducidos al mercado 

provienen de fuentes naturales (Xiong et. al., 2013). En particular, el área terapéutica de 

las enfermedades infecciosas y oncología han sido beneficiados de numerosas clases de 

drogas de origen natural. El creciente interés en el estudio de los productos naturales, ha 

alcanzado un progreso significante en la identificación de nuevos antibióticos, nuevas 

alternativas para la terapia oncológica y otros medicamentos útiles para mejorar la salud 

humana (Baker et. al., 2007). 

Además de las plantas y animales, los microorganismos son un recurso importante para 

el descubrimiento de nuevas drogas. Más de 50,000 productos naturales de origen 

microbiano han sido aislados y han jugado un rol determinante en el descubrimiento de 

medicamentos. La mayoría de estos compuestos han sido obtenidos de microorganismos 

de origen terrestre (Xíong et. al., 2013). Sin embargo, el redescubrimiento de los mismos 

compuestos provenientes de estos microorganismos ha hecho cada vez menos atractivo su 

estudio durante los últimos años. Por otra parte, las bacterias aisladas de entomos marinos 

han recibido considerable atención en la actualidad debido a la diversidad estructural y 

8 
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actividades biológicas únicas dé sus metabolitos secundarios Estos microorganismos 

marinos son productores muy eficientes de nuevas entidades químicas con un amplio 

espectro de actividades biológicas incluyendo antibacterianos, antifúngicos, 

anticancerígenos, antitumorales, citotóxicos, citostáticos, antiinflamatonos, 

antiparasitarios, antimaláricos, antivirales, antioxidantes, entre otros (Al-Zereim, 2006 y 

anivasagan et al, 2013) Sin embargo, la búsqueda de nuevos compuestos provenientes 

del mar apenas ha comenzado (Li y Qin, 2005) 

En este trabajo se describe la investigación química guiada por la actividad biológica de 

los extractos del cocultivo de la bacteria marina Pseudoalteromonas sp (GA0204) 

aislada del coral Muriocepsis bayerzana colectado en Punta Galeta (Colón) versus los 

hongos endófitos Aspergillus fumigatus (F0075) y Emericella unguis (F2803), con 

énfasis en el aislamiento y la elucidación estructural de los metabolitos secundarios con 

actividad biológica contra cáncer, enfermedades tropicales y bacterias patógenas 

Estos microorganismos fueron fermentados en conjunto en medio de cultivo líquido y 

sólido. Los cocultivos fueron incubados a temperatura ambiente por 10 días y 

postenormente fueron extraídos con acetato de etilo Los extractos crudos secos se 

fraccionaron empleando cartuchos de extracción en fase sólida (EFS) de fase-reversa y la 

muestra se eluyó usando gradientes escalonados de metanol en agua para obtener 

fracciones menos complejas La purificación de los compuestos se llevó a cabo mediante 

cromatografia líquida de alta eficiencia (l-[PLC) equipado con una columna de fase 

normal y fase móvil compuesta por hexano y acetato de etilo. 

La evaluación de la actividad biológica de los extractos, fracciones y compuestos puros 

en cuanto a sus propiedades anticancerígenas y contra los parásitos causantes de 
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enfermedades tropicales se determinó contra la línea celular de cáncer de mama (MCF-

7), Trypanosoma cruzi, Plasmod:um falciparum y Lezshmanza donovani. La actividad 

antibacteriana de los compuestos en estudio se determinó mediante el ensayo basado en 

el método de microdilución para el screening de productos naturales contra bacterias 

(Zgoda y Porter, 2001). La estructura química de los compuestos fue determinada 

mediante un espectrómetro de masas de alta resolución (I-IRMS) equipado con un 

ionizador químico a presión atmosféroca en modo positivo (APCI), un espectrómetro de 

resonancia magnética nuclear de 400 MHz, mediante la comparación de los datos 

espectroscópicos con bases de datos de productos naturales (AntiMann y MarinLit) 

A continuación se presenta el marco teórico de este trabajo el cual refleja el contexto, 

razón y antecedentes de este trabajo de investigación. Posteriormente los objetivos, 

materiales y metodología para el aislamiento e identificación de los compuestos 

obtenidos de los cocultivos de los microorganismos en estudio Más adelante los 

resultados, discusión y conclusión. Por último se plantean las recomendaciones así como 

el apéndice que provee información complementaria de este trabajo. 



2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 



2.1. 	Situación actual del Cáncer, Enfermedades Tropicales y Resistencia a 

antibióticos: La necesidad urgente de nuevos medicamentos 

2.1.1. Cáncer 

El cáncer es un término genérico utilizado para referirse a un grupo numeroso de 

enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. Una de las características 

que define al cáncer es la rápida generación de células anormales que se dividen sin 

control más allá de sus límites habituales, las cuales pueden invadir zonas adyacentes del 

organismo y diseminar a otros tejidos y órganos (OMS, 2013). 

El cáncer es la principal causa de muerte en todo el mundo y fue responsable de 7.6 

millones de defunciones (alrededor del 13% de todas las muertes) en el año 2008, en 

donde aproximadamente el 70% de estas muertes ocurren en países en vías de desarrollo. 

A pesar de que a menudo se considera una enfermedad propia de los países desarrollados, 

se está convirtiendo rápidamente en una catástrofe para la salud pública en los países 

tercermundistas (OMS, 2013). 

Cada minuto, mueren 14 personas debido a esta enfermedad, y la cual produce más 

muertes que el SIDA, tuberculosis y malaria juntas. Sin embargo más de un tercio de 

estos casos podrían ser prevenidos y un tercio podría ser curado si es detectado y tratado 

con una terapia adecuada. El mundo se enfrenta a una crisis global del cáncer. Si no se 

toman las medidas necesarias, 84 millones de personas morirán a causa de esta 

enfermedad en los próximos 10 años (PACT, 2011). En la figura 2.1 se presenta una vista 

12 
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al futuro de la mortalidad por cáncer en países desarrollados, pobres y en vías de 

desarrollo. 
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Figura 2.1 Mortalidad por cáncer: Una vista al futuro (PACT, 2011). 

2.1.2. Las Enfermedades Tropicales Desatendidas 

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas abarcan un grupo de infecciones crónicas y 

degenerantes causadas por parásitos, bacterias y virus, que representan una de las causas 

más comunes de padecimiento de toda la humanidad (Hotez et al., 2008). Afectan un 

estimado de 3 billones de personas y causan alrededor de 500,000 muertes anualmente. 

Se producen en áreas donde los suministros de agua y sistemas sanitarios son 

rudimentarios; y los insectos y otros vectores de enfermedades conviven con el ser 

humano. De hecho, el vínculo de estas enfermedades con la pobreza es tan fuerte que sus 

prevalencias sirven como un indicador del nivel de desarrollo socioeconómico (OMS, 

2006). 
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Las enfermedades tropicales han sido desatendidas, ya que hay muy poco incentivo para 

las industrias farmacéuticas para el desarrollo de medicamentos y vacunas dirigidos a 

mercados que no los pueden pagar. Sin embargo, en los últimos años estas 

enfermedades han suscitado un creciente interés, tanto por su impacto en la salud pública 

como por el problema que entrañan en materia de derechos humanos (Rosa et al., 201.1) 

La Organización Mundial de la Salud ha determinado 17 enfermedades tropicales 

desatendidas, de las cuales entre las más importantes se encuentran la lepra, la 

enfermedad de Chagas, leishmaniasis, dengue, rabia entre otras. La leishmaniasis es una 

enfermedad causada por el parásito protozoario Leshmania y transmitido por la picadura 

de moscas del género Phlebotomus (Rosa et al, 2011). Aproximadamente 350 millones 

de personas están en riesgo de contraer esta enfermedad, y más de 2 millones de casos 

ocurren anualmente (OMS, 2010). En la actualidad no hay vacunas para la leishmaniasis; 

aunque los fármacos disponibles para su tratamiento son tóxicos, caros y algunas veces 

inefectivos, representan la única manera para tratar todas las formas de esta terrible 

enfermedad (Croft & Coombs, 2003). La enfermedad de Chagas, endémica de 

Latinoamérica, es causada por el protozoo Tiypanosoma cruzi y es transmitido a los seres 

humanos por los vectores tnatominos hematófagos (denominados comúnmente 

besuconas), transfusión de sangre y por transmisión congénita De ocho a nueve millones 

de personas están infectadas con el parásito y 25 millones permanecen con el riesgo de 

ser contagiados (WIlO, 2002). Existe evidencia de que el tratamiento con fármacos 

como Nifurtimox (5-nitrofurano) e imidazol pueden curar la enfermedad causada por T 

cruz:, pero se requieren con urgencia desarrollar nuevos medicamentos con menor 

toxicidad y efectos adversos (Rosa et al., 2011) La malaria aunque no es considerada 
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una enfermedad desatendida por la OMS, es una infección tropical endémica de 106 

países causada por parásitos del género Plasmodium y transmitida por mosquitos, que 

mata a más de un millón de personas cada año, la mayoría niños africanos menores de 5 

años (WHO, 2010). En la figura 2.2 se detallan los vectores y agentes etiológicos de la 

enfermedad de Chagas, leishmaniasis y malaria. 

Figura 2.2. Vectores y agentes etiológicos de la enfermedad de Chagas, leishmaniasis y malaria (A) 
Trialoma infestan.s (B) Trypanosoma cruz¡ (C) Phlebolomus (0) Leishmania donovani (E) Mosquito 
Anopheles (F) Plasmodiumfalciparum 
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2.1.3. Antibióticos: Una breve descripción histórica 

La era moderna de la quimioterapia antibiótica empezó con la introducción de la 

penicilina en la práctica clínica en la década de 1940 para el tratamiento de enfermedades 

infecciosas en seres humanos. La penicilina fue descubierta en 1928 como un metabolito 

secundario derivado del moho común Penicllium notatum El descubrimiento de 

gramicidina en 1939 - el primer agente bactencida aislado de una bacteria asociada al 

suelo (Bacillus brevis) - inició el aislamientoy cribado sistemático de bacterias y hongos 

terrestres para encontrar nuevos antibióticos El descubrimiento de estreptomicina en 

1943 puso a las bacterias del orden de los actinomicetos en el centro de atención de 

descubrimiento de fármacos antibióticos (Engelhardt, 2010) 

En el curso de los años 1940 y  1950, la mayoría de las clases de los antibióticos 

conocidos hoy día, incluyendo los -lactániicos, tetraciclinas, aminoglicósidos y 

macrólidos, fueron introducida en la címcá (ier figura 2.3). Con el descubrimiento de 

las estreptograminas y quinolonas en 1962 esta "Era Dorada" del descubrimiento de 

antibióticos de origen microbiano se detuvo Mientras el número de nuevos compuestos 

aun siguió incrementándose, debido a la producción de análogos por denvatización 

química de moléculas ya conocidas, ninguna clase nueva de antibióticos con nuevos 

mecanismos de acción fueron aprobados durante ías siguientes tres décadas (1970-2000) 

(Berdy, 2005) Solo en el periodo comprendido entre 2000-2003 dos tipos de moléculas 

pertenecientes a nuevas clases de antibióticos fueron,  descubiertos: El antibiótico sintético 

lmezolida (oxazolidinona) y el metabolito secundario daptomicina (lipopéptido cíclico) 
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1943 

1945 

1947 	Aparición de cepas de S. aureus resistentes a penicilina 

1949 

1952 

1955 	Reportes de Staphylococcus resistentes a critromicina 

1957 

1961 	S. aureus resistentes a metictlina(MRSA) detectado en UK 

1962 

1967 	Reportes de Weisseria gonorrhoeae y Streptococcus 

Pneumoniae resistentes a penicilina 
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Iga 	MR5A desarrolla resistenc¡afrente a ccfalosporinas 

19U 	Se detectan Ente rococcus faec;um resistentes a penicilina 

197 	Se detectan enterococcos resistentes a vancomicina 

1990 	Surgimiento de Pseudomonas acruginosa y Mycobacterium 
tuberculosis multiresistentes 

1997 	1 Primera cepa de S. aureus resistente a vancomicina 

MRSA es reconocido como un patógeno emergente 

2003 	1 Reporte de S aurerus resistente a Linezolida 

2000 
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(O'Shea, 2008). En la figura 2.3 se presenta una breve reseña histórica de la introducción 

de nuevos antibióticos y la aparición consecuente de resistencia bacteriana. 

Descubrimiento de la penicilina 

La penicilina (13-lactámico) entra al mercado 

Estreptomicina, 1" aminoglicósido, es descubierta 

Descubrimiento de la tetraciclina 

El cloranfenicol es introducido al mercado 

Los macrólidos entran al mercado 

La vancomicina, l glicopptido, es aprobada 

Descubriniento de rifamictnas 

Descubrimiento de quinolonas y estreptograminas 

Lanzamiento de la primera generación de cefalosporinas 

Linezolida, primer oxazolidinon, es aprobada en US 

I)aptomicina, primer Iipoptido, es aprobado 

Figura 2.3. Introducción de nuevas clases de antibióticos y la aparición de resistencia bacteriana (adaptado 

de Nature News Feature, 2007; Wright, 2007 y  Engelhardt, 2010). 
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2.1.4. Resistencia a antibióticos y la urgencia de nuevos medicamentos 

La introducción de los antibióticos ha tenido un tremendo impacto en la calidad y 

expectativa de vida del ser humano. Las bacterias responsables de infecciones como la 

neumonía, cólera, sífilis y tuberculosis, que una vez representaron las primeras causas de 

muerte alrededor del mundo, hoy día pueden ser efectivamente tratadas con los nuevos 

medicamentos disponibles (Engelhardt, 2010). Con el uso generalizado y usualmente 

injustificado de los antibióticos una nueva amenaza empezó a surgir, la aparición y 

propagación de resistencia de bacterias a los antibióticos comúnmente utilizados (ver 

figura 2 3) Mientras que los determinantes de la resistencia a los antibióticos son un 

fenómeno biológico que ocurre naturalmente, especialmente en microorganismos 

productores de antibióticos donde los mecanismos de auto resistencia usualmente 

preexisten acoplados a las rutas biosintéticas de los mismos, el uso indiscriminado de 

estos medicamentos favorece la difusión de mecanismos de resistencia a través y entre 

poblaciones bacterianas (Hopwood, 2007). 

El advenimiento de cepas de Sfaphylococcus aureus resistentes a penicilina apenas a unos 

pocos años después de la introducción de este antibiótico (Spmk y Ferris, 1945), se tomó 

con poca preocupación debido al sumimstro constante de nuevos medicamentos y el 

desarrollo de cuantiosos análogos de moléculas ya conocidas Pero inclusive la 

introducción de análogos semi-sintéticos tales como la meticilina (derivada de la 

penicilina) en los años 1960, el cual había sido desarrollado para confrontar a los 

patógenos resistentes productores de lactamasis, pronto fue seguido por la aparición de 

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Jevons et al., 1963) 
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En nuestros días, la aparición de- resistencia a antibióticos en microorganismos patógenos, 

tales como el Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa 

han tomado lugar en los hospitales y comunidades y con la aparición de estas bacterias 

resistentes a todos los antibióticos disponibles, las opciones terapéuticas regresan a 

menudo nuevamente a la era pre-antibiótica con resultados tempéutics poco efectivos 

(Xiong et al., 2013). 

Aunque la resistencia a antibióticos ha sido un problema desde que fuesen introducidos a 

la terapia en seres humanos, siguen incrementando en número, diversidad y rango de 

microoganismos resistentes que causan esta actual situación precaria. Una nueva 

generación completa de patógenos oportunistas tales como cepas gram negativas 

multiresistentes de Acinefobactex baumannii, Stenotrophomonas maltophzlia y 

Burkholderia cepacia en la actualidad están amenazando una población cada vez mayor 

de pacientes susceptibles con sistemas inmunes comprometidos (Wnglit, 2007). 

A pesar de esta alarmante situación, la lista de nuevos antibióticos con nuevos 

mecanismos de acción es muy corta. Desde el 2006, solamente un nuevo agente 

antibacteriano (doripenem) ha sido aprobado en Estados Unidos y un número escaso de 

compuestos como potenciales candidatos se encuentran en ensayos clínicos (Engelhardt, 

2010). 
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2.2. 	Productos Naturales: Una fuente prometedora para el descubrimiento de 

nuevos compuestos bioactivos 

Aquellos compuestos químicos que provienen del metabolismo secundario de plantas, 

animales y microorganismos, son definidos como productos naturales. Los productos 

naturales han sido aprovechados por sus propiedades terapéuticas desde la antigüedad, tal 

es el caso del uso de los alcaloides del opio por los antiguos egipcios. En la actualidad, 

las fuentes naturales proveen la mayor fuente de diversidad química y material de partida 

para el descubrimiento y desarrollo de medicamentos Muchos moléculas naturales con 

potencial farmacéutico, así como sus derivados sintéticamente modificados han sido 

exitosamente desarrollados para el uso clínico con el fin de tratar enfermedades humanas 

en casi todas las áreas terapéuticas (Baker et al., 2007). 

Los estudios de la química de productos naturales ha contribuido en el desarrollo de la 

medicina moderna con descubrirnintos tales como la penicilina (antibiótico derivado del 

hongo Penzcillium notatum) por Alexander Fieming en 1928 (figura 2.4 a) y el agente 

anticancerígeno Taxol (figura 2.41), extraído de la corteza del tejo del Pacífico (Taxus 

brevifolia), en 1967 por Monroe Wall (Simmons, 2008) 

(a) 	 (b) 

Figura 2.4. Estructura química de la (a) penicilina y (b) taxol 
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El descubrimiento moderno de fármacos está basado en tres principales recursos 

productos naturales, derivados semisintéticos de productos naturales y compuestos 

sintéticos derivados de librerías de química combinatoria. Sin embargo, la gran mayoría 

de los medicamentos clínicamente relevantes en uso hoy día provienen de productos 

naturales o compuestos derivados de los mismos. Durante los últimos 20 años, el 60% de 

las 877 drogas que han alcanzado el mercado provienen de fuentes naturales (Lefevre et 

al, 2008 y Engelhardt, 2010). 

2.2.1. Hongos endófitos 

Los organismos endófitos son definidos como aquellos microorganismos que pasan la 

totalidad o parte de su ciclo de vida colonizando mter y/o intraeelularm ente tejidos 

saludables de la planta hospedera (especialmente hojas, tallos y raíces), típicamente sin 

causar síntomas de daño inmediatos ni aparentes señales de enfermedad (Huang et al., 

2008; Rodríguez et al., 2009; Zhao et al., 2010; Jalgaonwala et al , 2011) 

Casi tocbs las clases de plantas vasculares examinadas hasta la fecha albergan 

organismos endófitos. Diferentes grupos de microorganismos tales como los hongos y 

bacterias han sido reportados como endófitos. Durante el largo periodo de co-evolución, 

una relación mutua se ha formado entre cada microorganismo endófito y su planta 

hospedera. La planta hospedera, por un lado suministra abundante alimento y espacio 

para la sobrevivencia de su endóflto asociado, mientras tanto, estos últimos producen una 

variedad de metabolitos secundarios que ayudan a la planta hospedera a resistir al estrés 

biótico (bactenas, hongos, nemátodos e insectos) y abiótico (temperatura, pH, presión 

osmótica); y de esta manera favorecer el crecimiento de la planta a cambio (Zhao et al., 

2010, Rosa et al., 201 1). 
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Muchos estudios han revelado la ubicuidad de estos microorganismos, con un estimado 

de al menos un millón de especies de hongos endófitos asociados a plantas. A la fecha, 

solamente alrededor 100,000 especies de estos microorganismos han sido descritas, de los 

cuales la mayoría han sido encontrados en ecosistemas tropicales (Huang et al., 2008). 

Los bosques tropicales son considerados los ecosistemas terrestres más diversos con el 

mayor número y diversidad de hongos endófitos. En este tipo de ecosistemas en donde la 

carrera evolutiva por la sobrevivencia juega un rol constante y activo, podría resultar en 

la producción de una inmensa variedad de moléculas interesantes. Los bosques tropicales 

representan un medio ambiente en donde la competencia, recursos limitados y la 

selección del más apto están en su apogeo. Por consiguiente, existe una gran probabilidad 

de que los hongos asociados a plantas tropicales pueda ser una fuente importante de 

compuestos con actividad contra enfermedades parasitarias, microbianas y cáncer (Shan 

et al., 2012). 

Varios productos naturales derivados de hongos endófitos poseen estructuras y 

bioactividades únicas y, representan un gran reservorio que ofrece un potencial enorme 

para la exploración medicinal (Huang et al., 2008; Shan et al., 2012). Estos 

microorganismos han recibido considerable atención en las últimas dos décadas, ya que 

muchos compuestos con actividad antimicrobiana, insecticida, citotóxica y 

anticancerígena han sido exitosamente descubiertas de hongos endófitos (Jalgaonwala et 

al., 2011). 

Algunos ejemplos de los compuestos bioactivos aislado de hongos endófitos se detallan 

en el cuadro 2.1 (Shan et al., 2012): 
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C&4ro2.1. Compuestos bioactivos aislados de hongos endófitos 

Planta hospedera Hongo Endófito Compuesto 
 j 

Taxol 

Utilidad 

Anhicancerígeno Tus brevfo1ia Taxomyces andreanae 

Phialocep ha/a ortinii Podophyllum 
peltatum 

Podofilotoxina2  Anticancerígeno 

Nothapodytes 
foetida 

Entrophospora 
infrequens 

Camptotecina3  Anticancerígenos 

D. zingiberensis Fusarium redolens Beauvericina4  Antibiótico e insecticida 

FStierle  et al., 1993; Eyberger et al., 2006; 	Puri et al ,2005; 4  Xu et al., 2010 

2.2.2. Bacterias asociadas a invertebrados marinos 

Un mayor interés ha sido generado por aquellas fuentes naturales de medio ambientes 

más exóticos y extremos tales como los océanos y las regiones polares, así también como 

microorganismos con características taxonómicas nunca antes vistas (Baker et al., 2007). 

Los océanos y mares del mundo representan el 70% de nuestro planeta y es una fuente 

natural que está siendo cada vez mas explorada como recurso de compuestos con 

potencial terapéutico. Desde la década de 70's, más de 50,000 productos naturales de 

estructura diversa con diferentes actividades biológicas han sido descubiertas 

provenientes de macro y microorganismos marinos. Una gran variedad de investigaciones 

sobre moluscos, briozoos, esponjas y bacterias de origen marino han producido 

numerosos compuestos farmacológicamente interesantes durante los últimos años, 

especialmente compuestos químicos con actividad anticancerígena (Engelhardt, 2010). 

Los primeros fármacos de origen marino incluyen el ziconotide, un péptido aislado de un 
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caracol cónico marino (Conus rnagus), el cual fue lanzado al mercado en el 2004 bajo el 

nombre comercial de "Prialt" para el tratamiento del dolor crónico (ver figura 2.5 A y 13), 

y el compuesto antitumoral trabectedin, originalmente derivado del tunicado marino 

Ecteinascidia turbinata (ver figura 2.5 C y D), aprobado en Estados Unidos en el 2007 

(Engelhardt, 2010). 

Figura 2.5. Organismos marinos y fármacos derivados (A) Conus rnagu.s (B) Ziconotide (C) Ecteinascídia 

turbinata (D) Trabectedin. 

Los macroorganismos marinos representan claramente una fuente rica de moléculas 

bioactivas, sin embargo, el,  desarrollo de nuevos fármacos depende de fuentes sostenibles 

con suficientes cantidades de los compuestos químicos con potencial farmacológico. La 
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poca abundancia de estos organismos yio baja concentraciones de la molécula de interés 

(como es usualmente el caso para invertebrados marinos) representan por consiguiente 

una gran limitante. Las bacterias, por otro.] ado, son una fuente mucho más favorable para 

el descubrimiento y producción biotecnológica de compuestos activos interesantes 

(Engelhardt, 2010). Además, se ha demostrado que muchos compuestos que han sido 

originalmente derivados de invertebrados marinos son producidos en realidad por sus 

bactarias asociadas (Engelhardt, 2010) Vanos estudios han demostrado que los 

invertebrados marinos (como corales, esponjas y moluscos) albergan altos niveles de 

diversidad microbiana los cuales representan una fuente importante de biodiversidad 

marina (Baker et al , 2007) 

Las bacterias en ambientes marinos suelen encontrarse bajo condiciones extremas, tales 

como presión, temperatura, salinidad, y reducción de micronutrientes, en donde la 

supervivencia y proliferación usualmente depende en la habilidad para producir 

compuestos biológicamente activos (Carvalho y Fernandes, 2010) 

2.2.3. Cocultivo de microorganismos: Una estrategia útil para la producción de 

metabolitos secundarios no expresados en condiciones estándar de 

laboratorio 

Los microorganismos como las bacterias marinas y hongos endófitos producen 

numerosos compuestos de bajo peso molecular dotados con múltiples actividades 

biológicas que juegan un rol inminente en el descubrimiento de fármacos. Es concebible 

que muchos de estos compuestos son producidos como señales químicas o mecanismos 
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de defensa; sin embargo, su verdadera función en el contexto biológico es grandemente 

incomprendido (Scherlach y Hertweck, 2009). 

A pesar de la gran cantidad de compuestos biactivos producidos por estos 

microorganismos, su potencial biosintético es subestimado. De hecho, el análisis de 

secuencias de genomas completos indica que estos microbios (en especial los hongos) 

codifican la información genética necesaria para la biosíntesis de una gran variedad de 

compuestos que no son observados cuando son cultivados en condiciones estándares de 

laboratorio. Parece que en particular, en la mayoría de los casos desconocidos, los 

desencadenadores son requeridos para activar rutas biosintéticas silenciadas (Schroeckh 

et al., 2009; Scherlach y Hertweck, 2009). 

La competencia que resulta del cocultivo de dos microorganismos puede inducir una ruta 

no expresada para la biosíntesis de nuevos metabolitos secundarios. Este tipo de 

investigaciones en el campo de la química de productos naturales han intentado 

incrementar en los resultados de los metabolitos previamente descritos, principalmente 

antibióticos. Sin embargo, el estudio de cocultivos de microorganismos que tienen como 

objetivo producir nuevas estructuras químicas e inducir la expresión de genes se 

encuentran en sus primeras etapas. Hasta la fecha, aproximadamente 11 nuevos 

compuestos bioactivos producidos en cocultivos de microorganismos han sido reportados 

(Park et al., 2011). 

Los métodos tradicionales para descubrir productos naturales de origen microbiano 

usualmente involucran la recolección y cultivo de cepas, extracción, aislamiento 

biodirigido y elucidación estructural. Desafortunadamente, este enfoque resulta con 

frecuencia frustrante, debido a una alta frecuencia de redescubrimiento. El creciente 
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entendimiento de la genómica rmcrobiana, ha proporcionado información valiosa sobre 

los principios de la biosíntesis de productos naturales y por lo tanto ofrece una alternativa 

prometedora para el descubrimiento de nuevas entidades químicas. La observación de 

que genes de rutas biosintéticas que codifican rutas de metabolitos secundarios están 

agrupadas en los genomas microbianos facilita su estudio y manipulación. Además, hoy 

día se conoce grandemente las rutas involucradas en las líneas de ensamblaje policétido 

sintasa (PKS) y smtasa de péptido no ribosomal (NRPS), las cuales son responsables de 

la biosíntesis de una gran variedad de productos naturales (Schroeckh et al , 2009). 



OBJETIVOS 



OBJETIVO GENERAL 

• 	Analizar el potencial farmacológico contra cáncer, enfermedades tropicales (Malana, 

Enfermedad de Chagas y Leishmaniasis) y antimicrobiano del cocultivo de la 

bacteria marina Pseudoalteromona sp versus los hongos endófitos Aspergillus 

fumigatus y Emericella unguis. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Evaluar y comparar la actividad biológica de los extractos de los cultivos 

individuales y cocultivos de Fseudoalteromonas sp vs los hongos Aspergillus 

fumigatus y Emericella unguIs, mediante bioensayos contra cáncer, parásitos 

tropicales y bacterias patógenas. 

• Aislar los metabolitos biológicamente activos obtenidos del cocultivo de estos 

microorganismos empleando diversas técnicas cromatográficas. 

• Elucidar las estructuras químicas de los compuestos bioactivos aislados, a través de 

técnicas espectroscópicas y espectrométricas 

29 



4. MATERIALES 
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43. Cristalería 

Tubos de ensayo con tapa, 16 x 150 mm 	 Pyrex 

Matraces Erlenmeyer de 250, 500, 1000 y  2000 mL 	 Pyrex 

Embudos de separación de 2000 mL 	 Pyrex 

Balones de destilación de 100, 250y 1000 mL 	 Pyrex 

Vasos químicos de 50, 100  250 mL 	 Pyrex 

Tubos para espectroscopia de RMN 	 Noreil 

Tubos para espectroscopia de RMN 	 Shiguemi 

Viales de vidrio con tapa con rosca de 4,8 y 16 mL 

Pipetas Pasteur 

4.2. Materiales de laboratorio 

Platos Petri, 96x16 mm y 145 x 20 mm 	 Greiner Bio-one 

Cartuchos de extracción en fase sólida (EFS), 1 y  10 g 	 Supeiclean LC-18 

Platos de Microdilución de 96 pocillos 	 BD Falcon 

Tubos de plástico estériles de 15 y  50 mL 	 Celltreat 

Tubos Eppendorf de 0.2 y 1.5 mL 	 Eppendorf 

Papel filtro cualitativo, circular de 110 mm de diámetro, 1 	Whatman 
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4.3. Reactivos 

Solventes orgánicos., grado HPLC  

Acetato de etilo 	 Tedia 

Hexano 	 HPLC 

Solventes orgánicos, grado reactivo 

Acetato de etilo 	 Tedia 

Alcohol Isopropílico anhidro 	 Biopack 

Cloroformo 	 J.T. Baker 

Metanol 	 Tedia 

Otros reactivos químicos 

Agar, para microbiología 	 Sigma-Aldrich 

Almidón de patata 	 Sigma-Aldrich 

Agua destilada 	 !NDICASAT 

Agua marina 	 STRI 

Cicloheximida, de origen microbiano k 940/1 	 Fluka (Sigma-Aklrich) 

Cloranfenicol ? 98% 	 Sigma Chemical Co. 

Cloroformo deuterado (CDC 13) 99.8% 	 Cambridge Isotope Lab. 

Cloruro de sodio 	 AppliChem 

D(+)Glucosa anhidra 	 BioChemica, AppliChem 
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Dimetilsulfóxido (DMSO), Plant Celi Culture Tested 

Extracto de levadura en polvo 

Extracto de Malta Broth 

Glicerol k 99% 

Luna Bertani (LB) Broth 

Marine Broth 

Müeller-Hinton (MH) Broth 

Peptona, para microbiología 

Sigma-Aldrich 

Sigma Life Science 

Becton Dickinson (Difco) 

Sigma-Aldricb 

Becton Dickinson (Difco) 

Becton Dickinson (Difco) 

Becton Dickinson (Difco) 

Sigma-Aldrich 

4.4. Aparatos y Equipos 

Aparatos 

Agitador orbital 

Agitador de vórtice 

Autoclave (Esterilizador a vapor) 

Balanza analítica 

Balanza granataria 

Bailo de ultrasonido 

Bailo maría, Reciprocal Shaking Bath 

Bombas de alto vacío 

Bombas de vacío 

Cámara de extracción de gases 

Cámara de extracción de gases 

Vortex Genie fi 

ALP, CLG series 

Ohaus - Analytical Plus 

Ohaus 

Branson, PC 620 

Precision Scientific 

Precision 

Labconco 

Hemco 

Labconco 



34 

Cámara de flujo laminar 

Congelador de ultra baja temperatura (-86°C) 

Evaporador rotatorio 

Frigorífico de Laboratorio (4°C) 

Incubadora de laboratorio 

Incubadora de laboratorio 

Lector Muiti-Modal de Microplacas 

Liofihizador 

Micropipetas 

Micropipetas multicanales 

Plato caliente 

Rotavapor o Evaporador rotatorio 

Recicladores refrigerantes 

Trampa de condensación refrigerada 

FC 120 

Thermo Scientific 

Labeonco 

Sanyo (Lab cool) 

CEDCO, serie 1500 

Sanyo, serie MIR. 263 

Synergy HT - Biotek 

Labconco, FZ-12 Plus 

Coming Lambda 

Corning Lambda 

Barnstead Thermoline 

BuchiR2lO 

Cole-Parmer polysat 

Savant 

Equipos 

Cromatógrafo Liquido de Alta Eficiencia (HPLC), 

equipado con un inyector manual, bomba cuaternaria, 

desgasificador, detector de arreglo de diodos y una 

columna de fase normal de Síiica, 5 t, 250 x 1000 mm 

SphereClone (Phenomenex) 

Agilent, Series 1100 
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Espectrofotómetro Ultravioleta 

Espectrómetro de Masas, equipado con una fuente de 

ionización química a presión atmosférica (APC1), un 

analizador y detector de iones. 

Espectrómetro de Resonancia Magnética Nuclear, el 

equipo cuenta con una frecuencia de observación de 400 

MHz para los núcleos de hidrógeno ('H) y  100 MHz para 

los núcleos de carbono (13C). 

Shimadzu, UY-2401 PC 

Jeol, JMS-LCMate 

Jeol Eclipse 400 MHz 

High Resolution FT 

SISTEMA DE BIBLIOTECAS DE ( 
UNIVERSIDAD DE PANAMÁ 

'. (SIBIUP) 
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5.1. Preparación de soluciones, medios de cultivos e móculos bacterianos y fúngicos 

5.1.1. Soluciones 

Durante este proyecto de investigación se prepararon las siguientes soluciones. 

Solución salina (NaCI 0.85%) 

Cristales de cloruro de sodio (NaCL) 	 8.5 g 

Agua destilada 	 1 L 

Solución 0.5 McFarland 

Cloruro de bario (BaCl2) 1% 
	

0.05 L 

Ácido sulfúrico (H2SO4)  1% 
	

9.95 L 

5.1.2. Medios de Cultivo 

Durante este estudio fueron utilizados diferentes medios de cultivos para el crecimiento 

de bacterias y hongos. A menos que se especifique algo distinto, estos medios fueron 

preparados en matraces Erlenmeyer de 2 L, calentados y agitados en un plato caliente con 

ayuda de un agitador magnético hasta ebullición, luego fueron autoclavados por 15 

minutos a 121°CI151bsIplg2. 

En el caso de los medios de cultivo sólidos, se les agregó agar antes de ser autoclavados. 

Se dejaron atemperar en un baño María a 45-55°C durante 20-30 minutos, y por último se 

sirvieron en platos Petri (96 x 16 mm) con un tamaño aproximado de 4 mm de 

profundidad dentro de la cámara de flujo laminar y se dejaron secar con la tapa cerrada 

por 4 horas. 
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Medios de cultivos para bacterias 

Los siguientes medios fueron empleados para el cultivo de bacterias. 

MI 

Almidón 	 10g 

Extracto de levadura 	 4 g 

Peptona 	 2 g 

Agar 	 18g 

Agua marina 	 1 L 

Luna Bertani (LB) 

Luna Bertani 
	

20g 

Agar 
	

15 g 

Agua destilada 
	 1L 

Müeller-Hinton Broth (MILB) 

Müelier-Hinton 	 2.1 g 

Agua destilada 	 10O MI, 

Se calienta suavemente empleando un plato caliente y posteriormente se ajusta el pH a 

7.3±0.1 (con NaOH 0.1 No HC1 0.1 N). 



39 

Agar Marino (AM) 

Marine Broth 	 37.4 g 

Agar 	 15g 

Agua destilada 	 1 L 

• Medios para el cultivo de hongos 

Se emplearon los siguientes medios de cultivos para el crecimiento de hongos. 

Agar Extracto de Malta (EM) 

Extracto de Malta 
	

15 g 

Agar 
	

18g 

Agua destilada 
	

2g 

Agar Müeller-Hmton sumplementado con glucosa al 2% (MHG) 

Müeller-Ilinton Broth 	 21 g 

Agar 	 18g 

Agua destilada 	 1 L 

Glucosa 	 20 g 
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Agar Peptone Yeast Glucose (PYG) 

Peptona 	 125 g 

Extracto de levadura 	 1.25 g 

Glucosa 	 3 0 g 

Agar 	 18g 

Agua Marina 	 1 L 

S. 1.3. Inócu los bacteriano y fúngico 

a. Suspensión bacteriana 1x108  UFCImL 

• Las bacterias se cultivaron en platos de agar con medios de cultivo adecuados (Ml 

para bacterias marinas y LB para bacterias patógenas blanco) y se incubaron a 37°C 

durante 18-24 horas 

• Con la ayuda de hisopos estériles, se tomaron suficientes colonias de platos del paso 

anterior y se agregaron en tubos de ensayos conteniendo 10 mL de solución salina 

0.85% para preparar una suspensión bacteriana, con una turbiedad equivalente al 

estándar 03 McFarland. 

b. Suspensión de esporas 1-5 x 106  UFOmL 

• De acuerdo con la lasa de crecimiento de la especie de hongo, se preparó el cultivo 

de 5 a 7 días a una temperatura de 30 °C en platos de agar de EM. Este crecimiento 

previo induce la formación de conidias o esporangiosporas. 
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• Con la ayuda de un asa ¿e cultivo descartable empapado de glicerol al 99%, se 

tomaron las conidias para posteriormente resuspenderlas en tubos de plástico de 15 

mL contemendo 6 mL de solución salina al 0.85%. 

• Se dejó sedimentar las partículas durante 3-5 minutos y se transfirió el sobrenadante 

a otro tubo de igual capacidad y se agitó vigorosamente durante 15 segundos. 

• En el espectrofotómetro se midió la densidad óptica (DO) de la suspesmón a 530 nm 

Esta suspensión debe encontrarse a una DO entre 0.09-0.11 (Cantón et al., 2007). 

5.2. Colecta, aislamiento e identificación de microorganismos 

En el marco del proyecto ICBG para la búsqueda y conservación de la biodiversidad de 

hongos endófitos y bacterias provenientes de fuentes terrestres y marinas con potencial 

actividad biológica, se han realizado diferentes expediciones en áreas seleccionadas del 

territorio panameño. Estos trabajos fueron ejecutados en conjunto por expertos 

profesionales del Laboratorio de Microbiología del Centro de Biodiversidad y 

Descubrimiento de Drogas de INDICASAT-AIP y del Instituto Smithsonian de 

Investigaciones Tropicales. 

A continuación se describe brevemente el proceso de recolección, aislamiento e 

identificación de los microorganismos objeto de este estudio de investigación. 
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5.2.1. Bacterias asociadas a invertebrados marinos 

• Colecta 

Se realizaron giras de campo en el Pacífico y Caribe de Panamá para la recolección de 

especies de invertebrados marinos y sus microorganismos asociados. Las recolecciones se 

efectuaron mediante buceo con aire comprimido (SCIJBA) o mediante snorkeling, según 

fue necesario. Una parte del invertebrado fue utilizado para el aislamiento bacteriano y 

otra parte se conservó como referencia para la identificación taxonómica. 

• Aislamiento bacteriano 

Para el aislamiento bacteriano, los invertebrados marinos recolectados fueron lavados con 

agua marina estéril, para remover las bacterias pobremente adheridas. Luego, 

asépticamente, se separé una porción del mucus y otra de tejido (el cual fue macerado 

con agua marina estéril). Ambas porciones se extendieron sobre placas de agar con 

diferentes nutrientes (LB, Mi, M2 y M3). Estas placas fueron incubadas y monitoreadas 

a temperatura ambiente por 3 meses. 

Las colonias bacterianas que crecieron fueren sembradas en nuevas placas de agar para su 

purificación. Este proceso se repitió varias veces hasta que se adquirieron colonias puras. 

Cada colonia fue criopreservada (-80°C) en caldo de cultivo con glicerol al 10%. 

• Identificación 

Las bacterias aislda fueron identificadas empleando análisis morfológicos y 

caracterización molecular mediante secuenciación del gen ARNr 16S. 
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5.2.2. Hongos endófitos 

• Colecta 

Diferentes expediciones fueron efectuadas en distintos bosques húmedos tropicales de la 

República de Panamá para la recolección de plantas y hongos endófitos asociados. Para 

tal propósito, se recolectaron muestras de tejido vegetal de plantas que incluyeron hojas 

sanas y pequeños trozos de ramas jóvenes. 

• Aislamiento 

Los aislamientos de hongos endófitos se realizaron a partir de segmentos de los órganos 

vegetales colectados. Estos segmentos de órganos se sometieron al proceso de 

esterilización para eliminar colonizadores superficiales. Posteriormente, se incubaron en 

platos con diferentes medios nutritivos (EM, agar Papa-dextrosa), a temperatura ambiente 

y con fuente de luz natural. Para la purificación y mantenimiento de todos los 

aislamientos, los hongos fueron transferidos a otros platos cada 3 semanas. En el 

laboratorio de hongos, las muestras se desinfectaron y se pusieron a crecer en una placa 

Peiri mediante un protocolo de cultivo establecido. Se llevó a cabo una descripción 

morfológica de los aislamientos obtenidos. 

Identificación 

Los hongos aislados fueron analizados mediante taxonomía molecular. El primer paso 

consistió en la extracción del ADN mediante un protocolo estándar. Posteriormente, el 

ADN se amplificó mediante PCR, los productos se donaron y se identificaron mediante  

la técnica de análisis del polimorfismo en la 'ongitud de los fragmentos de restricción 
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(RFPL) de las regiones ITS (espaciador transcrito interno) 5.8 S. Las secuencias 

obtenidas se analizaron mediante la comparación con bases de datos taxonómicas 

especializadas 

5.3. Fermentación de microorganismos en gran escala 

Con el objetivo de evaluar la actividad biológica potencial de la interacción de estos 

microorganismos, se preparó tanto el cultivo individual y cocultivo de la bacteria marina 

(0A0204) y los hongos endófitos (F0075 y F2803) en medio líquido y sólido utilizando 

como sustrato caldo y agar de Ml, respectivamente. Los cultivos individuales fueron 

utilizados como controles. 

5.3.1. Cocultivos en medio líquido 

Se prepararon 24 matraces Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL medio de cultivo liquido 

Ml. Posteriormente fueron autoclavados por 15 minutos a 12P  O1 51bs/pJg2. 

A continuación, los matraces fueron inoculados con 100 ç.tL de suspensión bacteriana 0.5 

McFarland (lx 108  UFC, ver sección 5.1.3.) y  con la mitad del contenido de un plato Petri 

con agar de EM conteniendo las esporangiosporas cultivadas con 5-7 días de anterioridad 

(ver sección 5.1.3.), conforme al siguiente cuadro: 

Cuadro S.I. Esquema de inoculación de cultivos individuales y cocultivos en medio líquido. 
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Control fúngico 

1 	Disco de 6 mm de diámetro de agar de EM con esporas 

Cúmulo de bacteria marina 
\'- 

Suspensión bacteriana 0.5 McFarland 

Suspensión de esporas 1-5.0 x 106  

) 
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Posteriormente, los matraces fueron incubados en un agitador orbital a 200 rpm durante 

10 días a temperatura ambiente. Una vez culminado este periodo, se inspeccioné el color 

de los medios de cultivos. 

5.3.2. Cocultivos en medio sólido 

La bacteria marina (Pseudoalleromonas sp.) y Aspergillusfumigatus fueron inoculados 

en 120 platos Petri de 145 x 20 mm con agar Ml empleando 4 diferentes técnicas de 

rayado conforme a la figura 5.1. 

Figura 5.1. Esquema de inoculación de cultivos en medio sólido. 

Se inocularon 25 platos por cada técnica de rayado y 10 platos por cada cultivo 

individual. 
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Los platos Petii fueron incubados a temperatura ambiente en ausencia de luz durante 15 

días. Durante este periodo se inspeccioné la apariencia de los cultivos, 

5.4. Extracción de los cocultivos 

Para extraer los compuestos activos se utilizó acetato de etilo (EtOAc) corno disolvente 

orgánico. 

5.4.1. Cocultivos en medio liquido 

• Se utilizó la técnica de extracción líquido-líquido. Para ello el contenido de cadi uno 

de los matraces se extrajo tres veces con igual volumen de EtOAc en un embudo de 

separación de 2 L. 

• Los extractos orgánicos fueron lavados con agua destilada en una proporción 1:1 

para eliminar restos del medio de cultivo. 

• El extracto resultante se concentró al vacío (bajo presión reducida) utilizando un 

evaporador rotatorio hasta obtener un extracto crudo seco. 

5.4.2. Coeultivos en medio sólido 

Se empleó el proceso de extracción sólido-líquido o maceración. 

Una vez transcurrido el periodo de incubación, el medio de cultivo se procedió a cortar en 

cuadros de aproximadamente 1 cm de longitud y, posteriormente, se deshidrataron en el 

liofilFzador durante 3 días. 

Una vez obtenido el agar seco, se colocó el equivalente a 25 platos en un vaso químico de 

1 L y se le agregó suficiente EtOAc para cubrir toda la muestra. 

Por un periodo de siete días, se reemplazó el EtOAc cada 24 horas. 
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Se conservé la fase orgánica y se concentré al vacío mediante un evaporador rotatorio 

hasta obtener un extracto seco. 

S.S. Fraccionamiento por extracción en fase sólida (EFS) 

Los extractos crudos secos se fraccionaron empleando cartuchos de extracción en fase 

sólida (EFS) de fase reversa (C18). Para ello, la muestra fue eluida utilizando un 

gradiente escalonado de Metanol:Agua para obtener las fracciones A-F (Cuadro 5.2). Los 

componentes del extracto crudo fueron separados por su polaridad para obtener 

fracciones menos complejas. 

Cuadro 5.2. Fraccionamiento por extracción en fase sólida (EFS). 

Volumen de fase móvil (mL) 

Fracción Porcentaje de Cartuchos de 1 g Cartuchos de lO g 

Metano] (%) (25-100 mg de 
extracto crudo) 

(500 a 1000 mg de 
extracto crudo) 

Activación 100 

Acondicionamiento 20 lo loo 

A 20 

B 40 

C 60 

D 80 6 100 

E loo 

F 100 
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5.6. Evaluación de la actividad biológica 

5.6.1. Bioensayos anticaneerígenos y contra enfermedades causadas por parásitos 

tropicales 

La evaluación de los extractos, fracciones y compuestos puros, en cuanto a sus 

propiedades anticancerígenas y contra los parásitos protozoarios responsables de la 

enfermedad de Chagas, malaria y leishmaniasis, fue realizada mediante los protocolos 

establecidos por ICBG Panamá, Programa Asociado 2 (AP2) en los laboratorios del 

Centro de Biología Celular y Molecular de Enfermedades de INDICASAT-AIP. En el 

cuadro 5.3 se detallan los parámetros de los bioensayos. 

Cuadro 5.3. Parámetros de los ensayos anticancerígeno y antiparasitarios 

Parámetros 

Bioensayo 

Ctucer Enfermedad 	1 	Malaria 
deCluagas 	1 

Leishmaniasis 

Línea 
celular/parásito 

MCF-7 T. cruz¡ P. falciparurn L. donovani 

Control positivo Adriamicina Nifurtimox Cloroquina Anfotericina B 

Punto de Corte C <25% IC> 50% IC> 70% IC> 70% 

Tipo de ensayo Colonméirico Colorimétrico Fluorom&ico Fluoromtrico 

C: Crecimiento, IC: inhibición de crecimiento. 

Los cuatro bioensayos antes descritos constan de dos modalidades: 
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• Screening Se utiliza una concentración de 10 .tg/mL del extracto, fracciones y 

compuestos puros 

• ICj: Se emplean 4 concentraciones (10, 2, 0.4, 0 08 ig/mL) de los compuestos 

puros que demostraron actividad biológica en el screening Se consideran activas 

aquellas muestras que posean un 1050  <10 p.gfmL 

Se realizó un ensayo adicional para determinar la citotoxicidad de los compuestos puros 

utilizando la línea celular Vero (células epiteliales de riñón de mono verde africano del 

género Chiorocebus) 

5.6.2. Bioensayos antimicrobianos 

a. 	Evaluación de la actividad antibacteriana 

Para el descubrimiento de compuestos antibacterianos, fue utilizado el ensayo basado en 

el Método de Microdilución para el Screening de Productos Naturales contra bacterias 

(Zgoda y Porter, 2001). Se evaluó el efecto antimicrobiano contra las bacterias ATCC 

Staphylococcus aureus, Escherzchia col:, Ac:neiobacter baumannu, Pseudomonas 

acrugmosa, Cándida alb:cans y las bactenas blanco Staphylococcus sp, Bacillus sp 

Enterobacter sp (2) y Vibrio sp, las cuales fueron aisladas e identificadas mediante 

secuenciación del gen ARNr 16 5 

Los extractos, fracciones y compuestos puros fueron ensayados a una concentración 

estándar de 100 mg/mL. En términos generales, el plato de 96 pocillos fue preparado 

dispensando en cada uno 95 l.LL de agua estén!, 80 iL de medio de cultivo Müeller-

Hinton Broth (ver sección 5.1 2), 20 jiL del inóculo bacteriano con una turbiedad 

equivalente al estándar 0.5 McFarland (ver sección 5.1.1) y  5 jil, de extracto disuelto en 
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DMSO, a una concentración de 4 ig4iL, para obtener un volumen final de 200 jiL por 

pocillo. 

En este ensayo se incluyeron los siguientes controles: control de color (agua, medio de 

cultivo y muestra disuelta en DMSO), control positivo (agua, medio, inóculo, 

cloranfenicol disuelto en DMSO), control negativo (agua, medio de cultivo, inóculo y 

DMSO) y control de esterilidad (agua, medio de cultivo y DMSO). 

En el cuadro 5.4 y  figura 5.2 se detallan la preparación y distribución de muestras y 

controles en el plato de 96 pocillos. 

1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	IG 	11 	12 

A 

8 

(11  

D 

E 

Ii' 

(, 

II 

Figura 5.2. Configuración del plato de 96 pocillos para el ensayo antibacteriano de 

rnicrodilución. Distribución de muestras y controles:  ENI  uestra #i 	uestras #2 

	 Control de color 	Control positivo fl Control negativo  Li Control de 

esterilidad. 
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Cuadro 5.4. Preparación del plato de 96 pocillos para el ensayo antibactenano 

Reactivos 

Ensayo antibacteriano y controles 

Bioensayo C de color C 

positivo 

C 

negativo 

C de 

estenlidad 

1. 	Agua 95 100 95 95 100 

2 	Medio 	de 

cultivo 

80 95 80 80 95 

3 	Inóculo 

bacteriano 

20 20 20 - 

4 	Solución 

muestra 

5 5 - - 

5. 	Solución 

antibiótica 

- - 5 - - 

6DMSO - - - 5 5 

El contenido de cada pocillo fue mezclado con la ayuda de una rmcropipeta multicanal y 

el plato de microdilución fue incubado durante 18 horas a 37°C 

El crecimiento de los microorganismos fue determinado por la absorbancia a 750 nm en 

un lector de microplacas. Antes de realizar las lecturas, el contenido de todos los pocillos 

fue mezclado con una micropipeta multicanal para resuspender las células agrupadas en 

el fondo de los pocillos. 

El porcentaje de inhibición de crecimiento (%IC) se calculó mediante la siguiente 

fórmula 

DO Control Negativo Corregida - DO Muestra Corredida 
%IC 	 x 10 

DO Control Negativo Corregida 

DO Control Negativo Coiregida=DO Control Negativo-DO Control de esterilidad 
DO Muestra Corregida=DO muestra-DO Control de color 



52 

b. 	Evaluación de la actividad antifúngica 

La evaluación de la actividad antifúngica se determinó mediante el método de difusión de 

disco (Tarman et al., 2011; Saikot et al., 2012, Fakruddin et al., 2012; Feman et al., 

2007). Para lo lograr este objetivo, se utilizaron los hongos endófitos Aspergillus 

fumigatus y Emericella unguis. 

A continuación se detalla el procedimiento utilizado (ver figura 5.3): 

• Se sumergió un hisopo estéril en una suspensión de las esporas del hongo con un DO 

entre 0.09-0.11 (140 x 106  UFC/mL) y se retiró el exceso de líquido rozando la 

punta del hisopo con las paredes del tubo que contiene esta suspensión. 

• Se sembraron las esporas rayando los platos de agar Müeller-Hinton suplementado 

con glucosa al 2% (MHO) uniformemente y se dejó secar por espacio de 3-5 

minutos. 

• Los extractos fueron inoculados en discos de papel filtro Whatman #1 de 6 mm de 

diámetro, utilizando la concentración final de las muestras según el siguiente cuadro: 

Cuadro S.S. Preparación de discos para el ensayo antifúngico. 

                

     

Rango según referencias 
 í 

 Concentración para screcnning 

bibliográficas (igidiseo) 	 (igIdisco) 

  

       

 

Tipo de muestra 

     

       

                

                

Extractos y fracciones 	 100-2000 
	

400 

   

Producto purificado 
	

30-50 

        

Cicloheximida (Control Positivo) 
	

30-50 
	

50 

   

                

o Se aplicaron los discos en el centro de los platos y se dejaron reposar por 10 minutos. 

o Los platos se incubaron a 30 oc durante 48 horas. 



n 

Sembrar en MHO 

/ 

Suspensión de esporas con 
una DO entre 0.09-0.11 

Se incuba a 30C 
durante 48 horas 

11 

u u 

Se mide el halo de 
inhibición 

Se coloca el disco 
impregnado con la muestra 
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• Se revisó el crecimiento diariamente. Si no hubo suficiente crecimiento en los platos a 

las 48 horas, se re-incubaron y leyeron a las 72 horas. 

• Se midió el halo de inhibición donde se produjo una reducción importante del 

crecimiento. La presencia de micro colonias en el borde del halo de inhibición o de 

colonias grandes en el interior del balo fueron ignoradas. 

Figura 5.3. Flujograma de trabajo para la preparación del ensayo antifúngico de difusión 

por disco. 
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5.7. Purificación de fracciones por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia 

(HPLC) 

La purificación de los metabolitos secundarios fue dirigida por la actividad biológica 

obtenida, de modo que aquellas fracciones activas contra cáncer, enfermedades 

tropicales, bacterias y hongos blancos fueron sometidas a purificación por cromatografia 

líquida de alta eficiencia (HPLC). Para ello se utilizó un cromatógrafo líquido con una 

columna de fase normal semipreparativa de siica gel y una fase móvil compuesta por 

hexano y acetato de etilo. Se utilizaron condiciones cromatográficas estándar para la 

purificación de las fracciones activas conforme al cuadro 5.6. 

Cuadro 5.6. Condiciones cromatográficas estándar para la purificación de fracciones activas 

Parámetro Condición Cromatogrfica 

mm Columna Cromatogrática Spheredone 5 i  Sca (Phenomenex), 250 x 1000 

Croniatógrafo Agilent 1100 Series, equipado con detector de arreglo de diodos 

Flujo l.OmnL/min 

Volumen de inyección 50 tL (3 mg/mL) 

Longitud de onda 254 y 280 am 

Temperatura de la columna Temperatura ambiente 

Fase móvil HexanoAcetato de etilo (A:B) 

Gradiente de elución Tiempo (mm) A (%) B (%) 

0 

75 

120 

125 

100 

0 

0 

100 

0 

100 

100 

0 



55 

Los picos cromatográñcos fueron recolectados, llevados a sequedad, rotulados y 

almacenados a 4°C. 

5.8. Elucidación estructural de compuestos 

La estructura química de los compuestos purificados fue determinada mediante los datos de 

Espectrometría de Masas (MS) y Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

• Espectrometría de Masas 

Los espectros de masas (alta y baja resolución) fueron obtenidos por análisis directo en 

un espectrómetro de masas modelo JMS-LCMate, Jeol. Este equipo cuenta con una 

fuente de loni72i'lón química a presión atmosférica (APCI) y se utilizó en modo de 

ionización positiva (+). Además, se uso nitrógeno (N2) como gas de nebukzación y 

polietilenglicol como estándar de calibración. 

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 

Los espectros de RMN fueron adquindos en el equipo JEOL Eclipse 400 MHz, usando 

tetrametilsilano (TMS) como referencia de desplazamiento químico Los espectros fueron 

registrados en Cloroformo deuterado (CDCI3), usando como referencia las señales de solvente a 

7 26 para protón y  77 0 para carbono 

Se realizaron los siguientes experimentos 



Utilidad 	4 Experimento Tipo de Experimento 

Tipos de protones 

Tipos de carbonos 

Determina 	acoplamientos 

protón-protón 

21) 

ji) 

2D Provee la correlación entre 

un carbono y sus protones 

enlazados directamente 

21) Determina la correlación 

entre protones y carbonos 

separados uno de otro por 

dos o tres enlaces químicos. 

Protón (11) 

Carbono (T3C) 

- 1H COSV (Correlation 

spectroscopy) 

H - 13C HSQC (1-leteronuclear 

Single Quantum Coherence) 

1IITC HMI3C (Heteronuclear 

Muftiple Bond Correlation) 

56 

Cuadro 5.7. Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

Los datos de adquisición fueron procesados en un ordenador utilizando los programas 

Delta (Jeol, USA) y ACD LABS 12.0/ NMR Processor (Advanced Chemistry 

Development). 

Determinación estructural de los compuestos bioactivos 

Empleando los datos de espectrometría de masas, espectroscopia de resonancia magnética 

nuclear y con la ayuda de las bases de datos de productos naturales MarinLit y 

AntiMarin (disponibles en INDJCASAT-A!P), se determinó las estructuras químicas de 

los compuestos activos con un elevado grado de pureza. 



6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



6. 1. Colecta, aislamiento e identificación de microorganismos 

6.1.1. Pseudoalteromonas sp. (GA204) 

En la expedición del 6 de octubre de 2009 en Punta Galeta, provincia de Colón (Atlántico 

Panameño), se recolecté una serie de invertebrados marinos que fueron sometidos a trabajos 

taxonómicos para su caracterización. Entre los ejemplares identificados se encontró el coral 

Muriceopsis bayeriana (Figura 6.1). Este espécimen pertenece a la familia de los 

Plexauridae y se caracteriza por ser de color amarillo, poco tupido, con ramas 

secundarias alrededor de las ramas principales, con pólipos dispersos al azar en todas 

partes y con una abundante capa de mucopolisacáridos. 

Figura 6.1. Muriceopsis bayeriana. 

Diferentes bacterias marinas asociadas al coral Muriceopsis bayeriana fueron purificadas. 

La bacteria GA204 fue aislada de la capa mucopolisacárida de este coral y, 

posteriormente, identificada como Pseudoalteromonas sp. (Figura 6.2). 
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Figura 6.2. Pseudoalteromonas sp. (0A204). 

6.1.2. Aspergillusfumigatus (F0075) y Emericeila unguis (F2803) 

Los hongos endófitos utilizados en este trabajo de investigación fueron aislados de 

plantas de bosques tropicales panameños e identificados por expertos profesionales del 

Instituto Smithsonian de investigaciones Tropicales (STRI). Aspergillus frmlgatus 

(F0075) se obtuvo de hojas maduras de Guarea sp. (Meliaceae) colectadas en el 

Monumento Natural Barro Colorado, provincia de Panamá en enero de 1998. Emericella 

unguis (F2803) fue obtenido de hojas maduras de Homolepis ature nsis (Poaceae) 

colectado en la provincia de Colón en marzo de 2008 (ver figura 6.3). Estos 

microorganismos fueron donados por la Dra. Sarah Higginbotham del ICBG. 



60 

(. 

1 

Figura 6.3. Hongos endófitos y plantas hospederas (A) Guarea sp. (B) Asperglllus fumigatus (C) 

Homolepis aturensis (D) Emericella unguis. 

6.2. Fermentación, extracción y fraccionamiento de los cultivos en medio liquido y 

sólido 

6.2.1. Fermentación 

a. Cultivos en medio líquido 

Una vez transcurrido el periodo de incubación, el contenido de los matraces de los 

controles (cultivos individuales) y cocultivos fue inspeccionado. Los controles de 

Pseudoalteromonas sp se caracterizaron por presentar un color amarillo intenso, 

mientras que los controles de A. fumigatus y E. unguis eran de color verde olivo oscuro y 
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chocolate, respectivamente. Los cocultivos eran de color amarillo muy similares al 

cultivo individual de la bacteria marina. A simple vista se hizo evidente la inhibición de 

crecimiento de los hongos endófitos en presencia de Pseudoalteromonas sp. En la figura 

6.4 se presentan las imágenes de la fermentación de los microorganismos en los medios 

de cultivos líquidos antes mencionados. 

( 

/ 
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fW1 

 

   

a ~. 

Figura 6.4. Fermentación de microorganismos en medio de cultivo liquido. (A) Pseudoalteromonas sp. 

(B) Aspergillusflimigatus (C) Pseudoalie.rornonas sp. vs. Aspergillusfumigatus (1)) Pseudoalteromonas sp. 

(E) Emericella unguis (F) Pseudoalteromonas sp. vs. Emericella unguis. 
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b. Cultivos en medio sólido 

En la figura 6.5 se presenta una recopilación cronológica del comportamiento del 

cocultivo de Pseudoalteromonas sp. y A. fumigatus en medio sólido. Durante los tres 

primeros días de incubación fueron evidentes grandes halos de inhibición del crecimiento 

del hongo alrededor de las colonias de la bacteria marina. No obstante, a partir del cuarto 

día, el A. fumigatus creció sin limitaciones, incluso sobre las colonias bacterianas. 

Figura 6.5. Descripción cronológica del cocutivo de Pseudoalieromonas sp. y Aspergillui /ismigatus en 
medio sólido. 

6.2.2. Extracción y fraccionamiento 

Los metabolitos secundarios producidos durante la fermentación de los microorganismos 

fueron extraídos con acetato de etilo mediante una extracción líquido-líquido para los 
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cultivos en medio líquido y maceración para los cultivos en medio sólido. 

Posteriormente, se concentraron los extractos con ayuda de un evaporador rotatorio bajo 

presión reducida hasta obtener un extracto crudo y seco. Por último, el extracto crudo fue 

sometido a una extracción en fase sólida (EFS) con un cartucho de C18 para obtener 

fracciones menos complejas (ver figura 6.6). 

II 

Figura 6.6. Extracción y fraccionamiento de los cultivos en medio liquido y sólido (A) Extracción liquido-

líquido del medio de cultivo líquido (13) Liofilización del medio de cultivo sólido (C) Extracción sólido-

liquido (maceración) del medio de cultivo sólido (E)) Fraccionamiento mediante extracción en fase sólida 

(EFS) (E) Concentración del Extracto (F) Extracto crudo y seco. 

La asignación de los códigos de identificación, así como el rendimiento de los extractos y 

fracciones de los cultivos en medio líquido y sólido se presentan a en los cuadros 6.1 y 
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6 2, respectivamente En general, se obtuvieron seis fracciones (A-F) de los cocultivos y 

cinco fracciones (A-E) de los cultivos individuales. 

Cuadro 6.1. Fraccionamiento de cultivos en medio Uqwdo 

Fracciones 

Masa obtenida por cultivo (mg) 

500 mí, de medio de cultivo 5000 ml de medio de cultivo 

GL02II GL0271 GL0272 GL0278 GL0278-2 GL0279 GL0279-2 

Crudo 28,7 112,1 85,1 297,3 390,8 240,6 296,7 

(A) 1,0 

3,6 

4,2 

2,7 

4,9 55,9 

56,5 

53,5 

138,3 

33,6 

34,7 

47,9 

59,3 - 	(B) 4,3 

(C) 1,3 22,8 1,6 25,6 35,6 28,7 75,4 

(0) 1,1 31,9 10,5 85,2 72,0 73,4 27,6 

(E)  17,2 22,9 4,8 56,9 37,6 24,9 80,3 

(F)  - - 3,1 40,0 2,9 6,2 

GL02I I Pseudoalieromonas sp. GL0271 A fumigatus, GL0272 E,nerLcella unguis, GL0278 Pseudoalteromorsas 
sp VS A fumigatus, ()L0279 Pseudoalterornonas sp VS E unguis 

Cuadro 6.2. Fraccionamiento de cultivos en medio sólido 

Fracciones 

Masa obtenida por cultivo (mg) 

lO platos 25 platos 

GLO211 MS GLO2'71 MS GLO278 MS (1) GL0278 MS (2) GU)278 MS (3) GL0278 MS (4) 

Crudo 86,5 311.8 665,7 557,3 749,7 10167 

(A)  34,4 66,7 348,3 128,2 219,6 259,9 

(B)  14,4 45,8 102,9 183,4 127,1 59,4 

(C)  1,4 49,6 87,3 42,3 36,3 43,9 

(fi) 3,2 28,5 30,6 28,1 30,1 34,2 

(E) 19,5 178,2 86,7 71,2 147,6 118,2 

(l) 3,4 6,4 9.4 3,5 20,1 4,8 

GLO2I 1 MS Pseudoalteromonas sp, GL0271 MS A fumigatus, 0L0278 MS (1-4) Pseudoalterornonas sp vs A 
fumigatus 
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6.3. Purificación y actividad biológica de los extractos 

La purific'wión de los metabolitos secundarios se llevó a cabo mediante fraccionamiento 

biodirigido El esquema de punficación de las fracciones activas y los resultados en los 

bioensayos anticancerígenos y contra parásitos de enfermedades tropicales se detallan en 

las figuras 6.7 a 6 14. También se incluye la purificación de compuestos, que a pesar de 

ser inactivos frente a los bioensayos disponibles en el laboratorio, presentaban espectros 

de protones que indicaban la presencia de estructuras químicas interesantes. 

Las fracciones activas se sometieron a purificación por FIPLC en columna 

semipreparativa en fase normal, utilizando un gradiente lineal de una fase móvil 

compuesta por hexano y acetato de etilo por 120 minutos, a un flujo constante de 1.0 

mL/mm, empleando una longitud de onda de 280 mii 

La fracción B del cocultivo GL0278 (figuras 6.7 y 6 8) resultó muy activa contra cáncer 

(22 7% C) De esta fracción se purificaron cuatro compuestos: GL0278 B P6 fue el 

responsable de la actividad anticancerígena (0.2% C); GL0278 B P5, que inhibió el 

crecimiento Staphylococcus sp, Enterobacter sp y Vibrio sp; y por último GL0278 B 

P7 y GL0278 B P10 que fueron inactivos frente a los bioensayos realizados 
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Figura 6.7. Esquema de purificación del extracto crudo del cocultivo de Pseudoalieromonas sp. vs. 

Aspergillusfumigatur (GL0278) fermentado en medio liquido Ml. 

Figura 6.8. Cromatograma de HPLC para la purificación de la fracción GL0278 B. 
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Por otro lado, la fracción C del cocultivo (3L0279 (figuras 6.9 y  6.10) mostró actividad 

contra cáncer (2.1% C), Chagas (79.5 % !C) y leishmaniasis (78.3% IC). Se purificó el 

compuesto (3L0279 C P3 (responsable de la actividad biológica de la fracción C) y los 

compuestos inactivos 0L0279 C P2, 0L0279 C P4 y GL0279 C PS. 

gpw 

Figura 6.9. Esquema de purificación del extracto crudo del cocultivo de Pseudoalteromonas sp, vs. 

Emericella unguis (GL0279) fermentado en medio liquido MI. 
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La fracción C del cocultivo (3L0279-2 (figuras 6.11 y  6.12) fue moderadamente activa 

contra cáncer (38.4% C). De esta fracción se purificaron tres compuestos: el compuesto 

0L0279-2 C P5, activo contra cáncer (0.21/1  C), Chagas (82.2% IC), leishmaniasis 

(63.1% IC) y malaria (88.4% IC) y los compuestos inactivos GL0279-2 C P3 y 0L0279-

2 C P6. Además, se aislaron los compuestos (iL0279-2 C P2 (0.2 mg) y GL0279-2 C 

P4 (0.2 mg) activos contra malaria (76.2% IC) y leishmaniasis (69.7% IC), 

respectivamente. 

Figura 6.11. Esquema de purificación del extracto crudo del cocuhivo de Pseudoatierotnonas sp. vs. 
Emericella unguis (G1,0279-2) fermentado en medio líquido Ml. 
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Figura 6.12. Cromatograma de 14PLC para la purificación de la fracción GL0279-2 C. 

Por otro lado, no se obtuvieron fracciones activas de los cocultivos en medio sólido. Sin 

embargo fueron aislados los compuestos inactivos GL0278 MS 1 C P 5 y  (3L0278 MS 1 

CP6. 

Figura 6.13. Esquema de purificación del extracto crudo del cocultivo de PseudoaJeromonar sp. vs. 
Aspergillusfumiga:us (GL0278 MS 1) fermentado en medio sólido Ml. 
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Figura 6.14. Cromatograma de FIPLC para Ja purificación de la fracción GL0278 MS 1 C. 

Es muy importante destacar que solo se obtuvieron fracciones activas procedentes de los 

cocultivos y no así de los cultivos individuales. Esto es una clara evidencia de que los 

microorganismos sujetos de este estudio no expresaron una o varias rutas metabólicas 

para la biosíntesis de metabolitos secundarios activos cuando se cultivaron 

individualmente bajo condiciones estándares de laboratorio. Por lo tanto, la fermentación 

mixta de estos microorganismos sugiere una interacción que estimula mecanismos de 

defensa que resultan en producción de compuestos bioactivos. 

La evaluación de los tiempos de retención en los cromatogramas de IIPLC, espectros de 

111-RMN, 13C-RMN y de masas de alta resolución demostró que varios de los compuestos 

purificados procedentes de los diversos co-cultivos se trataban de la misma entidad 
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química (ver apéndice 10.2). El cuadro 6.3 detalla que se purificaron 5 compuestos en 

total. El compuesto 1 responsable de la actividad biológica contra cáncer, leishmaniasis, 

Chagas y malaria, fue aislado del cocultivo de Pseudoalteromonas sp. con ambos hongos 

endófitos (A. fumigatus y E. unguis) en medio liquido. Los compuestos 2 y  3 solamente 

se obtuvieron de los cocultivos en medio líquido, en tanto que los compuestos 4 y 5 se 

aislaron de ambos cocultivos en medio líquido y sólido. 

Cuadro 63. Metabolitos secundarios aislados de cocultivos en medio líquido y sólido. 

0
Çrnnpiistó4iímico Código de Cultivo Masa (mg) A 

Compuesto 1 

GL02788P6 0.5  

G1,0279 C P3 2.2 - 1 1 - 

GL0279-2 PS 2.5 - 

Compuesto 2 

GL0279BPI0 0.7 1 - 1 - 

GL0279 C PS 1.4 - - 

Compuesto 3 

GL0278 13 P5 3.8  

GL0279 C P1 0.3 - 1 1 - 

GL0279-2 C P3 0.6  

Compuesto 4 

GL0279-2 C P6 2.9  

GL0278 MS 1 C P5 2.8  

Compuesto 5 

GL0278 B P7 2.3 1 - 

(3L0279 C P4 0.8  

GL0278MS1CP6 1.0  

A: Pseudoafteromonas sp. vs. A. fimtgatu, B: Pseudoafterorno:za T. VS. E. unguis, ML: Medio líquido, MS: 
Medio sólido. 
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6.4. Elucidación estructural de los compuestos 

6.4.1. Compuesto 1 

El compuesto 1 fue aislado como un polvo de color ligeramente amarillo. En la figura 

6.15 se presenta su espectro de masas de alta resolución (IiRMS APC1), en el cual se 

distingue una señal correspondiente a la fórmula molecular C13H14N204S2 ([M+HJ 

observado 327.0343 m/z; calculado para 327.0473 m/z). También se aprecia una señal a 

263.0799 m/z, que representa el pico base. Este patrón de fragmentación indica la perdida 

de 64 unidades de m/z, lo cual corresponde a un puente de disulfuro (S-S) (Hee Jung Lee, 

2001; Moreno C. et al., 2002). 

(b) 

LM+W s2I 
C13H14N204S2  

j • 1111jI LI k I,I .411  

Figura 6.1 S. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 1. (a)lón molecular (b) Pico base 
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En el espectro de 'H-RMN del compuesto 1 (ver figura 6.16) se observan 

desplazamientos correspondientes a un N-metilo (H  3.20, 311, s, H3-2'), des protones 

diastereotópicos de un grupo CH20 (H  4.41, IH, d, Hj-3'; 4.26, IH, d H1-3'), dos 

grupos CH 	4.8 1, 1H, s, H1-5'; 4.81, IH, s, H1-6), tres protones olefinicos (u  5.99 

11-1, m, H1-7; 5.93, 1H, m, H-8; 5.78, 111, d, H1-9) y dos protones diastereotópicos de un 

metileno (FI  3.74, 111, d, Hj-10; 2.95, 111, d, H1 40). 

Figura 6.16. Espectro de 'I-1-RMN del compuesto 1 en CDCl. 

Los desplazamientos químicos del espectro de 13C-R.MN (figura 6.17) reveló la presencia 

de dos carbonilos (c  166.01, 166.37), tres carbonos cuaternarios (&2 75.55, 130.69, 



3,  2' 

74 

77.2 1), un N-metilo (Sc 27.46), un grupo O-CH2 (c  60.74), un metileno (Sc, 36.58), dos 

metinos (c  69.83, 73.15) y  tres carbonos olefinicos (c  130.05, 123.27, 120.24). 

1279 C P3 CARBONO-9.ESP 

0.10- 

C> 0.05: 
14 

.1 	...................................................................... 
180 	150 	140 	130 	120 	110 	100 	90 	80 	70 	60 	50 	40 	30 

ChemIcal ShIft (ppm) 

Figura 6.17. Espectro de UC_RMN del compuesto 1 en CDCI3. 

La estructura química de 1, detallada en la figura 6.18, se determinó mediante la 

comparación de la fórmula molecular más la información provista por los espectros de 

protón y carbono con los datos reportados en la literatura (Cole y Cox, 1981; Steiman. et  

al., 1990). Los desplazamientos de ID RMN coinciden con los datos reportados para la 

Gliotoxina (ver cuadro 6.4), a excepción de las señales de protón correspondientes a 

hidroxilos a 3.55 y  8.81 que no fueron detectadas en el compuesto 1. Además., se 

analizaron los espectros bidimensionales COSY, HSQC y HMBC (ver apéndice). 
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Cuadro 6.4. Comparación de los desplazamientos químicos de 'H y '3C-RMN de 

Gliotoxina y del compuesto 1. 

No. 
(ppm) IH 6 (ppm) 

Tipo 
GTXa r Comp. 1 GTX5  Comp. 1HMU!t. 
166.0 166.01 1 C, carbonilo 

N 2 - - - - 

2' 27.5 27.46 3.21 3.20 s N-CH3 

3 75.6 75.55 - - C, cuaternario 

3' 60.7 60.74 (a) 4.43 

(b) 4.26 

(a) 4.41 

(b) 4.26 

(a) d 

(b) d 

O-CH2, 'H 
diastereotópicos 

4 165.3 165.37 - - - C,carboni]o 

5 - - - - N 

CH 5' 69.7 69.83 4.82 4.81 s 

6 73.1 73.15 4.82 4.81 $ CH 

7 130.1 130.05 5.99 5.99 m CH 

8 123.3 123.27 5.95 5.93 m CH 

9 120.2 120.24 5.79 5.78 d CH 

9' 130.8 130.69 - - C, cuaternario,  

CH21 H 
diastereotópicos 

10 36.6 36,58 (a)3.76 

(b) 2.96 

(a)3.74 

(b) 2.95 

(a)d 

(b) d 

l' Debajo del 
pico de CDCI3  

Debajo del pico 
de CDCI, 

- - - C, cuaternario 

GTX: Gliotoxina; Comp. 1: Compuesto 1. Datos tomados de 'Stciman etal., 1990. 

0 	
10 

6 H si,, 2 2' 
OH 

O OH 

Figura 6.18. Estructura química de Gliotoxina. 
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La Gliotoxma es el prototipo de las epiditiodioxopiperazmas, la cual es producida por 

hongos de varios géneros tales como Aspergillus, Gl:ocadzum, Pen:cil:um y Candida 

(Scharf et al. 2012). La principal característica de este grupo de compuestos es el puente 

de disulfuro interno en el anillo de piperazinadiona de seis miembros al cual se le 

atribuye su actividad biológica (Qing y 1-larday, 2007). Es el producto mayoritario del 

clúster gli péptido smtetasa no ribosomal (NRPS, por sus siglas en inglés), el cual está 

fuertemente asociado con la virulencia del patógeno oportunista Aspergillus Jiimzgazus 

(Forseth et al, 2011) En mamíferos, la gliotoxina induce apoptosis, previene la activación 

de NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas) por miubición del proteosoma e miube la angiogénesis en las células 

hospederas Esta actividad se debe principalmente al puente de disulfuro dentro de la 

molécula (Scharf et al 2012). La actividad anticancerigena (Qing y 1-larday, 2007), 

antimalárica (Hatabu et al, 2006) y  antitripanosomal contra Trypanosoma brucei (Watts 

et al, 2010) de la ghotoxina ha sido ha sido reportada en la literatura No obstante, hasta 

el momento no hay registros de su actividad contra Lezshmania dono vani 
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6.4.2. Compuesto 2 

El compuesto 2 fue obtenido como un polvo de color blanco, con una fórmula molecular 

de C 5H20N2O4S2  determinada por I-LRMS APCÍ ([M+H] obs. 357.0904 m/z, cale. para 

357.0943 m/z). Además, en el espectro de masas está presente una señal de 

fragmentación a 309.0827 m/z, la cual indica la pérdida de 47 unidades de m/z 

correspondiente a un grupo CH3-S (Figura 6.19). 

C15H10N204S 

(b) 

IM+H- C113-SI 

- 
u 	1 .' . 	Iii. 	fi' .1. 

Figura 6.19. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 2. (a) lón molecular (b) Fragmentación 

El espectro de 'H-RMN (Figura 6.20) reveló la presencia de un grupo N-CFh (& 3.15. 

3H, s, H3..2'), dos protones diastereotópicos de un grupo OCH2 (8ü 4.40, 1H, d, H1-3'; 
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3.93, 111, d, H-3'), dos grupos CH (H  4.93, 1H, s, H1 -5'; 4.93, 1H, s, H1-6), tres 

protones oleflnjcos (&H 5.95, IH, m, H1-7; 5.89, IH, m, H1-8; 5.76, 1H, d, H-9), dos 

protones diastereotópicos de un grupo CH2 (&H  3.09, 1H, d, H1-lO; 2.93, 1FI, d, H1-1O) y 

dos SCH3  (&}j 2.27, 3M, s, H3-1 1; 2.25, 3H, s, H3-12). 

Figura 6.20. Espectro de 'H-~MN del compuesto 2 en CDCI3 . 

El espectro de 13C-RMN (Figura 6.21) ayudó a identificar dos grupos carbonilos (&c 

166.71, 165.86), tres carbonos cuaternarios (Sc 71.52, 131.48, 71.74), un N-metilo (&c 

28.64), un grupo O-CH2  (Sc 63.63), un metileno (c,  39.02), dos metinos (&c 69.59, 

74.42), tres carbonos olefinicos (&c 130.33, 123.05, 120.18) y  dos metilos enlazados a 

átomos de S (c  15.09, 13.75). 
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Figura 6.21. Espectro de 3C-R1b4N del compuesto 2 en CDCI3. 

La estructura química del compuesto 2 se determinó comparando los datos 

espectroscópicos experimentales, con la referencia disponible para la Bis(metil)gliotoxina 

(Kirby, 1980; Okamoto et al, 1986 y  Afiyatullov et al, 2005). Los desplazamientos 

químicos de 1D RMN del compuesto 2 coinciden con los datos reportados para Ja 

Bis(metil)gliotoxina, a excepción de la señal de protón correspondientes a un grupo CH2  

a 2.99 (br s), que en su lugar aparecen dos dobletes a 3.09 y  2.93 ('H diastereotópicos), 

probablemente debido a la resolución de los experimentos. Además, se analizaron los 

espectros dimensionales COSY, HSQC y HMBC (ver apéndice). En el Cwj1ro 6.5 se 
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detalla la comparación de los datos experimentales con los datos reportados en la 

literatura. En la Figura 6.22 se presenta la estructura química del compuesto 2. 

Cuadro 6.5. Comparación de desplazamientos químicos de 'H y 13C-RMN de 

Bis(metil)gliotoxina y del compuesto 2. 

No. 

1 

lic 6  (ppm) (ppm) 
Tipo 

EMGTxa 
166.8 

Comp. 2 
166.71 

BMCTXb  Comp. 2 
- 

MuIL 
C,carbonilo 

2 - - - N 

2' 28.7 28.64 3.11 3.15 s N-CH3 

3 71.9 71.52 - - - C, cuaternario 

3' 63.6 63.63 (a) 4.38 

(b) 3.88 

(a) 4.40 

(b) 3.93 

(a) d 

(b) d 

O-CH2, 'H 
dstereotópicOs 

4 165.9 165.86 - - - C, carbonilo 

5 - - - N 

5' 69.6 69.59 4.90 4.93 

4.93 

s 

s 

CH 

6 74.4 74.42 4.90 CH 

7 130.1 130.33 

5.6-6.0 

5.95 

5.89 

m CH 

8 123.1 123.05 m CH 

9 120.0 120.18 5.76 d CH 

9' 131.6 131.48 - - - C,cuatetnario 

10 38.9 39.02 2.99 (a) 3.09 

(b) 2.93 

(a) d 

(b) d 

CH2, 

diastereotópicos 

10' 71.5 71.74 - - 

2.27 s 

C, cuaternario 

11 14.6 

13.7 

15.09 2.23 CH3 

12 13.75 2.20 2.25 s CH3  

BMGTX: Bis(metil)glio*oxina Comp. 2: Compuesto 2. Datos tomados de 'Afiyatultov et al, 2005 y bKilby  et al., 1980. 
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Figura 6.22. Estructura qulmica de Bis(metil)gliotoxioa 
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6.43. Compuesto 3 

El compuesto 3 se aisló como un sólido de color anaranjado. Tiene la fórmula molecular 

C5H5NO2, determinada por su espectro de masas de alta resolución HRMS APC1ff 

([M+H]4  obs. 148.0454 m/z, cale. para 148.0399 m/z). El espectro de masas también 

registra una señal a 180.0600 m/z correspondiente al ión molecular más metano¡ [M+ H+ 

CH30H] (ver figura 6.23). 

IW- 

CH5NO2  (b) 

IM+ H+ CH30HJ 

e 

a. 

H 

JI 	ii ¿iI 	L.LL IjI J LJjlJJJ 	 

Figura 6.23. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 3. 

La inspección del espectro de 'H-RMN del compuesto 3 (Figura 6.24.) mostró 

resonancias de cuatro protones de un grupo arilo (&H 7.63, 1H, d, H1-4; 7.13, 11-1, t, H1-5; 

7.55, 1H, t, H1-6; 6.92, lH, d, H1-7) y un protón enlazado a un N (SH  8.09, 1H, bs, H1-9). 
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Figura 6.24. Espectro de 'H-Rv1N del compuesto 3 en CDC13. 

Los desplazamientos químicos del espectro de '3C-RMN (figura 6.25) reveló la presencia 

de dos carbonilos (&c 159.01, 182.75), cuatro carbonos de un grupo arilo (6c 125.86, 

124.05, 13 8.64, 112.21) y  dos carbonos cuaternarios (&c 118.75, 148.98). 
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La estructura química de 3, detallada en la Figura 6.22, se detenninó a través de la 

comparación de la información provista por los espectros de protón y carbono con los 

datos reportados en la literatura (da Silva et al., 2001; Aboul-FadI et al., 2012 y 

Premanathan et al., 2012). Los desplazamientos de 1D RMN del compuesto 3 coinciden 

con los datos reportados para el ¡satín (ver Cuadro 6.4). Además, se analizaron los 

espectros bidimensionales COSY, HSQC y HMBC (ver apéndice). 

Cuadro 6.6. Comparación de los desplazamientos químicos de 'H y 13C-RMN de isatín y del compuesto 3. 

V 
No. 

1 

'C6(jpm) TT8(ppm) 

¡satín" 
AL- 

159.6 

"no p. 3. 

159.01 

batính  Comp. 3 Mult. 

- 	. C,carbonilo 

2 182.6 182.75 - C, carbonilo 

3 118.0 118.18 - - C, amo 

4 125.8 125.86 7.65 7.63 d CH, arilo 

5 124.0 124.05 7.14 7.13 t CH, arito 

6 138.6 138.64 7.53 7.55 t CH, arito 

7 112.4 112.21 6.77 6.92 d CH, arito 

8 149.3 148.98 - - - C, arilo 

9 - - - 8.09 brs NH 

Comp. 3: Compuesto 3. Datos tomados de 'da Silva et al., 2001 y bAboulFadl et al.. 2012. 

Figura 6.26. Estructura quimica de isatin. 
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El Isatín fue aislado por primera vez en 1989 de la bacteria marina Alteromonas sp. 

asociaiias a huevos de crustáceos, demostrando actividad antifúngica protectora contra el 

hongo patógeno Lagenidium callinectes (Gil-Turnes et aL, 1989). Además, varios de sus 

derivados han demostrado actividad antiproliferativa m vitro variable y promisoria contra 

la línea celular MCF-7 (Radwan etal., 2013). 
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6.4.4. Compuesto 4 

El compuesto 4 fue aislado como un polvo de color amarillo. Tiene la fórmula molecular 

C24H21N504, deducido por su espectro de masas de alta resolución ([M+H] obs. 

444.1569 miz, cale, para 444.1672 m/z), ver figura 6.27. 

Figura 6.27. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 4. 

En el espectro de 'I-I-RMN del compuesto 4 (figura 6.28) se observan la presencia de 

ocho protones de grupos fenilos (H  7.80, 1H, d, H1-7; 7.86, IH, dd, Hr8; 7.62. IH td, 

H1-9; 8.36, ¡FI, dd, H1-10; 7.45, IH, d, H1-24;• 7.31, IH, t, H1-25; 7.20, IH, td, Hj-26; 

7.36, IH, d, H1-27), tres metinos (6H 5.73, 1H, d, H1-14; 5.34, 1H, s, H1-18; 3.71, 111, qd, 

Hj-20), dos protones diastereotópicos de un metileno (&H 2.13, IH, d, H1-15; 2.98, IH, 

dd, H1-15) y dos metilos OH 2.06, 3H, s, 113-16; 1.07, 3H, d, 113-29). 
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Figura 6.28. Espectro de 'H-RMN del compuesto 4 en CDC13. 
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El espectro de 13C-RMN (Figura 6.29) registró resonancia para 24 carbonos. Tres 

grupos carbon.ilos de tres cetonas (c  170.85, 159.48, 170.28), siete carbonos 

cuaternarios (8c  84.16, 150.29, 146.27, 121.39, 87.02, 135.74, 138.29), ocho carbonos de 

grupos fenilos (6c  128.44, 134.93, 128.62, 127.02, 115.46, 130.26, 126.18, 124.85), tres 

metinos (8c  51.41, 87.16, 58.59), un metileno (c  31.40)  y  dos metilos (6c  24.63:  18.71). 
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Figura 6.29. Espectro de 'C-RMN de! compuesto 4 en CDC13. 

La estructura química del compuesto 4 (Figura 6.30) se detenninó mediante la 

comparación de los datos espectroscópicos experimentales, con los datos reportados en ¡a 

literatura para la fumiquinazolina C (Numata et al., 1992; Takahashi el al., 1995; 

/ 
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Afiyatullov et al., 2005; Han et al. 2007). Esta información se encuentra detallada en el 

Cuadro 6.7. 

Cuadro 6.7. Comparación de los desplazamientos químicos de 'H y DC.RMN  de Fumiquinazolina C y del 
compuesto 4. 

No. 
C & (ppm) IR 6 (ppm) 

- 	- Tipo 
FQC' Comp. 4 FQC' 	Comp. 4 MulL 

1 171.02 170.85 - 
8.04 

C, CO 
2 - - nv - NH 

3 8416 84.16 - 	- - - C 

4 150.39 150.29 C 

5 

6 146.32 146.27 - - - C 

7 128.45 - 128.44 7.78 7.80 d CH 

8 134.91 134.93 7.81 7.86 dd CH 

9 128.56 128.62 

127.02 - 
7.60 7.62 td CH 

10 126.98 8.35 8.36 dd CH 

11 

12 

121.34 121.39 . . C 

159.53 159.48 - - C,C=O 

13 - - 
14 51.39 51.41 5.72 5.73 d CH 

15 31.36 31.40 (a)2.14 
(b)2.98 

(a)2.13 
(b)2.98 

d(a) 
dd (b)  

CH2  

16 24.43 24.63 2.06 2.06 s CH3  

17 87.07 87.02 . . . 
s 

C 

18 87.07 87.16 5.34 5.34 CH 
NH 19 - - - 

20 58.61 58.59 3.71 3.71 qd CH 

21 170.90 170.28 - C, C=O 

22 . - 
- 23 135.73 135.74 - C 

24 115.46 115.46 7.45 7.45 d CH 

25 130.23 130.26 7.32 7.31 t CH 

26 126.17 126.18 7.19 7.20 td CH 

27 124.88 124.85 7.37 7.36 dd CH 

28 138.41 138.29 - - - C 

29 18.71 - 	18.71 1.06 1.07 d CH3  

FQC: Fumiquinazotina C; Comp. 4: Compuesto 4; n/v: No visible. Datos tomados de 1'akahashi et al., 1995. 
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Figura 6.30. Estructura química de Fumiquinazolina C. 

La Fumiquinazolina C fue reportada por primera vez en 1992 por Nuinata et al., 

producido por Aspergillusfumigatus aislado del tracto gastrointestinal de del pez de agua 

salada Pseudolabrus japonicus, el cual exhibió una actividad citotóxica moderada contra 

la línea celular P-388 de leucemia linfocítica. 
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6.4.5. Compuesto 5 

El compuesto 5 fue aislado como un polvo de color amarillo. Tiene la fórmula molecular 

C22H25N08, deducido por su espectro de masas de alta resolución ([M+H] obs. 432.1184 

mlz, cale, para 431 .43580m1z). Además, en el espectro de ma-vis está presente una señal 

de fragmentación a 348.0803 nilz, la cual indica la pérdida de 85 unidades de m/z y 

corresponde a un grupo C113-CH2-CH--CH-CH-Ofl (Figura 6.31). 

C22H25rO8  

1 

[M+ 11J 

t-I 
	.. 	

J lJ.JII 	Ji  
1  

Figura 6.31. Espectro de masas de alta resolución del compuesto S. 

El espectro de 'H-RMN (Figura 6.32) indica la presencia de tres grupos metinos 	4.70, 

1H, s, H1-9; 4.59, IH, d, Ht-10; 4.75, IH, m, H1-11), dos protones olefinicos (H  5.31, 

IH, dd, H1-12; 5.63, IH, m, H1-13), cinco protones de un grupo fenilo (H  8.32, 1H, dd, 

H1-19; 7.50, IH, t, H1 -20; 7.66, IH, m, H1-21; 7.50, IH, t, H1-22; 8.32,IH, dd, H1-23), un 
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metileno (&H 2.15, 2H, m, H2-14), dos metilos (&H 1.00, 3H, t, 1-13-15; 1.69, 3H, s, 1-13-16), 

un metoxi (&H 3.42, 3H, s, H3-OMe) y un NH (&H 7.87, IH, bs, H,-7). 

OMe 
	

16 
G10278 B Pl0np 

	
Mi0s) 
	

Mi1s 

0, 
1- 
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0.5 - 

0.4 

0.3 -01(dd)MO3(m)' 
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0.16 0060.080.17 0 07 0.070.08 0.08 0.08 	0.23 0.20 0.27 0.25 
u 	u 	u  UUU 	U 	Li 	U L-i U U 

1' 	••í 
8 7 6 5 	4 3 2 

................ 
1 ( 

Chemical Shift (ppm) 

Figura 6.32. Espectro de 'H-RMN del compuesto 5 en CD03. 
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El espectro. de 13C-RMN (figura 6.33) reveló la presencia de tres carbonilos (c  196.40, 

185.62, 194 82), cinco carbonos cuaternarios (c  166 42, 113 59, 92.66, 90 13, 132.24), 

tres metilos (c  73 13, 70.53, 70 66), dos carbonos olefmicos (c  126 41, 137 08), cinco 

carbonos de un grupo femio (c  130.68, 128.75, 134 80, 128 75, 130.68), un metileno (c 

2144), dos metilos (c  14.12, 6 01) y  un O-CH3  (c  51.74) 

I 	1O 	1O 	1O 	 40 	26 
Chentcai Shrft (ppm) 

Figura 6.33. Espectro de DCRMN  del compuesto 5 en CDCI3  

En el Cuadro 6 8 se encuentra la comparación de los datos espectroscópicos 

expenmentales del compuesto 5 con los datos reportados en la literatura para Pseurotina 

A (Schmeda-Hirschmann et al, 2008 y  Pinheiro et al., 2012). La estructura química de 

Pseurotina A se detalla en la Figura 6.34. 
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Cuadro 6.8. Desplazamientos químicos de 'H y '3C-RMN del compuesto S. 

1 

166,42 - 2 166.7 - C 

3 113.5 	1 113.59 - - - C 

4 196.5 196.40 - C=O 

5 

6 

92.6 92.66 - . - C 

185.8 185.62 - - - c=O 

7 - 	- - 8.19 7.87 bs NH 

8 90.4 90.13 - - - C 

9 73.1 73.13 4.70 4.70 s Cl-1 

10 

11 

70.6 

70.6 

70.53 4.59 4.59 d 

m 

CII 

70.66 

126.41 

4.75 4,75 CH 

12 - 126.5 5.31 5.31 dd CH 

13 136.9 	137.08 5.61 5.63 m CH 

14 

15 

16 

	

21.4 	21.44 

	

14.0 	14.12 

2.05-2.25 2.15 

1.00 

m 

t 

Cf12  

CH3 0.99 

- 6.0 6.01 1.68 1.69 s 

- 

CH3  

17 195.0 194.82 - - - c=o 

- 

128.7 

a 

134.8 

132.24 - - 

8.32 

- c 

19 130.68 
-- 

8.31 - dd C11, arilo 

20 

21 

22 

128.75 
- 

134.80 

7.49 7.50 1 CH, arilo 
-- - 

7.65 7.66 ni CH, anlo 

128.75 

130.68 

- 
7.49 7.50 t CH, arilo 

23 

OMe 

8.31 

3.41 

8.32 

3.42 

dd 

s 

CH, arilo 

CH3 51.8 51.74 

Comp. 5: Compuesto S. Datos tomados de' Pinheiro et al., 2012. 
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21 

Figura 6,34. Estructura química de Pseurotin A. 

Pseurotin A fue aislado en primera instancia del cultivo de Pseudeurotium ovalis 

(Ascomycetos) y se ha reportado su efecto moderado contra las bacterias Erwinia 

carolovora y Pseudomonas syringae y una baja toxicidad sobre fibroblastos humanos de 

pulmón (Schmeda-Hirschmanna et al., 2008). Además, tiene una buena actividad 

antileishmania (Martínez-Luis et al., 2012) e inhibe la producción de ininunoglobulinas 

E (IgE) in vitro (Ishikawa et al., 2009). 

6.5. Actividad biológica de los compuestos 

La actividad anticancerígena y antiparasitaria contra enfermedades tropicales así como la 

actividad antibacteriana y antifúngica de los cinco compuestos aislados, fue evaluada 

frente a la línea celular MCF-7, Plasmodiumfalciparum, Tripanosoma cruz¡, Leishmania 

donovani, bacterias patógenas (S. aureus, E. coli, A. baumanii, P. aeruginosa, C. 

albicans, Staphylococcus sp, Bacillus sp., Enterobacier sp.!, Enterobacter sp. 2y Vibrio 

sp.) y hongos blanco (A. fumigatus, E. unguis, 10A, 10 By P. citrinum). 
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La hipótesis de este estudio sugería que los compuestos con actividad anticancerígena, 

antiparasitaria y antibacteriana aislados de los cocultivos eran producidos por la bacteria 

marina Pseudoalteromonas sp, pues este microorganismo inhibía el crecimiento de los 

hongos endófltos tanto en los cocultivos en medio liquido como en medio sólido (ver 

Figuras 6.4 y  6.5). No obstante, contrario a lo que se pensaba en un principio, la mayoría 

de los compuestos purificados (Compuestos 1, 2, 4 y  5) provenían de los hongos 

endófltos y tan solo un compuesto (Compuesto 3) fue de origen bacteriano. En el Cuadro 

6.9 se detallan los resultados de los bioensayos de los cinco metabolitos secundarios 

aislados 

El compuesto 1 (ghotoxina) fue el responsable de la actividad contra F falciparum 

(88.41/1 0 IC), T cruz: (83 70/5 IC), L donovan: (66 8% IC) y MCF-7 (0.2% C) Presentó 

una concentración media inhibitoria (1050) de 0.74 hM contra cáncer. También exhibió 

actividad inhibitoria contra las bacterias S aureus (85.7% IC), E col: (992% ICI A 

baumanu (97.1% IC), Staphylococcus sp (913% IC), J.3acillus sp (97.61/11 IC), 

Enterobacter sp 1 (71.7% IC) y V:bno sp (17 mm). Por otro lado, fue Inactivo contra 

los hongos blancos 

Los compuestos 2 (bis-metil-gliotoxina), 4 (furmqumazolma C) y  5 (Pseurotin A) fueron 

inactivos frente a todos los bioensayos disponibles en el laboratorio 

Por su parte, el compuesto 3 (Isatin), demostró actividad sobre Staphylococcus sp 

(86.4% IC), Enterobacter sp .1 (96.1% IC) y Vibrio sp (8 mm). Fue inactivo contra los 

hongos endófitos en estudio. 
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Cuadro 6.9. Actividad biológica de los compuestos aislados. 

Compuestos 

Bioeosayos Compuesto 1 Coiipuesto 2 Coipuieto 3 Compuesto 4 	Compnrto 5 

Cáncer y enfermedad 
ttopk*Ic* W. 1 k 
P.faicparum A(884) 1 1 1 

T.crzc A(83.7) 1 1 1 1 

L.donovani M(66.8) 1 1 

MCF-7 A(0.2)  

Cepsa ATCC 

S aures  

E.coli A(99.2) 1 1 1 1 

4.bawnanü A97.I 1 1 1 1 

P.aervmosa 1 1 1 ¡ 1 

C.albicans 1 ¡ 1 1 1 

aetertas patógenas - 

MI 
- - 	- 

Ssapkylococcus.sp. A(1.3) A (86.4) 

Bacillus sp. A(97.6) 1 1 1 1 

£ni,erobaclersp.! M(71.7) 1 A(96.1) 1 1 

£nerobacter sp. 2 1 1 1 1 1 

Vibrio sp A07) 1 M (8) 1 

Jioiibjjco 
1 - 

A. fwrngaiu.s  

E.zmgui.s 1 1 

lOA 1 1 1 1 1 

¡OB  

P.ciiri,mm 1 1 1 1 1 

Compuesto It Oliotoxma; Compuesto 2: Bis(meil)giiotoxina, Compuesto 3: ¡satín; Compuesto 4: Fumiquinazolina C; Compuesto 5: 
Pseurotin k 
A: Activo, M: Moderadamente activo, It inactivo, Datos expresados en % de inhibición de crecimiento (Malaria, Chagas LcIs1unaaia 
cepas ATCC, bacterias y hongos blanco), en % de crecimiento (Cáncer) y diámetro de halo de inhibición en mm ( Vi&o ..). 
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A pesar de que la inhibición de crecimiento de los hongos endófitos por acción de 

Pseudoalteromonas sp fue evidente, especialmente en los medio de cultivo sólido, no 

fue posible aislar el o los compuestos antifúngicos bajo el protocolo de fermentación y 

extracción estándar del laboratorio. Es posible que los compuestos son oxidables o 

fotolábiles y se degradan al dejarlos expuestos durante el periodo de incubación (medios 

de cultivo líquido), liofilización (medios de cultivo sólido), extracción, fraccionamiento y 

concentración de los extractos 

Estudios previos con cepas de Pseudoalteromonas aisladas en Panamá, que fueron 

trabajados en la Universidad de San Diego (California), revelaron que estas bacterias 

producen compuestos denominados alterochromides, los cuales son metabolitos 

secundarios antifúngicos que se producen solo en condiciones de oscuridad. Por lo tanto, 

es posible que las bacterias de. este estudio produzcan los mismos tipos compuestos y eso 

explicaría que no se haya encontrado actividad antifúngica en los extractos y fracciones 

que fueron procesados bajo la luz. 



7. CONCLUSIONES 

Los compuestos aislados con actividad biológica en este trabajo de investigación fueron 

identificados únicamente cuando las bacterias marinas Pseudoalteromonas sp y los hongos 

endófitos (A Jlmigarus y E unguis) fueron fermentados en medios de cultivos líquidos 

mixtos, mientras que permanecieron indetectables cuando se cultivaron individualmente y 

en medios de cultivo sólido 

Se infiere que la interacción bacteria-hongo resultó en la activación de distintos clusters de 

genes de sintetavs de péptidos no ribosomales (NRPS) y policétidos sintetsas (PKS) de los 

hongos endófitos A fumigalus y E unguis, los cuales codifican para complejos 

multienzimáticos responsables de la producción de gliotoxina, bis(metil)gliotoxma, 

funiiquinalozina C y pseurotina A. 

La gliotoxina, fue el compuesto responsable de la actividad biológica encontrada frente a los 

ensayos anticancerígenos (MCF-7), antiparasitarios (P falciparum, T cruzi y L donovani) y 

antibactenanos (S aureus, E coli, A baumanu, Staphylococcus sp, Bacillus sp, 

Enterobacter sp 1 y  Vibrio sp). Por otro, lado el ¡satín presentó actividad antibactenana 

contra Staphylococcus sp, Enterobacter sp 1 y  Vibrio sp La bis(metil)gliotoxina, forma 

reducida y metilada de la gliotoxina, así como la flinuquinazolina C y pseurotina A fueron 

inactivos frente a los bioensayos disponibles en el laboratorio. 

Los compuestos antifúngicos producidos por Pseudoalteromonas sp no fueron identificados 

en este trabajo, pues se sospecha que son metabolitos fotosensibles que se degradaron 
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durante el procesamiento de los extractos bajo los protocolos de trabajo estándares de 

laboratono El empleo de nuevas tecnologías basadas en las imágenes producidas por 

espectrometría de masas (MALDI-TOF imaging) podría ayudar a acelerar el proceso del 

descubrimiento de estos compuestos con actividad antifúngica. 

El descubrimiento moderno de nuevos anticancerígenos, antiparasitarios y antiimcrobianos 

todavía depende en gran medida de los productos naturales. El presente trabajo de 

investigación es tan solo una pequeña demostración de que los bosques tropicales y recursos 

marinos representan fuentes adecuadas y prometedoras para la bioprospección de hongos 

endófitos y bacterias marinas Debido a la gran biodiversidad panameña, existe la posibilidad 

de aislar miembros de géneros que no han sido previamente recolectados, incluyendo 

especies potencialmente nuevas y con bioactividades nunca antes descritas. 

Considerando los altos niveles de heterogeneidad de las poblaciones microbianas y de sus 

medios ambientes, la tarea de entender qué tan compleja es la interacción de los 

microorganismos es un trabajo de gran envergadura No obstante, la asociación de 

microorganismos en cocultivos simula un escenario más real de lo que ocurre en la 

naturaleza en comparación a los métodos de fermentación convencionales y plantea 

argumentos importantes con respecto a la base molecular de tales interacciones microbianas 

con probable importancia ecológica. Con las incontables posibilidades de combinación de 

microorganismos y el incremento de sofisticados métodos de aislamiento químico y de 

determinación estructural, el potencial de la fermentación mixta de microorganismos en el 

descubrimiento de drogas de productos naturales parece marcar un futuro promisorio 
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8. RECOMENDACIONES 

Futuros estudios sobre la interacción de estos y otros microorganismos no solo podrían 

proporcionar conocimientos fundamentales en la comunicación y antagonismo microbiano, 

sino también pueden conducir potencialemente al descubrimiento de compuestos bioactivos 

que de otro modo pasarían desapercibidos. 

También se sugiere la utilización de nuevas herramientas basadas en imágenes producidas 

por espectrometría de masas (MALDI-TOF imaging) y redes moleculares formadas por 

espectrometría de masas-masas (MS2  molecular networking) para estudiar las interacciones 

microbianas y acelerar el proceso de descubrimiento de compuestos con actividad 

antifúngica que no pudieron ser aislados empleando protocolos estándares de laboratorio. 
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10. 1. Comparación de fracciones de los extractos de cultivos individuales y cocultivos de 

los microorganismos 

Comparación de los espectros H-RMN y cromatogramas de las fracciones B, C y D de los 

cultivos individuales y cocultivos en medio líquido y sólido. 
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Figura 10.1. Comparación de los espectros H-RMN de las fracciones B de los extractos de cultivos en medio 

liquido. 

Figura 10.2. Comparación de los espectros de 'H-RMN de las fracciones C de los extractos de cultivos en 
medio liquido. 
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Figura 10.3. Comparación de los espectros de 'H-RMN de las fracciones D de los extractos de cultivos en 

medio líquido. 

Figura 10.4. Comparación de los espectros de 'H-RMN de as fracciones C de los extractos de cultivos en 

medio sólido. 
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Figura 10.5. Comparación de cromatogramas de HPLC fracciones B de los extractos de cultivos en medio 

líquido. 
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FiguralO.6. Comparación de cromatogranias de HPLC fracciones C de los extractos de cultivos en medio 

liquido. 
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Figura 10.7. Comparación de cromatogranlas de UPLC fracciones C de los extractos de cultivos en medio 
sólido. 
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10.2. Análisis de comparación de compuestos químicos aislados 

Compuesto 1 

- Gliotoxína - 

La evaluación de los cromatogramas de las fracciones activas sirvió para comprobar que los 

compuestos GL0278 B P6, GL0279 C P3 y GL0279-2 C PS tienen el mismo tiempo de 

retención de 62.5 minutos. 

ig.ra 10.8. Comparación de los cromatogramas y espectro UV de las fracciones activas GL0278 B, GL0279 

C y 0L0279-2 C. 

Este compueto fue aislado de los cocutivos en medio líquido mas no de los cocultivos en 

medio sólido. 
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El análisis de los espectros de'H-RMN y 13C-RMN, así como los espectros de masas de alta 

resolución sirvieron para confirmar que en efecto se trataba de la misma entidad química, ya 

que tienen los mismos desplazamientos químicos y peso molecular. 
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'r .?I1 Jtim- 4v 

FiguralO.9. Comparación de espectros de protones y carbono de GL0278 B P6, GL0279 C P3 y GL0279-2 C 

P5. 
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Figura 10.10. Comparación de espectro de masas de GL0278 B P6, 0L0279 C P3 y 

GL0279-2 C P5 
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compuesto tuvo un tiempo de retención de 85.0 minutos. 
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Compuesto 2 

- Bis(metil)gliotoxina - 

La Bis(metil)gliotoxina fue aislada de los cocultivos en medio liquido GL0278 y GL0279. El 

FiguralO.1I. Comparación de los cromatogramas de las fracciones 00783 y  GL0279 C. 
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Compuesto 3 

-Isatín- 

La evaluación de los cromatogramas correspondientes a las fracciones (3L0278 B, (3L0279 

C y GL029-2 C demostró la presencia de ¡satín, el cual tuvo un tiempo de retención de 55.5 

minutos. 
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20 

Figura10J2. Comparación de los cromatogramas de las fracciones GL0278 B, GL0279 C y GL0279-2 C. 

Este compueto fue aislado de los cocutivos en medio liquido mas no de los cocultivos en 

medio sólido. 
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Compuesto 4 

- Fumiquinazolina C - 

La fumiquinazolina C fue purificada de los cocultivos en medio líquido (3L0279-2 y del 

medio sólido (3L0278 MS 1. Presentó un tiempo de retención de 66.1 minutos. 

FiguralO.13. Comparación de os cromatogramas de las fracciones GL0279-2 C y GL0278 MS 1 C. 
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Compuesto 5 

- Pseurotin A- 

Pseurotin A fue obtenido de los cocultivos en medio liquido GL0278, GL0279 y en medio 

sólido 0L0278 MS 1. Presentó un tiempo de retención de 71.5 minutos. 

mAli 

MO 

3L0278MS1CP6 

	

: 	

-- 

 

3000 
b LO279CP4 

. --. 

2000 

1000 
LO278 B P7 

	

o 
	 - 

1 	 • 	1 
60 	 100 	120mq 

FiguralO.14. Comparación de los cromatogramas de las fracciones 0L0278 B, GL0279 C y GL0278 MSI. 
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10.3. Análisis bi-dimensional de resonancia magnética nuclear (RMN) 

Compuesto 1 

(Gliotoxina) 

Gt.0279..C..P3 COSY-2. 
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FiguralO.15. COSY del Compuesto 1 en CDCI3. 
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Figura 10.16. HSQC del compuesto 1 en CDCI3. 
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Figura 10.17. FLMBC del compuesto 1 en CDCI3. 
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Cuadro 10.1. Asignaciones espectroscópicas del Compuesto 1 en CDC13  

No. 

HSQC ('H-'3C) 

Tipo 

COSY 

('H-'H) 
J 

ILMBC 

(1H-13C) 13C 8 (ppm) (ppm), 

Mult. 

1 166.01 - C, carbonilo -. 10,3 

2 - - N - 

- 

- 

1, 3 2' 2746 3.20,s CH3, N metilo 

3 75.55 - C, cuaternario .. 3 

3' 60.74 (a) 4.4 1, d 

(b) 4 26, d 

CH2, 1H's 

diastereotópicos 

4 

4 165.37 - C, carbonilo - 3', 5', 10' 

5 - - N - - 

5' 69.83 4.8 1, s CH 6 6, 7, 9 

6 7315 4.81,s CH 5',7 8,9' 

7 130.05 5 99, m CH 6,8 5',9 

8 123.27 5 93, m CH 7,9 6,9' 

9 120.24 5 78, d CH 8 5',7, 10 

9' 130.69 - C, cuaternario - 6, 8, 10' 

10 36.58 (a) 3 74,td (b) 

2.95, d 

CH2, 'H 

diastereotópicos 

- 1, 5',9 

10' Debajo del pico 

de CDC13 

- C, cuaternano - 4,5',9' 
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Compuesto 3 

(Isatín) 
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Figura 10.18. COSY del compuesto 3 en CDCI3. 
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Figura 10.19. HSQC del compuesto 3 en CDCI3. 
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FiguralO.20. HMBC del compuesto 3 en CDCI3. 
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Cuadro 10.2. Asignaciones espectroscópicas de RMN del compuesto 3 en CDC13  

No. 

HSQC 

'3C 	(ppni) 

('H-13C) 

ii(ppm), Mult. - Tipo 

COSY 

('H-'}I) 

IJMBC 

('H-13C) 

1 15901 - C,carbonilo - - 

2 182.75 - C, carbonilo - 4 

3 11818 - C,anl - 5,7 

4 125.86 7.63, d CH, anl 5 2, 6, 8 

5 124.05 713,t  CH, anl 4,6 3,7 

6 13864 755,t  CH, anl 5,7 4,8 

7 112.21 6.92, d CH, aril 6 5,3 

8 148.98 - C,anl - 4,6 

9 - 8.09 NIl - 
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Compuesto 4 

(Fumiquinazolina C) 
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Figura 10.21. COSY del compuesto 4 en CD03. 
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Figura 10.22. HSQC del compuesto 4 en CD03. 
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Figura 10.23. HMBC del compuesto 4 en CDCI3. 
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Cuadro 10.3. Asignaciones espectroscópicas de RMN del compuesto 4 en CD03. 

No. 
HSQC ('H- 3C) 

Tipo 
1H &(ppm),  

COSY HMBC 
3C & ppw) 

Mult. 
1 170.85 - C, carboniio - 1 5H 

2 - 8.04 NH - - 

3 84.16 - C - 
4 150.29 - C 14H, 16H 

5 - - - - 
6 146.27 C SH, IOH 

7 128.44 7.78, d CH 8 9,11 

8 134.93 7.8 1, dd CH 7,9 6C, 10 

9 128.62 7.60, td CH lO 7, lic 
10 127.02 8.35, dd CH 9 6C, 8,12C 

11 121.39 - C - 79,911, 

12 159.48 - C, carbonilo - JOB, 14H 

13 - - - - - 
14 51.41 5.72,d CH 15 4C, 12C, 17C 

15 31.40 (a) 2.14, d 

(b)2.98,dd 

CH2  14 1 C, 18,28C 

16 24.63 2.06 CH3  - 4C 

17 87.02 - C - 14H,27H 

1$ 87.16 5.34 CH - 15, 20,21C,23C,28C 

19 NH - - 
20 58,59 3.71 CII 29 18 

21 170.28 - C, carbonilo - 1811, 29H 

22 - 
C 23 135.74 - 18H,25H,279 

24 115.46 7.45 CH 25 26,28C 

25 

26 

130.26 7.32 CH 24,26 23C,27 

126.18 7.19 CH 26,27 24,28C 

27 124.85 7.37 CH 26 PC, 23C,25 

28 138.29 - C - 1811,2411,2611 

29 18.71 1.06 CH3  20 21C 
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Figura 10.24. COSY del compuesto 5 en CDC13. 
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Figura 10.25. HSQC del compuestO 5 en CD03. 
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FiguralO.26. I-IMBC del compuesto 5 en CDCI3. 



10.4. Resultados de los bioensayos anticancerígenos y contra enfermedades causadas por parásitos tropicales 

Cuadro 10.4. Resultados de los bioensayos de los cultivos en medio líquido. 

    

     

FraccIones 

M 

- 

C M 

Cultivos Individuales 

T 

GLO211 

L T 

GL0271 GL0272 

L C M T L 

Crudo 22.0 0.0 13.4 100 18.8 4.4 0.0 54.2 10.3 0.0 12,5 43.9 

(A) 10.4 0.0 11.5 100 15.5 9.9 1.5 100.0 7.5 0.0 2.9 45.5 

(13) 6.2 0.0 32.2 lOO 13.9 11.1 4.1 95.6 9.4 0.0 3.4 64.8 

(C)  12.9 0.0 20.3 100 16.4 16.5 47.1 50.3 18.2 0.0 25.0 25.7 

(D)  20.0 0.0 21.9 98.5 14.8 13.3 46.5 43.9 16.6 0.0 45.6 38.9 

46.2 0.0 10.8 100 7.3 12.2 6.1 66.7 11.4 0.0 33.7 40.3 

GLO2I 1: Pseudoal:eromonas sp.; GL0271: A.fwnigatus; GL0272: E. unguis 

M. Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leisbnianiasis, C: Cáncer. Expresados en % inhibición de crecimiento para M, T  L; y % de crecimiento para

EA  
	C. 

Activo  a  Moderadamente activo Fl  Inactivo 



Cuadro 10.5. Resultados de los bioensayos de los cocultivos en medio líquido. 

  

      

Fracciones Cocultivos 

GL0278 GL0278-2 GL0279 GL0279-2 

T 1. C M 1 1. (: M 1' 1. 	C 	Ml 1, C 

Crudo NE  33.7 NE  43.8  NE  0.0 NE 50.5 24.6 30.8 46.4 	1 32.5 0.0 58.7 50.1 

(A) NE 19.7 NE95.3 NE  8.6  NE  95.0 2.5 0.0 0.0 100 4.4 0.0 0.0 100.0 

(13) NE 22.2  NE 22.7 NE  18.6 NE  74.0 20.1 0.0 22.3 100 9.9 3.0 7.1 

63.2 

100.0 

384 (C)  NE 30.3  NE  23.2  NE 18.4  NE 42.7 36.7 79.5 78.3 2.1 20.8 78 

(D)  NE 0.0  NE  45.1  NE 16.7  NE 49.0 58.4 7.7 63.5 9.1 36.6 4.4 41.7 59.7 

(E)  NE 0.0  NE 92.7  NE 7.7  NE  90.8 20.7 6.7 22.3 100 4.4 0.0 4.9 96.1 

(F)  NE 0.0  NE  98.4  NE  1.6  NE 90.6 23.7 2.0 8.4 90.5 5.6 3.0 0.0 86.3 

GL0278: Pseudoalteromonas sp. vs A. fumigatus; GL0279: Pseudoalteromonas S. vs E. unguis. 

M: Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leishmaniasis, C: Cáncer. Expresados en % inhibición de crecimiento para M, T  L; y % de crecimiento para C. 

Activo 	Moderadamente activo 	Inactivo 

NE: No ensayado 



Cuadro 10.6. Resultados de los bioensayos de los cultivos en medio sólido. 

Fracciones Cultivos Individuales 

GLO2I1 MS GL0271 MS 

Ni f L C M 1 L C 

Crudo 22.6 0.0 0.0 98.3 22. 0 0. 0 13.4 100  

(A)  12.1 0.3 1.9 98.0 10. 4 0. 0 11.5 100  

(B)  11.0 0.0 0.0 100.0 6. 2 0. 0 32.2 100  

(C)  19.5 0.6 5.2 95.6 12. 9 0. 0 20.3 100  

(D)  14.8 0.0 18.7 95.2 20. 0 0. 0 21.9 98.5  

(E)  11.4 0.0 7.9 100.0 46. 2 0, 0 10.8 100  

(F)  4.5 7.5 8.4 99.8 
32. 0 0. 0 24.0 100  

GLO2I 1 MS: Pseudoa!teromonas sp.; GL0271 MS: A. fumigatu.s. 

M: Malaria, T: Enfermedad de Chagas, L: Leishmaniasis, C: Cáncer. Expresados en % inhibición de crecimiento para M, T  L; y % de crecimiento para C. 

Activo 	Moderadamente activo 	Inactivo 



Cuadro 10.7. Resultados de los bioensayos de los cocultivos en medio sólido. 

Fracciones [ 	 Cocultivos 

GL0278 MS 1 GL0278 MS 2 GL0278 MS 3 GL0278 MS 4 

M 1 L C M T L C M T L C M T L C 

Crudo 34.5 0.0 5.3 61.6 11.0 10.8 0.0 58.3 32.8 0.0 6.8 47.7 13.7 10.8 0.0 47.8 

(A) 19.8 0.0 0.4 106.9 5.7 6,0 0.0 94.6 17.8 0.0 10.6 92.4 15.4 0.0 0.0 100.0 

(8) 12.3 0.0 1.2 69.6 4.6 1.5 0.0 100.0 10.0 0.1 5.6 93.4 11.8 1.5 0.0 99.5 

(C)  36.4 2.16 19.5 35.5 13.2 11.9 9.9 53.0 35.9 1.3 38.4 24.5 39.9 3.7 56.7 40,6 

(D)  44.5 6.86 55.0 6.0 23.8 13.9 43.9 57.0 37.5 0.0 12.5 61.5 25 4.1 45.5 59.4 

(E)  8.0 3.82 9.5 72.0 4.9 0.0 1.7 99.0 7.3 0.6 2.5 64.9 19 7.6 2.3 100.0 
21.9 0.3 3.6 85.1 1.2 1.4 0.0 98.5 8.3 2.1 2.0 90.4 1.7 0.2 0.0 96.1 

GL0278 MS 1-4: Pseudoalteromonas sp. Vs. A. fumigatus 

M: Malaria, T. Enfermedad de Chagas, 1: Leishmaniasis, C: Cáncer. Expresados en % inhibición de crecimiento para M, T  L; y % de crecimiento para C. 

Li Activo  9  Moderadamente activo il Inactivo 


