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RESUMEN

Las actinobacterias son los organismos procariontes mds importantes, econdmica Yy
biotecnoldgicamente hablando. Son responsables de la produccion de la mitad de los compuestos
bioactivos que se han descubierto, la mayoria son antibidticos, agentes antitumorales,
inmunosupresores y enzimaticos. En diciembre de 2011, previo a la realizacion de éste trabajo,
se llevo acabo el aislamiento de actinobacterias de sedimento marino en Isla Verde, Veracruz y
Los Arcos, Puerto Vallarta. Se han reportado bioensayos con estas actinobacterias con un alto
potencial anticancerigeno de los extractos crudos contra células de cancer colorectal (HCT-116).
En este trabajo se llevo acabo la extraccion de metabolitos de las cepas CNY-484 y CNY-528
pertenecientes al género Actinoalloteichus con acetato de etilo, para posteriormente probar su
actividad anticancerigena contra seis diferentes lineas celulares de cancer (colon, higado,
pulmoén, cervicouterino y mama) y su actividad citotdxica contra una linea de fibroblastos
humanos. Se midi6 la supervivencia celular por medio de un andlisis colorimétrico,
normalizando los resultados con el C- (DMSO 1%). El extracto crudo de CNY-484 presento la
mayor reduccion de la supervivencia celular en la linea de cancer cervicouterino HeLa con 91%
(**p<0.01), mientras que el extracto crudo CNY-528 presentd6 una disminucion del 93%
(**p<0.01), en la linea celular de cancer de pulmén H1299. Sin embargo, ambos extractos
resultaron citotoxicos para la linea celular L929 de fibroblastos humanos presentando una
disminucién de la supervivencia celular de 75% (*p<0.05) para el extracto CNY-484 y 80% para
CNY-528. Con base en los resultados obtenidos, se considera que los extractos de
actinobacterias poseen metabolitos con alta capacidad anticancerigena y tienen potencial

farmacoldgico para desarrollar nuevas terapias contra el cancer.
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I. INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la segunda causa de muerte a
nivel mundial y fue responsable de 9.6 millones de defunciones en 2018; se identifican cinco
tipos de céancer responsables del mayor nimero de fallecimientos: pulmonar, hepatico,

colorrectal, gastrico y de mama.

El cancer es un término que involucra un grupo de mas de cien diferentes enfermedades que
surgen cuando hay defectos en la regulacion fisioldgica que causan una proliferacion sin

restricciones de células anormales (Sivakumar et al., 2007).

Las terapias convencionales incluyen la cirugia, inmunoterapia, radioterapia y la quimioterapia,
que consiste en el tratamiento con distintos tipos de farmacos. La quimioterapia puede tener
distintos efectos secundarios ya que la habitual falta de especificidad, debido al desconocimiento
de las dianas moleculares afectadas, hace que los compuestos no disciernan entre células
neoplésicas y sanas (Sarmiento-Vizcaino, 2016) por lo cual existe una necesidad urgente de
encontrar nuevos agentes terapéuticos que sean mas especificos para el tratamiento del cancer

(Adrian & Collin, 2018).

Dentro de la busqueda de estos nuevos agentes terapéuticos se encuentran los productos
naturales, también llamados metabolitos secundarios, los cuales se definen como pequefias
moléculas organicas producidas por un organismo, que no son esenciales para su crecimiento,
desarrollo y reproduccion (Dewick, 2002) y que juegan un rol importante en la adaptacion del
organismo ante situaciones estresantes como escasez de nutrientes, presencia de depredadores,
bajas temperaturas, etc (Bourgaud ef al., 2001).

De los principales productores de metabolitos secundarios con actividad bioldgica en la
naturaleza, se encuentran las actinobacterias, entre las que destaca Streptomyces como principal

género productor (Sarmiento-Vizcaino, 2014).

Las actinobacterias son bacterias gram-positivas, con alto contenido de guanina y citosina en su

ADN, se encuentran ampliamente distribuidas en ecosistemas terrestres y acuaticos,



principalmente en el suelo donde desempenan un rol importante en la descomposicion de materia
organica (Sharma et al., 2014; Dhanasekaran & Jiang, 2016).

La mayoria de los metabolitos secundarios se han encontrado en actinomicetos terrestres; sin
embargo, la tasa de descubrimiento de nuevos metabolitos de actinomicetos terrestres esta
disminuyendo debido a la sobreexplotacion de estos por las industrias farmacéuticas y
agroquimicas. Por lo tanto, el descubrimiento de taxones nuevos o raros se ha convertido en un
foco importante en la busqueda de la proxima generacion de agentes farmacéuticos (Hug et al.,
2018) siendo el sedimento marino una fuente potencial para el aislamiento de actinobacterias
productoras de importantes compuestos bioactivos como el Salinosporamide A obtenido a partir
de Salinispora tropica aislada de sedimentos del Golfo de California, México (Torres-Beltran,

2009).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se probo la bioactividad anticancerigena de dos
extractos crudos (CNY-484 & CNY-528) de actinobacterias marinas frente a seis lineas celulares

de cancer y la bioactividad citotoxica frente a una linea de fibroblastos humanos.



II. ANTECEDENTES

2.1 El cancer y su funcionamiento

Segun el Instituto Nacional del Cancer, el cancer es el nombre dado a las enfermedades en las
que hay células anormales que se multiplican sin control y pueden invadir los tejidos cercanos.

Hanahan y Weinberg, (2000) propusieron un modelo que define las seis propiedades que
adquiere y caracterizan a un tumor maligno: potencial replicativo ilimitado, autosuficiencia en
sefales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento, evasion de la apoptosis,

angiogénesis mantenida y capacidad de invadir tejidos y generar metastasis (Fig. 1).

Auto-suficiencia Insensibilidad
en senales de a senales anti-
crecimiento crecimiento

Inmortalidad Invasion de
Evasion de tejidos y
apoptosis metastasis

Capacidad de
division
ilimitada

Figura 1. Las seis caracteristicas del cancer. Modificada de Hannah & Weinberg, 2000.

Angiogenesis
constante

Una de las caracteristicas de las células tumorales es su alta tasa de proliferacion. A diferencia de
los tejidos normales, se pierde la homeostasis que regula cuidadosamente la entrada al ciclo de

division celular y por ende, el nimero de células y la arquitectura y funcion del tejido.



Normalmente, las células son estimuladas por sefiales externas de proliferacion (principalmente
factores de crecimiento) que activan receptores presentes en la superficie celular. Este evento
permite la activacion consecutiva de vias de sefializacion intracelular que regulan la progresion a
través del ciclo celular, el crecimiento de la célula, favoreciendo la supervivencia celular
(Hanahan & Weinberg, 2011).

La tasa de proliferacion aumentada de las células tumorales es favorecida por la evasion de los
mecanismos de regulacion negativa de la division celular, controlados por los genes supresores
de tumores. Estos genes actian a distintos niveles, limitando el crecimiento tumoral y la

proliferacion (Sanchez, 2013).

El crecimiento de los tumores estd condicionado por la tasa de muerte celular. La disminucion
del niimero de células ocurre principalmente por apoptosis, un mecanismo normal que mantiene
la homeostasis tisular. La apoptosis es activada por diversos estimulos, los que confluyen en vias
moleculares comunes y que culminan con la activacion de cisteinas proteasas llamadas caspasas,
las que llevan a cabo la degradacion celular hasta formar pequefios cuerpos apoptodticos que son

fagocitados por otras células (Strasser ef al., 2011).

Las células tumorales desarrollan mecanismos que les permiten evadir la apoptosis. Estos son:
= Alteracion en el balance de proteinas pro- y anti-apoptoéticas.
= Disminucion de la actividad de las caspasas

= Falla en la sefializacion del receptor de muerte

La mayor parte de las muertes asociadas a tumores sélidos se deben a la diseminacion a distancia
de las células tumorales y el consecuente desarrollo de metastasis. Del tumor primario, solo
algunas células adquieren mutaciones que les permite desarrollar el potencial de invadir el tejido
que las rodea (invasion) y posteriormente sitios distantes (metastasis). El establecimiento de una
metastasis ocurre en una serie de eventos consecutivos denominados cascada invasion-metastasis
(Fig. 2). A partir del tumor primario, las células comienzan la invasion local, continuando con la
intravasacion en vasos sanguineos o linfaticos y transito a través de estas vias, la salida de las
células desde estos vasos y entrada al parénquima de tejidos distantes (extravasacion),

concluyendo con la formacion de pequefios nddulos de células cancerosas (micrometastasis) que



crecen hasta desarrollar tumores macroscopicos (colonizacion) -clinicamente detectables

(Sanchez, 2013).

Tumor primario Invasion local Intravasacion

Arresto en
Extravasacion sitios distantes
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Formacién de S clinicamente detectables
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il 3 : . 2 g g
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Figura 2. Cascada invasion-metastasis. Obtenida de Sanchez, 2013.

La mayor parte de las células pueden pasar por un nimero limitado de divisiones celulares, lo
que se ha denominado limite de Hayflick. Cuando las células alcanzan este punto, pueden entrar
en dos estados no-proliferativos: la senescencia y la muerte por apoptosis. En los extremos de los
cromosomas hay secuencias multiples en tdndem, denominados telomeros, que se acortan
progresivamente en cada division celular hasta un punto que amenaza la estabilidad celular. Solo
algunas células del organismo (como las células germinales reproductivas) pueden sobrepasar
este limite y dividirse de manera indefinida, al igual que las células tumorales en un proceso
denominado inmortalizacion. En estas células se expresa la proteina telomerasa, una ADN
polimerasa que adiciona segmentos repetitivos a los extremos del ADN telomérico, evitando su
acortamiento. Esta proteina esta ausente en la mayoria de las células del organismo, pero se

expresa de manera funcional en cerca de un 90% de las células tumorales (Sanchez, 2013).



Durante el desarrollo de tumores, la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre-
existentes o angiogénesis es necesaria para suplir de nutrientes y oxigeno a los tejidos en
formacion. En el cancer, la estimulacion de la angiogénesis favorece el crecimiento tumoral y la
metastasis (Sanchez, 2013).

La angiogénesis estd regulada por diversas vias en las que participan moléculas anti- y pro-
angiogénicas que en tejidos normales se encuentran en balance. La pérdida de este balance en el
tejido tumoral favorece el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de células precursoras
endoteliales (Sun, 2012). El crecimiento tumoral genera hipoxia local que funciona como
estimulo para la produccion de citoquinas angiogénicas como VEGF, factor de crecimiento de

fibroblastos 2 (FGF-2) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) entre otras (Sanchez, 2013).

2.1.1 Apoptosis y su importancia en el desarrollo del cancer

La apoptosis es una muerte celular programada, dependiente de energia, altamente regulada, en
la cual la célula activa una cascada de sefializacion que conduce a la muerte celular sin
desencadenar una respuesta inflamatoria (Chen & Lai, 2009), el organismo mantiene la
homeostasis celular eliminando células dafiadas por medio de este proceso (Kroemer et al.,
2009).

Este proceso de muerte tiene dos vias ya caracterizadas que dependen de una cascada proteolitica
irreversible y amplificadora mediada por caspasas (Alberts et al., 2008).

La via extrinseca se activa mediante ligandos extracelulares que se unen a receptores de muerte
de la superficie celular, a diferencia de la via intrinseca que se activa por sefiales intracelulares
que se generan cuando las células experimentan estimulos de estrés (Romero-Espejo, 2017).

En la via extrinseca, los receptores de muerte celular reclutan las procaspasas -8 y -10 mediante
proteinas adaptadoras, formando el DISC; mientras que en la via intrinseca el citocromo ¢, que
se libera del espacio inter-membrana de las mitocondrias, activa a Afapl, que se ensambla
formando un apoptosoma, estructura que recluta y activa la procaspasa-9 (Fig. 3) (Romero-

Espejo, 2017).
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Figura 3. Via intrinseca de la apoptosis (Modificada de Alberts et al., 2008).

Los receptores de muerte de la superficie celular activan la via extrinseca de la apoptosis
(Alberts et al., 2008), que se produce tras la unién de ligandos extracelulares (mensajero de

muerte) que se unen a receptores de muerte de la superficie celular (Romero-Espejo, 2017).
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Figura 4. Via extrinseca de la apoptosis (Modificada de Alberts et al., 2008).

Los receptores de muerte poseen en su region intracelular el denominado dominio de muerte,
necesario para la activacion de la apoptosis (Alberts et al., 2008). Como se indica en la figura 4,

FasL (Ligando), induce apoptosis tras la uniéon a su receptor Fas; que tras su aleacion y



oligomerizacion se une a la proteina adaptadora FADD, a través de su dominio de muerte.
FADD a su vez, a través de su dominio efector de muerte, se une a la caspasa-8; formando el
complejo de senalizacion inductor de muerte (DISC), que finalmente activard una serie de
caspasas efectoras que inducirdn la apoptosis (Naval et al., 2004).

Un compuesto anticancerigeno ideal debe inhibir, detener o revertir la progresion del cancer a
través de su citotoxicidad o por sus propiedades para inducir apoptosis (Kumar ef al., 2012).

La eliminacion exitosa de las células cancerosas del cuerpo depende de la activacion de la

muerte celular por apoptosis (Oroz-Parra et al., 2016).

2.2 Caracteristicas generales de las Actinobacterias

Las actinobacterias son un grupo de bacterias Gram-positivas, en su mayoria aerobias, con un
alto contenido de guanina y citosina en su ADN, se encuentran ampliamente distribuidas en
ecosistemas terrestres y acuaticos, principalmente en el suelo, donde desempefian un rol esencial
en el reciclaje de biomateriales refractarios al descomponer complejas mezclas de polimeros de
animales, plantas y hongos muertos (Sharma, 2014; Dhanasekaran & Jiang, 2016; Evangelista-
Martinez et al., 2017).

Como podemos observar en la Figura 5, su crecimiento comienza con la germinacién de una
espora sobre un sustrato solido generando hifas que se ramifican a intervalos méas o menos
regulares y que se extiende radialmente. El micelio resultante, o micelio vegetativo, consiste en
hifas que o bien penetran en el sustrato o bien crecen sobre su superficie. Cuando crecen en un
sustrato solido como el agar, la red ramificada de hifas que desarrollan crece tanto sobre la
superficie del sustrato como en su interior, formando un micelio de sustrato. Muchas
Actinobacterias tienen un micelio aéreo que se extiende por encima del sustrato y forma esporas
asexuales, de pared fina, llamadas conidios o conidiosporas, en las puntas de los filamentos. La

formacion de esporas se desarrolla en respuesta a la privacion de nutrientes (Fernandez, 2005).
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Figura 5. Ciclo de vida de actinobacterias. Obtenida de
https://agrologia.wordpress.com/2015/10/26/actinomicetos/

Posteriormente, se desarrollan ramificaciones aéreas del micelio vegetativo que dan lugar al
micelio aéreo. Estas hifas aéreas sufren un proceso de diferenciacion que incluye por un lado
diferentes cambios morfoldgicos segln la especie y por otro la formacion de las esporas. El ciclo
de desarrollo se completa con la germinacion de las esporas y la expansion de la colonia (Pelaz-
Guerra, 2014).

El género Actinoalloteichus (Tamura et al., 2000), al cual pertenecen nuestros organismos de
estudio, se compone de cinco especies: Actinoalloteichus hymeniacidonis, Actinoalloteichus
hoggarensis, Actinoalloteichus nanshanensis y Actinoalloteichus spitiensis (Schaffert et al.,
2016). Los miembros de este género forman sustrato y micelio aéreo con agregacion de cadenas
de esporas rectas. Sus paredes celulares contienen acido diaminopimélico y son ricas en
glutamato, glucosamina y alanina. Los principales 4cidos grasos celulares son iso-Cis:o, anteiso-
Cis.0, 150-Ci6:0 y Ci7:0. La menaquinona predominante es MK-9(H4), con presencia de MK-8(H4)
y MK-9(H2) en pequenas cantidades. El contenido de guanina y citosina en su ADN es de 72-
73% (Nouiou et al., 2017).
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2.2.1 Actinobacterias reportadas en México

Se colectaron dos cepas AMS CNY-331 y AMS165 CNY-330 en Loreto, B.C. a una profundidad
de 20 a 300m. Ambas pertenecientes a la especie Salinispora pacifica (Avina-Melgoza, 2012).
En 2012, Becerril-Espinosa et al., realizaron un estudio de bioactividad de actinobacterias
cultivables a partir de sedimento marino de la Bahia de Todos Santos, México, identificandolas
mediante las secuencias del gen 16S ARNr. En total, 26 cepas fueron cultivadas e identificadas,
representando tres familias del orden Actinomycetales, pertenecientes a los géneros
Streptomyces (77%), Micromonospora (20%) y Nocardia (3%).

Castro-Ochoa, (2014) reportd 28 cepas de aisladas de sedimentos marinos colectados en Puerto
Vallarta y Veracruz. Dentro de estas cepas se encuentran nuestros organismos de estudio CNY-
484 y CNY-528. Las 28 cepas abarcaron seis géneros diferentes, el mas representativo fue el
género Salinispora, seguido del género Actinoalloteichus 'y Nocardiopsis y, finalmente, los
géneros Micromonospora, Streptomyces y Saccharomonospora. El género Salinispora fue el
primero en ser reportado como marino obligado por Mincer et al. (2002). Actualmente no se ha
registrado ninguna especie de este género en el medio terrestre, por lo que se considera un
género marino autoctono (Castro-Ochoa, 2014).

En 2015, Cruz-Lopez aislé 46 cepas a partir de 17 muestras de sedimento marino de Loreto,
B.C., clasificando cuatro cepas solo hasta orden (Actinomicetales bacterium) (9%), cinco no se
lograron identificar (11%), las restantes pertenecieron a los géneros Streptomyces (39%)

Salinispora (24%), Actinomadura (7%), Nomomuraea (6%), Micromonospora (4%).

2.2.2 Potencial biotecnologico de las actinobacterias

Las actinobacterias son de considerable interés en biotecnologia debido a la capacidad de
producir metabolitos bioactivos con actividad antimicrobiana, antitumoral, inmunoestimulante,
antiparasitaria, entre otras (Leon et al., 2016).

La cantidad de metabolitos secundarios bioactivos producidos por microorganismos es de
23,000, de los cuales 10,000 son producidos por actinomicetos. Dentro de los actinomicetos,
7,600 compuestos son producidos por la especie Streptomyces (Subramani & Aalbersberg,

2012).
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Las actinobacterias producen una variedad de metabolitos secundarios de un gran interés
comercial y farmacologico. Con el descubrimiento de la actinomicina, un gran nimero de
antibioticos se han derivado de actinobacterias, especialmente del genero Streptomyces
(Dhanasekaran & Jiang, 2016).

Es necesario el descubrimiento de nuevos farmacos para contrarrestar y revertir la propagacion
de patogenos resistentes a los antibidticos y para combatir enfermedades que amenazan la vida
como el cancer (Fernandez-Perez et al., 2015)

Los actinomicetos son uno de los grupos productores de metabolitos secundarios mas eficientes
y tienen suma importancia desde el punto de vista industrial. Destacan los géneros Streptomyces,
Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora 'y Actinoplanes como principales
productores de moléculas de importancia comercial (Solanki et al., 2008).

Olano, (2009) realiz6 un estudio detallado de los compuestos antitumorales producidos por

actinomicetos marinos, en la tabla 1 se listan algunos de los mas importantes.

Tabla 1. Compuestos antitumorales producidos por actinomicetos marinos. (Modificada de
Olano, 2009)

Compuesto Tipo de Organismo Referencia
estructura
Actinofuranones Policétido Streptomyces sp. Cho et al., 2006
Altemicidina Isoprenoides Streptomyces Takahashi et al.,
sioyaensis 1989
Ammosamidas Pyrroloiminoquinona Streptomyces sp. Hughes et al., 2009
Arciriaflavina A Indolocarbazol Actinomycete sp. Liu et al., 2007
Arenamidas Péptido no ribosomal  Salinispora arenicola  Asolkar et al., 2009
Marinomicinas Policétido Marinispora sp. Kwon et al., 2006
Marmicinas Policetido Streptomyces sp. Martin et al., 2007
Parimicina Policétido Streptomyces sp. Maskey et al., 2002
Salinisporamidas Policétido Salinispora tropica  Buchanan et al., 2005
Estaurosporinas Indolocarbazole Streptomyces sp. Itoh et al., 2003 &

Micromonospora sp. Hernandez et al.,2000
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2.3 Organismos de estudio (CNY-484 & CNY-528)

La cepa CNY-484 fue colectada el 19 diciembre de 2011 en Isla Verde, Veracruz (19°12” 17°°N,
96°4°25>W) por medio de buceo libre y la cepa CNY-528 fue colectada el 14 de diciembre de
2011 en Los Arcos, Bahia de Banderas, Jalisco (20°30'47.7"N, 105°19'42.06"W). Fueron
aisladas por el Centro de Biotecnologia Marina y Biomedicina del Instituto de Oceanografia,
SCRIPPS utilizando el método de estampado para su aislamiento y el medio Al (medio de agar
(14 gr), levadura (4 gr), peptona (2gr) almidén (10gr), 22 gr de sal, 1 litro de cultivo).

Ambas cepas pertenecen al género Actinoalloteichus el cual se compone de bacterias Gram-

positivas, aerobicas, con hifas vegetativas ramificadas (Schaffert et al., 2016) (Figura 6).

Figura 6. Organismos de estudio: A) CNY-484, B) CNY-528. Género
Actinoalloteichus.



13

I11- JUSTIFICACION

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, se prevé que el nimero de casos
aumente en un 70%, aproximadamente, en los proximos 20 anos. Las terapias convencionales
incluyen la cirugia, inmunoterapia, radioterapia y la quimioterapia, que consiste en el tratamiento
con distintos tipos de farmacos. Este tipo de terapias pueden tener efectos secundarios toxicos ya
que la falta de especificidad, debido al desconocimiento de las dianas moleculares afectadas,
hace que los compuestos no disciernan entre células neoplasicas y sanas.

Las actinobacterias son un grupo de bacterias Gram-positivas productoras de diversos
compuestos bioactivos utilizados actualmente como antibidticos y enzimas, sin embargo, los
estudios relacionados con el descubrimiento de metabolitos provenientes de actinomicetos
marinos con potencial anticancerigeno son muy escasos.

Por este motivo es de suma importancia evaluar el potencial anticancerigeno de dos cepas de
actinomicetos aislados de sedimento marino de Puerto Vallarta y Veracruz, con la finalidad de
encontrar nuevos metabolitos con potencial farmacoldgico que puedan desarrollar terapias

alternativas para combatir el cancer.
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IV- OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto citotoxico de dos extractos de actinobacterias aisladas de sedimentos
marinos de México, en diferentes las lineas celulares de cancer humano: colon (Caco-2), higado

(HepG2), mama (MCF7), pulmén (H1299 y H1437) y cervicouterino (HeLa).

4.2 Objetivos particulares

e Probar bioactividad anticancerigena de los extractos crudos CNY-484 y CNY-528 con
diferentes lineas celulares de cancer.

e Determinar citotoxicidad de los extractos crudos con células de fibroblastos humanos

(L929).
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V- HIPOTESIS

En los extractos de las cepas CNY-484 y CNY-528 de actinobacterias marinas existe por lo
menos un componente con potencial antitumoral, que presente un efecto citotdxico en las lineas
de céncer de colon (Caco-2), higado (HepG2), mama (MCF7), pulmén (H1299 y H1437) y

cervicouterino (HeLa).



16

VI- MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de las cepas bacterianas

La cepa CNY-484 fue aislada de sedimento marino colectado el 19 de diciembre de 2011 en Isla
Verde, Veracruz. (19° 12° 17"’ N, 96° 4* 25 W) por medio de buceo libre, a una profundidad de
15 metros.

La cepa CNY-528 fue aislada de sedimento marino colectado el 14 de diciembre de 2011 en Los
Arcos, Puerto Vallarta (20° 32° 68” N, 105° 17° 38 W) por medio de buceo libre, a

profundidades de 1 a 7 metros.

6.2 Extraccion de metabolitos a partir de dos cepas de actinobacterias

marinas.

Se empled la técnica de extraccidon con acetato de etilo. Las cepas se precultivaron en 24 ml de
medio liquido (agar, peptona, almidon y levadura al 75% de agua de mar) y se incubaron a
temperatura ambiente con agitacién continua a 160 rpm. Al séptimo dia se transfirieron alicuotas
(5% v/v) a matraces Erlenmeyer con 100 ml de medio liquido, y se incubaron nuevamente a
temperatura ambiente con las mismas condiciones durante siete dias.

Para la extraccion con acetato de etilo, se empled la técnica liquido-liquido que consistié en
mezclar el medio de cultivo de la cepa bacteriana con 100 ml de acetato de etilo. Se agitd durante
dos horasy se vertio en un embudo de separacion, se dejo en reposo 20 minutos para la
separacion de la fase organica de la fase acuosa. La fase organica se recuperd en un matraz,
filtrando a través de una membrana de 45 pum. Se concentrd por rotaevaporacion al vacio con una
presion de 20 Hg a 25°C, y se registrd el peso neto del extracto crudo. Se realiz6 la extraccion
quimica con solo el medio de cultivo para obtener un blanco de medio y utilizarlo en ensayos

posteriores.
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6.3 Cultivo de lineas celulares

6.3.1 Preparacion del material y equipo

Todo el material utilizado para trabajar con lineas celulares se esterilizo y el equipo a utilizar se
limpi6, para tenerlo bajo condiciones extremas de asepsia. Los medios de cultivo utilizados
fueron RPMI-1640 1x con L-glutamina (Corning), suplementado con antibidtico-antimicotico y

suero fetal bovino (SFB) (Corning), y EMEM, 10% SFB, 2mM L-Glutamina (Oroz-Parra, 2016).

6.3.2 Cultivo de lineas celulares
Se cultivaron diferentes lineas celulares de cancer. En el interior de la campana de flujo laminar
activada, se agregaron a un tubo de cultivo de 15 ml, 9 ml de medio de cultivo suplementado y 1
ml de células de la linea celular deseada, que se descongel6 previamente a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugd el cultivo a 130 rad durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante
y el paquete celular se resuspendié en 1 ml de medio suplementado y se agregd a una caja de
cultivo celular con 9 ml de medio de cultivo suplementado. Se colocé el cultivo en una
incubadora a 37° C con una atmosfera parcial de CO; al 5%. Se observaron las células
diariamente en un microscopio invertido EVOS Floid Cell Imaging Station (Life technologies),
con un objetivo de 10x y 20x. Un dia después del cultivo, se realiz6é un lavado con 2 ml de PBS
1x, posteriormente se agregaron 10 ml de medio de cultivo suplementado. EI medio de cultivo,
se cambid de acuerdo a la confluencia presente de las células (2 a 3 veces por semana), una vez
alcanzado el 80% de confluencia de la monocapa celular se procedi6 a separar las células de la

caja. Cada linea celular se trabajo por separado (Oroz-Parra, 2016).

6.4 Ensayos de citotoxicidad

Para determinar la citotoxicidad de los extractos de actinobacterias, se realizaron cultivos con las
lineas celulares de diferentes tipos de cancer. El efecto antitumoral se midié por medio de un
anélisis colorimétrico, utilizando el reactivo CellTiter 960AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay MTS (Promega, Madison, W1, EUA).



18

La reaccion se basa en la conversion de la sal tetrazolium a formazan, un producto de color
soluble, por accion de enzimas deshidrogenasas presentes en las células metabolicamente
activas. La cantidad de formazan es directamente proporcional al nimero de células viables. El
ensayo consistio en colocar una placa de cultivo de 96 pozos, se adicionaron 2.5x10* células ml!
y se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5% de COs. Una vez concluida la incubacion, se
agregaron los extractos de actinobacterias en distintas concentraciones, como control positivo se
utiliz6 etoposide (50 png), para el control negativo se utiliz6 DMSO al 1%. Se incub6 nuevamente
durante 24 horas a 37°C con 5% de CO. Una vez concurridas las 24 horas, se agregaron 20 pl
del reactivo CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay MTS (Promega,
Madison, WI, EUA) por pozo y se incub6 de 1-4 horas bajo las mismas condiciones de cultivo
(Fig. 7). Por tultimo, se tomo lectura de la absorbancia a 490 nm en un lector de placas. Cada

ensayo se realizo por triplicado.
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Figura 7. Ensayo de citotoxicidad de la linea celular de cancer de pulmon H1299.
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6.5 Analisis de citotoxicidad en células sanas

Se realizé un ensayo de citotoxicidad en células sanas (fibroblastos), con el fin de demostrar que
los extractos crudos no son toxicos para las células sanas y los metabolitos de las actinobacterias
tienen potencial para generar farmacos especificos para células cancerosas. Los ensayos se

realizaron con el procedimiento indicado en el apartado 6.4.

6.6 Analisis estadistico

Se utilizo6 la prueba estadistica ¢ Student para comparar las diferencias significativas con un
intervalo de confianza del 95% entre el control negativo (DMSO al 1%) y los tratamientos
utilizados en cada linea celular, utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA). Los datos obtenidos estan expresados como promedio +desviacion
estandar, valores de p<0.05 fueron considerados con diferencias significativas. Cada estudio se

realiz6 por duplicado.
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VII- RESULTADOS

7.1 Extraccion de metabolitos

Se logro realizar la extraccion de las cepas CNY-484 y CNY-528, comenzando con el cultivo a

100mL (Fig. 8).

Figura 8. Cultivo de actinobacteria Cepa CNY-528,
medio Al.

Posteriormente se anadieron 100mL del reactivo de acetato de etilo (Fig. 9).
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Figura 9. Extraccion con acetato de etilo de la cepa CNY-
528.

Se realiz6 la separacion de la fase acuosa y la fase organica en un embudo de separacion,

desechando la fase acuosa (Fig. 10), se verti6 la fase organica en un matraz para su posterior

rotaevaporacion (Fig. 11).

Figura 10. Fase acuosa y fase organica en embudo de decantacion y matraz con fase organica.



Ao satifes.

Figura 11. Proceso de rotaevaporacion de la cepa CNY-528 para obtener el extracto.

22



23

7.2 Cultivo de lineas celulares de cancer

El cultivo de las lineas celulares se realizd de acuerdo a la descripcion del apartado 6.3.2 Se
cultivaron una linea celular de cancer de higado; HepG2 (carcinoma), una linea celular de cancer
de colon; CaCo2 (adenocarcinoma), dos lineas de cancer de pulmén; H1299 (carcinoma,
NSCLC), H1437 (adenocarcinoma, NSCLC), una linea celular de cancer cervicouterino; HelL.a
(adenocarcinoma), una linea celular de cancer de mama; MCF7 (adenocarcinoma) y una linea
celular de fibroblastos; L929. Los cultivos se mantuvieron hasta lograr la confluencia necesaria
para realizar los ensayos citotoxicos, asi como para criopreservar. En la Figura 11, se muestran

las fotografias de las siete lineas celulares.

A
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Figura 12. Fotografias del cultivo de células cancerigenas y fibroblastos. A) linea celular HepG2 (higado) B)
linea celular CaCo2 (colon) C) linea celular H1299 (pulmoén) D) linea celular H1437 (pulmon) E) linea celular
MCF7 (mama) F) linea celular HeLa (cervicouterino) G) linea celular 1929 (fibroblastos). Todas las
fotografias se tomaron en un microscopio invertido (EVOS) con un objetivo de 10x.

7.3 Ensayos de citotoxicidad en lineas celulares de cancer y fibroblastos con

los extractos CNY-484 y CNY-528.

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron como se indica en el apartado 4. El resultado muestra,
que ambos extractos disminuyen de manera significativa la supervivencia celular en las lineas
celulares Caco-2, HepG2, H1299, H1437, MCF7 y HeLa como se puede observar en las figuras
13, 14y 15.
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Linea celular Caco-2 (Cancer de colon)

La primera prueba de actividad bioldgica se llevod a cabo contra la linea celular cancerigena
Caco-2 (colon); el extracto CNY-484 redujo en un 65 £18% el porcentaje de supervivencia
celular, mientras que el CNY-528 lo hizo en un 67 +5%, al igual que nuestro control positivo,

etoposide (67 +4%) (Fig. 13).

Linea celular Hep G2 (Cancer de higado)

Para la linea celular de cancer de higado (Hep G2) el extracto CNY-484 presentd una reduccion
del 72 +9% de la supervivencia celular; el extracto CNY-528 redujo en un 79 #3% la
supervivencia celular, ambos resultados muy por encima del porcentaje de reduccion de la

supervivencia que presento el control positivo el cual fue de 57 +6% (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto citotoxico de CNY-484 y CNY-528 en Caco-2 (cancer de colon) y Hep G2 (cancer de
higado). Se agregaron 48.5 pg, 51 ugy 43 ug de CNY-484, CNY-528 y Al, respectivamente. Después de 24
hrs se agrega el reactivo MTS y se mide la abosrbancia a 490 nm. Los resultados fueron normalizados con el
C- (DMSO 1%), Como control positivo (C+) se utilizé estoposide (50 pg). t de Student *p<0.05 y **p<0.01.
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Linea celular H1299 (Cancer de pulmon)

Como se puede observar en la Figura 14, el extracto CNY-484 disminuyd en un 86 +0% la
supervivencia celular, siendo superado por el extracto CNY-528 el cual presento una
disminucién del 93 +7% contra esta linea celular. Ambos extractos presentaron valores de
disminucién de la supervivencia celular muy por encima que el etoposide (nuestro control

positivo) el cual disminuy6 unicamente el 61 +3% de supervivencia celular.

Linea celular H1437 (Cancer de pulmon)

El extracto CNY-484, disminuy6 en un 84 +7% la supervivencia celular; el extracto CNY-528
presentd una disminucion del 85 +1% de la supervivencia celular, ambos extractos presentaron
valores de reduccion de la supervivencia celular mayores al etoposide, el cual disminuy6 solo el
20 £3% de la supervivencia celular. (Fig. 14)

El medio Al, presentd una supervivencia celular del 123 2% por lo que puede haber

compuestos en el medio que estimulen el crecimiento celular.
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Figura 14. Efecto citotoxico de CNY-484 y CNY-528 en H1299 y H1437 (cancer de pulmoén). Se agregaron
48.5 pg, 51 ngy 43 pg de CNY-484, CNY-528 y Al, respectivamente. Después de 24 hrs se agrega el reactivo
MTS y se mide la abosrbancia a 490 nm. Los resultados fueron normalizados con el C- (DMSO 1%), Como
control positivo (C+) se utilizo estoposide (50 pg). t de Student *p<0.05, **p<0.01 y *** p<0.001.

Linea celular HeLa (Cancer cervicouterino)

Ambos extractos (CNY-484 & CNY-528), como se puede observar en la figura 15, presentaron
una disminucidn de la supervivencia celular de un 91 +11% y 91 +7% (respectivamente), siendo

estos mucho mayor al 80 +1% que disminuy¢ el control positivo (Figura 15).
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Linea celular MCF7 (Cancer de mama)

El extracto CNY-484 disminuy6 un 82 +19% la supervivencia celular, mientras que el extracto
CNY-528 tuvo una disminucion del 90 2%, representando valores mucho mayores comparados
con el etoposide el cual tunicamente disminuy6 el 12 +5%; el medio Al tuvo una supervivencia

celular del 116 £3% con respecto al C- (Figura 15).
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Figura 15. Efecto citotoxico de CNY-484 y CNY-528 en Hela (cancer cervicouterino) y MCF7
(cancer de mama). Se agregaron 48.5 pg, 51 pg y 43 pg de CNY-484, CNY-528 y Al,
respectivamente. Después de 24 hrs se agrega el reactivo MTS y se mide la abosrbancia a 490 nm. Los
resultados fueron normalizados con el C- (DMSO 1%), Como control positivo (C+) se utilizd
estoposide (50 pg). t de Student *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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Linea celular 1929 (Fibroblastos)

La linea celular de fibroblastos (L929), present6 una disminucion de la supervivencia celular del
75 +40% con el extracto CNY-484, mientras que con el extracto CNY-528 la disminucion fue de
80 +23%. El control positivo disminuy6 en un 59 +0% la supervivencia celular como se puede

ver en la figura 16.
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Figura 16. Efecto citotoxico de CNY-484 y CNY-528 en L929 (fibroblastos). Se agregaron 48.5 ng, 51 ugy
43 ng de CNY-484, CNY-528 y Al, respectivamente. Después de 24 hrs se agrega el reactivo MTS y se mide
la abosrbancia a 490 nm. Los resultados fueron normalizados con el C- (DMSO 1%), Como control positivo
(C+) se utilizo estoposide (50 pg). t de Student *p<0.05 y **p<0.01.
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VIII- DISCUSIONES

Ser et al., (2015) aislaron la cepa MUSC 137, perteneciente a la especie Streptomyces
pluripotens, de sedimento colectado en suelo de manglar en Tanjung Lumpur, Malasia,
realizando la extraccion con acetato de etilo. Probaron el extracto crudo, a diferentes
concenctraciones (25, 50, 100, 200 y 400 pg), contra lineas celulares de cancer de colon y mama.
Los resultados de la linea celular Caco-2 de cancer de colon fueron de 50% de supervivencia
celular a una concentracion de 400 pg, mientras que a la concentracion utilizada en nuestro
estudio (50 pg), obtuvieron una reduccion del 35% de la viabilidad celular, lo cual representa un
menor porcentaje de reduccion de la supervivencia celular a lo obtenido en nuestro trabajo, ya
que con el extracto CNY-484 se redujo en 65 +£18% y con CNY-528 67 £5% la supervivencia
celular (Fig. 13). Para la linea celular MCF7 de cancer de mama, Ser et al., (2015) obtuvieron
una reduccion de la supervivencia celular de 50% a una concentracion de 50 pg y 70% con 400
ng. Ambos resultados son menores a lo obtenido con los extractos CNY-484 y CNY-528 con los
cuales se redujo en un 82 +£19% y 90 +2% respectivamente, la supervivencia celular en la misma
linea de cancer de mama MCF7 (Fig. 15). Estas diferencias pueden explicarse en parte por el
hecho de que el organismo de estudio de Ser et al., (2015), Streptomyces pluripotens si bien, al
igual que nuestros organismos de estudio, pertenece al orden Actinomicetales, es de un género
diferente; ademas se realizo la colecta de sedimento en un manglar a una profundidad de 20 cm,
mientras que nuestros organismos fueron colectados del medio marino a profundidades mayores
a los 2 metros; por lo cual podemos inferir que el género Actinoalloteichus produce metabolitos

secundarios con mayor potencial anticancerigeno.

Torres-Beltran, (2009) reporta que 12 extractos de actinobacterias aisladas de Bahia de los
Angeles mostraron actividad contra la linea celular de cancer de mama MCF-7 con una
disminucion de la supervivencia celular de hasta un 80%; estos resultados concuerdan con lo
obtenido para nuestro extracto CNY-484 (82 £19%) y son menores que lo obtenido en el
extracto CNY-528 (91 £7%); ademads, 6 extractos mostraron actividad contra la linea celular de
cancer cervicouterino HeLa con una supervivencia celular de hasta un 75.3%, lo cual es mucho

menor a lo encontrado en nuestros extractos (CNY-484 =91 £11%) y (CNY-528 91 £7%).
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Las tres cepas descritas por Torres-Beltran, (2009), si bien fueron extraidas con acetato de etilo,
al igual que nuestras cepas, presentaron valores iguales o menores en los ensayos
anticancerigenos, lo cual se debe al hecho que las tres cepas pertenecen a otros géneros (S-355 —
Micromonospora, S-361 — Salinispora y S-365 — Salinispora) lo cual refuerza la teoria que el
género Actinoalloteichus presenta metabolitos secundarios con un alto potencial anticancerigeno.
Abdelfattah et al., (2016) reportaron una supervivencia celular del 40% en la linea celular de
cancer de mama (MDA-MB-231) utilizando el extracto crudo de una cepa de actinomicetos del
mar Rojo, a una concentracion de 50ug, utilizando acetato de etilo como solvente; lo cual es
menor a lo obtenido en nuestro resultado con el extracto CNY-484 en la linea celular de cancer
de mama MCF7 el cual fue de 10 +2% de supervivencia celular. Estas diferencias se pueden
deber a la presencia de compuestos con alto potencial citotoxico en nuestros extractos crudos.

Los extractos presentaron una disminucion de la viabilidad celular de un 75 £40% (CNY-484) y
80 +£23% en la linea celular 1.929 de fibroblastos, lo cual difiere con los resultados esperados y
demuestra que ambos extractos no son especificos para células de cancer, por lo que es necesario
desarrollar terapias dirigidas con nanoparticulas para llegar al sitio afectado sin dafiar a células

sanas.



32

IX- CONCLUSIONES

Se logré determinar el efecto citotoxico de los dos extractos de actinobacterias marinas (CNY -

484 y CNY-528) en las diferentes lineas celulares de cancer.

e Para la linea celular de cancer de colon Caco-2, el extracto CNY-484 logré una
disminucién de la supervivencia celular en un 65 £18%; mientras que el extracto CNY-
528 disminuy6 un 67 £5% la viabilidad celular.

e La linea celular de cancer de higado, HepG2, presenté una disminuciéon de la
supervivencia celular al exponerse a los extractos CNY-484 en un 72 £9% y CNY-528 en
un 79 £3%.

e El extracto CNY-484 disminuy6 un 86 +0% la supervivencia celular, mientras que el
extracto CNY-528 obtuvo una citotoxicidad de 93 +7% para la linea celular de cancer
pulmén H1299.

e En lalinea celular de cancer de pulmén, H1437, los extractos disminuyeron la viabilidad
celular en un 84 £7% con CNY-484 y 85 +1% con el extracto CNY-528.

e Los extractos CNY-484 y CNY-528 lograron el mayor efecto de citotoxicidad en la linea
celular de cancer cervicouterino (HeLa), al disminuir en un 91 £11% y 91+ 7% la
viabilidad celular, respectivamente.

e La linea celular de cancer de mama (MCF7) presentd una disminucién de la
supervivencia celular al exponerse al extracto CNY-484 de un 82 +19%, mientras que

CNY-528 90 £2%.

Se determind el efecto citotdoxico de los extractos crudos con células de fibroblastos humanos
(L929), presentando una disminucion del 75 +40% de la supervivencia celular al exponerlo a
CNY-484 y 80 +23% al afiadir el extracto CNY-528.

Con base a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede concluir que dentro de
los extractos de actinomicetos marinos del género Actinoalloteichus existen compuestos capaces
de disminuir la supervivencia celular en lineas celulares de cancer, hasta en un 93%, por lo tanto

pueden ser un buen candidato farmacologico.
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