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“PURIFICACION Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS
QUIMICOS QUE INDUCEN A LA METAMORFOSIS DE LARVAS DE ERIZO
DE MAR (Lytechinus pictus)”

RESUMEN

El asentamiento y metamorfosis son dos procesos que el erizo de mar presenta en su
etapa de vida, al igual que la gran mayoria de los invertebrados marinos. La transicion
de una etapa a otra se da por varios factores, ya sean fisicos o quimicos. Uno de ellos
puede ser la presencia de metabolitos secundarios de origen bioldgico. Este estudio
tiene como finalidad purificar y elucidar estructuralmente compuestos quimicos que
estan relacionados con la metamorfosis del erizo blanco. Para ello, se trabaj6é con el
extracto metandlico de 4 cepas bacterianas (BA11, BA6, BA5 y BB3) que indujeron a
la metamorfosis del erizo de mar entre un 1.2 a 82%, estas diferencias sobre el efecto
de induccién a la metamorfosis tuvieron que ver con la concentracion de extracto a la
que fueron expuestas las larvas. Encontrando similares resultados a las 5y 24 h de
exposicion. Se observé que, la presencia de TmgmL™ de compuesto fue éptimo para
inducir la metamorfosis, notando que los extractos BA11 y BA6 indujeron hasta un 72
y 82%, respectivamente al igual que sus fracciones. Estadisticamente, las fracciones
de agua:metanol 3:1 y 2:1 del extracto BA11 favorecieron la metamorfosis de las
larvas de erizo en un 41 y 59% respectivamente, asi como la fraccién agua:metanol
1:1 del extracto BA6. Se purificaron y elucidaron estructuralmente 6 compuestos que
provenian del extracto BA11, y se clasificaron como C1, C2, C3, C4, C5y C6. No se
encontraron diferencias significativas en la induccion a la metamorfosis entre estos
compuestos, pero si con el control negativo. Los compuestos C1, C2 y CB6,
favorecieron la metamorfosis de las larvas de erizo de mar, observandose mejor efecto
de induccién con el compuesto C1 (acido cdlico) a las 5h de exposicion, pero a las 24h
resulté ser un compuesto téxico. Se concluyé que tanto los extractos crudos como sus
fracciones indujeron la metamorfosis del erizo blanco, observandose mejor efecto de
metamorfosis en las fracciones polares, lo que se relaciona con la estructura de los
compuestos aislados ya que en su estructura presentaron grupos hidroxilos. Los
compuestos que se determinaron estructuralmente fueron péptidos y un esteroide.
Aunque no se puede asegurar que los principales componentes donde crece y se
reproduce el erizo de mar, son péptidos, los resultados obtenidos sugieren que los
componentes mayoritarios que pueden influir en la metamorfosis del erizo de mar son
aminoacidos. Ademas, el extracto de la cepa BA5 present6 actividad anticancerigena
contra células de carcinoma colorectal HCT 116 (ICso= 4.95 ugmL™). Lo que indica que
este extracto, ademas de contener compuestos que inducen la metamorfosis del erizo
de mar, contiene compuestos que pueden ser empleados para tratamientos del
cancer.

viii
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1. Introduccion

El erizo de mar es un recurso econdémica y ecolégicamente importante en Baja
California. Desde 1960 se comercializan 2 especies del género Strongylocentrotus
(S. franciscanus y S. purpuratus), pero su sobreexplotacion ha disminuido este recurso
de manera considerable. Por lo anterior se ha requerido de una regulacién en su
captura' y se han explorado alternativas en la acuacultura. La especie Lytechinus
pictus no tiene importancia econémica, pero ha sido utilizada como un organismo
modelo para entender ciertos procesos ecolégicos como la reproduccion? y rutas de

transduccion metamorfica®.

El erizo de mar se distribuye a lo largo del continente americano, encontrandose
desde las costas de California hasta las islas Galapagos en el Océano Pacifico vy
desde Bermuda hasta Brasil en el Océano Atlantico®. El erizo Lytechinus pictus es
una de las 11 especies de erizo dentro del género Lytechinus. Las especies de este
género miden menos de 4 cm de diametro de testa y presentan espinas cortas.
Pertenece al Phylum Echinodermata, en el orden Temnopleuroidea, en la familia
Toxopneustidae (Verrill 1867) y habita desde la zona intermareal hasta una
profundidad de 20m°®.

Lytechinus pictus al igual que la gran mayoria de los invertebrados marinos en su
ciclo de vida, presenta un estado larval plancténico, en el cual pasan minutos o meses
antes de metamorfosearse a la forma de un adulto. La larva es dispersada y
transportada por largas distancias debido a las corrientes oceanicas y cuando la larva
llega a su estado competente, es decir cuando el rudimento juvenil esta
completamente desarrollado, comienza a desplazarse hacia el fondo y buscar
sustratos adecuados para asentarse y metamorfosearse ® 7. La sobrevivencia de las
larvas depende de donde se asientan; el asentamiento en un sustrato desfavorable

puede causar su muerte® y por ende determinar su distribucion y abundancia®.

El asentamiento larval y la metamorfosis estan influenciados por factores

10 11

hidrodinamicos , ademas de factores fisicos como la salinidad, temperatura, luz,

topologia del sustrato, edad larval y condiciones nutricionales de las larvas'® que
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determinan su crecimiento y sobrevivencia'®. Se ha reportado que el asentamiento y
metamorfosis en la mayoria de los invertebrados marinos, involucran claves o factores

quimicos naturales (compuestos de origen biolégico), los cuales son originados por

macroalgas™ '°, adultos conespecificos'®, organismos depredadores, superficies de
sustratos’ "7, 0 una mezcla de estos'®.
En adicién a las claves naturales, existe un gran rango de claves artificiales’ ® *°, que

son conocidas como inductores del asentamiento larval y metamorfosis, a las cuales
incluyen los neurotransmisores, iones organicos, hormonas y agentes farmacolégicos ®
7 % Estos compuestos han ayudado a entender como ocurre el asentamiento y
metamorfosis de manera natural. Se cree que estas claves son percibidas por
receptores especificos localizados sobre un drgano sensorial larval, del cual las

sefiales son transmitidas por via nerviosa y celular del sistema de transduccion.

En asociacion al asentamiento, las larvas responden a factores quimicos del alimento,
hospederos, simbiontes y sustratos especificos. Se ha publicado que las biopeliculas
microbianas son generadas tanto en sustratos artificiales como naturales y son un
requisito necesario para el asentamiento y metamorfosis larval en muchos

invertebrados marinos'®?'%22,

Las bacterias marinas son tipicamente aisladas del agua de mar, sedimentos,
superficies de macroalgas e invertebrados marinos. Las bacterias de los ensayos de
invertebrados marinos, son de interés particular porque producen metabolitos
altamente biactivos®. En los Gltimos afios se ha reportado que las bacterias marinas
son capaces de secretar compuestos de importancia ecoloégica e interés
biotecnolégico (farmacologia y medicina) como resultado de su metabolismo®. Estos
compuestos les permiten colonizar diferentes lugares y vivir bajo condiciones
extremas. Se ha reportado un gran numero de bacterias marinas que producen
compuestos que resultan activos para combatir diversas enfermedades. Dentro de las
bacterias marinas que se caracterizan por producir compuestos altamente bioactivos

se encuentra el grupo de las actinobacterias.
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En los ultimos afios, se ha reportado que las actinobacterias tienen la capacidad de
sintetizar y excretar sustancias bioactivas como antibidticos. Se considera que
aproximadamente dos tercios de los antibiéticos que actualmente se utilizan, fueron
descubiertos como productos fermentativos de actinomicetos. Ejemplo de estos
antibiéticos son: la estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol y eritromicina, aislados de
distintas especies de Streptomyces®. Se ha reportado que el género Streptomyces, es
uno de los géneros de mayor importancia para la obtencién de sustancias de interés

biolégico como antibiéticos, antimicéticos y antitumorales 2 %,

Otros géneros de bacterias que se ha reportado con actividad antitumoral, es el
géenero Halomona sp., los cultivos fermentativos de estas bacterias con bajas
concentraciones de caldo marino, producen compuestos con un alto potencial
antitumoral %°.

Se considera que las bacterias participan de manera importante en la induccién a la
metamorfosis del erizo, y que esta actividad es producida por los compuestos
quimicos que ellas generan. Hasta el momento no se han determinado los
compuestos quimicos que producen e influyen en la induccién a la metamorfosis, por
lo que, en el presente estudio se trabajé con los extractos de sus fracciones y
compuestos puros, de 4 cepas bacterianas asociadas a la metamorfosis de las larvas
del erizo de mar Lytechinus pictus. Para ello, se planteé el siguiente objetivo: Llevar a
cabo la purificacion e identificacion de los compuestos quimicos presentes en
bacterias marinas que inducen a la metamorfosis del erizo de mar Lytechinus pictus 'y
probar su efecto de induccién. Lo anterior permitirda determinar cudles son los
metabolitos producidos por las biopeliculas bacterianas y por ende su posible papel en
la induccién a la metamorfosis de larvas de erizo blanco. Asi mismo, conocer la
bioactividad de las cepas bacterianas mediante pruebas de actividad anticancerigena
y antibidtica, lo cual abre la posibilidad de utilizar los compuestos producidos por estas

bacterias como agentes contra enfermedades.
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2. Antecedentes

La induccién o inhibicién del asentamiento y metamorfosis larval de diversas especies
esta dada principalmente en respuesta a las biopeliculas; las cuales son un conjunto
de células microbianas cubiertas de una matriz de polisacaridos, y se forman ya sea
en sustratos artificiales o naturales en el medio marino. Estas juegan un papel

importante en asociacion con varios grupos taxonémicos como cnidarios® ',

® 21 Sin embargo, se conoce muy poco de los

poliquetos® y equinodermos
compuestos secretados por las biopeliculas y en contraste existe una gran informacion
de compuestos aislados de macroalgas e invertebrados marinos, que inducen el

asentamiento y metamorfosis larval.

El hidrozoario Coryne uchidai se encuentra frecuentemente distribuido en colonias
sobre un alga café de la familia Sargassaceae. En 1975 T. Kato observé que a partir
del extracto hexanico de Sargassum tortile se aislaron varios diterpenos como: &-
tocotrienol y algunos epoxidos®. El epéxido sintético indujo la metamorfosis de C.
uchidai después de dos dias de incubacion con una concentracion de 50 ppm.
Asimismo, se ha reportado que el hidrozoario Hydractinia echinata ha sido encontrado
en la concha de algunos gasteropodos. Mller y Leitz aislaron una bacteria del género
Pseudoaltermonas de las conchas de gasteropodos, que es capaz de inducir el
asentamiento y metamorfosis del hidrozoario Hydractinia echinata y se asociaba a
macromoléculas superficiales con estructuras de proteinas hidrofébicas y

lipopolisacaridos, los cuales actian como inductores °'.

El asentamiento larval y metamorfosis del coral hermatipico (o duro) Agaricia humilis
esta dado en respuesta a un glicosaminoglicano altamente sulfatado, que contiene
multiples residuos de N-acetilglucosamida y galactosa. Este compuesto esta asociado
a la pared celular del alga roja coralina costrosa Hydrolithon boergesenii ® ** *. Negri y
colaboradores en 2001 encontraron que la bacteria Pseudoalteromonas, aislada de la
superficie del alga coralina Hydrolithon onkodes, induce la metamorfosis del coral
Acropora willisae en porcentajes superiores al 51%, pero no se ha caracterizado

quimicamente cuales son las claves inductoras®.
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Las larvas del poliqueto Phargmatopoma califérnica son inducidas a su asentamiento y
metamorfosis, cuando se ponen en contacto con el extracto organico de los tubos de
adultos conespecificos®. Una fraccién activa del extracto, contiene una mezcla de los
acidos grasos eicosapentaenodico, palmitico y palmitoléico. Asi mismo, se ha
reportado que los acidos palmitoléico, linoléico, araquiddnico y eicosapentaendico
inducen el asentamiento y metamorfosis aunque con bajos rendimientos®. También
se ha observado asentamiento y metamorfosis de larvas del gusano japonés
Hydroides ezoensis como respuesta a un nuevo monoacilglicerol, el cual es un

componente activo presente en el extracto de los tubos de los adultos conespecifico
38

Harder y colaboradores probaron que los extractos metandlicos de cepas bacterianas
pertenecientes a los géneros Vibrio, Micrococcus, Rhodovulum y Roseobacter, los
cuales presentaban metabolitos que inducian arriba del 60% el asentamiento vy

metamorfosis larval del poliqueto Hydroides elegans %.

El asentamiento y metamorfosis de abulon se realiza preferencialmente sobre algas
rojas de los géneros Lithothamnion, Lithophyllum y Hildenbrabdia®. El extracto acuoso
de L. californicum induce el asentamiento y metamorfosis del abulén  Haliotis
rufescens a muy bajas concentraciones (10°M). Estos inductores estan asociados con
ficobiliproteinas, las cuales contienen péptidos pequefios activos de 640-1250 Da*.
Un ejemplo es el acido a-amino butirico (GABA), que induce la metamorfosis del
abulén H. rufescens. En contraste, las larvas del abulén japonés H. discus hannai no
son inducidas por GABA, y solo responden a extractos del alga verde Ulvella lens 'y a

la mucosa de organismos adultos conespecificos*'.

En equinodermos se han reportado efectos similares; Johnson y Sutton encontraron
que el alga coralina incrustante Lithothamnium pseudosorum inducia a la
metamorfosis a la estrella de mar Acanthaster planci. Este efecto era producido por los
compuestos aislados, mismos que se pensé eran producidos por la estrella de mar, sin
embargo, se demostré que estos compuestos eran generados por bacterias que

formaban biopeliculas sobre el alga*.
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El alga roja Delisea pulchra biosintetiza un complejo formado por florsidosido: acido
isetionico 1:1, el cual induce a la metamorfosis de larvas del erizo de mar
Holopneustes purpurascens a una concentracion 2.5 uM. Asimismo se observé que el
complejo sintético inducia a la metamorfosis, pero cuando este complejo se separaba
en sus compuestos puros, se eliminaba la actividad*’. Swanson y colaboradores en el
2004 aislaron la histamina a partir de D. pulchra, y observaron que tanto el producto
natural como el compuesto sintético, inducian el asentamiento larval de H.

purpurascens en un 80-100% a una concentracion 4.5uM*.

Compuestos activos para el asentamiento y metamorfosis larval del erizo S.
intermedius, fueron aislados de extractos del alga verde Ulvella lens*. Estos
compuestos fueron identificados como glicolipidos. EI monoacilglicerol sulfoquinovosil
(SQMGs), el monoacilglicerol monogalactosil (MGMGs), entre otros, inducen el
asentamiento y metamorfosis larval a una concentracién de 5 ug mL™. También se
reporta que el dibromometano liberado principalmente de Serratiardia mazima y
Ca//ian‘hron_ yessoense Yy de otras algas como Ulvella lens induce el asentamiento y
metamorfosis larval de Strongylocentrotus nudus, pero su actividad es mas débil que

los glicerolipidos*®.

El alga roja coralina induce el asentamiento larval del erizo de mar*. Los acidos
grasos insaturados eicosapentaendico y arquidénico, extraidos de algas rojas
coralinas inducen el asentamiento larval y la metamorfosis en los erizos de mar

japoneses Psedocentrotus depressus y Anthocidaris crassispora®®.

Estudios recientes han reportado que las biopeliculas inducen la metamorfosis del
erizo de mar, pero los compuestos especificos no han sido elucidados. Huggett y
colaboradores aislaron 250 cepas bacterianas a partir de varias especies de algas
coralinas 'y encontraron que las bacterias pertenecientes al género
Pseudoalteromonas eran las principales inductoras a la metamorfosis en el erizo de

mar Heliocidaris erythrogramma®".
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En general, se han aislado muy pocos compuestos del medio marino que resulten
responsables de inducir al asentamiento y metamorfosis en las larvas de invertebrados
marinos'®®! 4*%°_En el laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo del Instituto de
Investigaciones Ocenoldgicas (110) se ha documentado que las larvas de erizo morado
y erizo blanco son inducidas a la metamorfosis cuando estan en contacto con
biopeliculas generadas en presencia de erizos adultos en un 73 %, y en particular
bacterias monoespecificas inducen en <40%°. A nivel mundial se conocen muy pocos
compuestos que influyan en el asentamiento y la metamorfosis de los invertebrados

marinos.
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3. Objetivo General

Purificar e Identificar los compuestos quimicos presentes en bacterias
marinas que inducen a la metamorfosis de larvas de erizo de mar Lytechinus
pictus y probar su efecto de induccion, asi como su actividad antibiética y

anticancerigena.

3.1 Objetivos Especificos

> Aislar y purificar compuestos presentes en las bacterias que inducen

a la metamorfosis de larvas de erizo blanco.

> Elucidar la estructura de los compuestos aislados y purificados

> Evaluar si la metamorfosis de las larvas de erizo blanco responde a

algun compuesto purificado.

> Evaluar la actividad anticancerigena y antibiética de las cepas BA11,
BA6, BA5 y BB3.
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4. Técnicas Experimentales

4.1 Activacion y Cultivo de las cepas bacterias

Se seleccionaron 4 cepas bacterianas denominadas BA11, BA6, BA5 y BB3 aisladas
de biopeliculas formadas en estanques con erizo blanco, las cuales fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Ecologia y Biologia del Desarrollo del Instituto de
Investigaciones Oceanolégicas de la UABC. Dichas cepas se eligieron por presentar
niveles altos de induccién a la metamorfosis de larvas de erizo blanco (entre 34 y
48%)°".

Estas bacterias se encontraban a -70°C en glicerol al 20%. Para su activacion se
cultivaron en cajas Petri con medio agar marino Difco (ver apéndice). Las cajas se
incubaron en condiciones aerébicas por 24h a una temperatura de 22 a 25 °C.
Posteriormente, el cultivo en agar marino se recogié con un hisopo estéril y se incubd
en 25 mL de caldo marino Difco (ver apéndice) por un periodo de 24h a una
temperatura de 25 a 27°C y con agitacién constante. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, los 25 mL de cada cepa se transfirieron en un matraz Erlenmeyer con
1.5 L de caldo marino estéril, y se dejo con agitacion constante en hasta alcanzar su
maxima densidad éptica, aproximadamente a 1.20E+09 celmL™” (8 dias de cultivo).
Cada cepa se cultivd por separado para la obtencién de los extractos crudos, en un

volumen final de 3L de caldo marino®.

4.2 Obtencion de los Compuestos Activos

Para la obtencién de los compuestos activos se trabajé con los extractos crudos
provenientes de los 3L de cultivo, de las cepas productoras de compuestos que
inducen a la metamorfosis. Una vez obtenidos los extractos crudos libres de células

bacterianas fueron procesados mediante técnicas cromatografias.



Tesis de Maestria, Faviola Cardoso Martinez Técnicas Experimentales
[Ea e — e T e e v

4.2.1 Preparacion de Extractos Crudos

Los extractos crudos se obtuvieron partir de los 3 L de cultivo de cada cepa. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, se les agregd resina Amberlita XAD7 HP
(20gL™), y se dejaron con agitacién. Transcurrido ese tiempo, se filtré con gasa y
algodoén estéril y el residuo soélido que contenia la resina y las células bacterianas.
Posteriormente, la resina fue agitada con acetona (500 mL de acetona por cada 20 g
de resina) por dos horas. Una vez transcurrido ese tiempo se filtré la mezcla y el
filtrado, que consisti6 de acetona y los compuestos quimicos, se concentraron
mediante destilacion a presion reducida, hasta obtener un extracto crudo de cada
cepa. Una vez obtenidos los 4 extractos se evalué su efecto en la inducciéon a la

metamorfosis de larvas competentes de erizo blanco.

4.2.3 Fraccionamiento de los Extractos

Los 4 extractos crudos fueron fraccionados por cromatografia Flash. Para ello se
empled una columna de 7.0 cm de diametro interno que se empac6é con gel de silice
fase reversa C-18 hasta una altura de 10 cm. El extracto se introdujo en la columna en
forma sdlida adsorbido en gel de silice. La elucion consisti6 en un gradiente de
polaridad que inicié6 con una mezcla de agua-metanol (A:M) y acetonitrilo. Primero se
pasé Agua 100%, A:M 3:1, A:M 2:1, A:M 1:1, A:M 1:2, A:M 1:3, Metanol y Acetonitrilo
al 100%, de los cuales se obtuvieron 8 fracciones (Figura 1). Cada fraccion fue
concentrada mediante destilacion a presién reducida y posteriormente se evalué su

efecto de induccién a la metamorfosis.

10
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Figura 1. Esquema general de obtencion del extracto crudo como sus fracciones de
la cepa BA11, BA6, BA5 y BB3.

4.3 Bioensayos de Metamorfosis

4.3.1 Cultivo de Larvas de Erizo

En este trabajo se utilizaron larvas del erizo blanco Lytechinus pictus, las cuales se
cultivaron de acuerdo con la metodologia descrita por Martinez-Lépez (1994)*2. Una
vez que las larvas alcanzaron el estadio competente, fueron expuestas con los
extractos crudos, las fracciones de cada extracto y los compuestos puros, para evaluar

el efecto de induccion a la metamorfosis.

11
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4.3.2 Evaluacion de Induccioén a la Metamorfosis

Los bioensayos de induccién a la metamorfosis se realizaron en cajas de plastico de 6
pozos (Falcén CAT. 351146), en las siguientes condiciones: cada fraccidn se evalud
por triplicado en 3 diferentes concentraciones 0.1 mg, 1.0 mg y 1.5 mgmL™" de etanol y
se adicionaron 5mL agua de mar filtrada (0.2 ym). Se utilizaron de 20 a 30 larvas de
erizo en estadio competente usualmente de 28 a 30 dias de vida, después de la
fertilizacion. Las larvas fueron expuestas a los extractos crudos, las fracciones y los
compuestos puros fueron expuestos a las larvas por 20 minutos, después de los
cuales se transfieren en agua de mar filtrada®*. Como control positivo las larvas fueron
inducidas a la metamorfosis en presencia de KCI 100 mM. Como control negativo las
larvas solo fueron expuestas a agua de mar filtrada (0.2 um). Se uso un control
adicional de etanol al 100% (blanco de reactivo), dicho reactivo se utilizé para disolver

tanto los extractos, las fracciones y los compuestos puros.

La evaluacién de la induccién a la metamorfosis se determiné de forma cuantitativa las
observaciones al microscopio estereoscépico a las 5 y 24 horas después de agregar
los compuestos a los pozos. Las larvas de erizo de mar se consideraron
metamorfoseadas cuando presenta la morfologia semejante a un erizo adulto

pequeniio.

12
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4.4 Purificacion y Elucidacion Estructural de los Compuestos Activos

4.4.1 Purificacion de Compuestos Activos

Para la purificacién y elucidacion estructural de los compuestos activos, se eligié el
extracto BA11 por presentar diferencias estadisticas significativas en el porcentaje de

induccion a la metamorfosis.

4.4.1.1 Cromatografia de Exclusién Molecular (CEM)

El extracto BA11 con aproximadamente 2.2 g de aspecto aceitoso y color café oscuro,
se fraccion6 en una columna Sephadex LH-20 (@int= 5.0 cm y hgel= 60.0 cm) de
Pharmacia Fine Chemicals (ref. 17-0090-01). Se utiliz6 como eluyente metanol al
100%.

4.4.1.2 Cromatografia Flash

Las fracciones obtenidas a partir de la columna CEM, fueron sometidas a una columna
flash (@int= 2.0 cm y hgel= 15.0 cm). La elucién consistié en un gradiente de polaridad
que inicié con una mezcla de agua-metanol (A:M) y acetonitrilo. Primero se pasé Agua
100%, A:M 3:1, A:M 2:1, A:M 1:1, A:M 1:2, A:M 1:3, Metanol 100%. Cada fraccion fue
concentrada mediante destilacion a presion reducida y posteriormente se realizaron

técnicas cromatograficas.

4.4.1.3 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

El seguimiento de las separaciones cromatograficas en columna Sephadex se llevaron
a cabo mediante cromatografia en capa fina. Se emplearon cromatofolios (20 x 20 cm)
del gel de silice 60 F254 con base de aluminio (Merck, art.105554).

Atendiendo a la sensibilidad de los productos, para el revelado de la CCF se
emplearon distintos reactivos:
¢ Oleum: pulverizacién con una disolucion H,SO,:H,O:AcOH (1:4:20) y posterior

calentamiento.

13
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» Reactivo fosfomolibdico: pulverizacion con una disolucién de 10 g Ha[P(M03O10)4], 4 9
Ce(S0y4)2'4H,0, 2 mL H,SO,4 y 470 mL H,O y posterior calentamiento.

* Deteccion por fluorescencia empleando una lampara ultravioleta Vilbert Lourmat a

una longitud de onda de 254 nm.

4.4.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

Para obtener los compuestos totalmente puros se utilizé cromatografia liquida de alta

resolucion, para la cual se empled un cromatégrafo Hewlett-Packard HP serie 1050

equipado con un detector UV de longitud de onda variable.

Se emplearon 2 columnas:

HPLC-Column Ec. 250/4.6mm Nucleosil 120-5 C18 con un flujo de 1.3mL x
min. Se empledé como eluyente mezcla de Agua—metanol en un gradiente inicial
al 60% MeOH de acuerdo a las condiciones previas de separacion de la CCF

de cada fraccion.

HPLC-Column 3cm de didametro Nucleosil Fase reversa C18 con un flujo de
5mL x min. Se emple6 como eluyente una mezcla de Agua-Metanol en un
gradiente que iba de 10 al 70% MeOH, de acuerdo a las condiciones previas

de separacion de la CCF de cada fraccion.

Antes de su utilizacion, los disolventes fueron filtrados empleando membranas
Durapore de 0.45 ym HV y desgasificados. Las fracciones se tomaron de
acuerdo a la evolucion del cromatograma UV en tiempo real. Posteriormente, la
deteccion de los productos se realizé por fluorescencia empleando una

lampara ultravioleta Vilbert Lourmat a una longitud de onda de 254 nm.

4.4.2 Elucidacion Estructural

14
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Los compuestos puros fueron analizados en el Instituto de Productos Naturales y
Agrobiologia — CISC, en el Grupo de Investigacion de Quimica Marina, de la

Universidad de La laguna en Tenerife, Espafia mediante métodos espectroscépicos.

4.4.2.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN se realizaron en los espectrometros Bruker Avance 400 (400
MHz para 'H y 100 MHz para "*C) y Bruker AMX 500 (500 MHz para 'H y 125.7 MHz
para °C). Se emple6 cloroformo deuterado como disolvente y cloroformo como
referencia interna. Los experimentos de correlacion homo- y heteronuclear 'H-COSY,
HSQC, HMBC y NOESY se realizaron en el espectrometro Bruker AMX 500, con los

programas suministrados por la firma Bruker.

Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresaron en partes por millén (ppm),
en relacion al disolvente empleado como referencia interna, y las constantes de

acoplamiento (J) en Hertzios (Hz).

4.4.2.2 Espectrometria de Masas (EM)

Los espectros de masas de baja y alta resolucion fueron realizados en un
espectrometro Vg-Micromass modelo Zab 2F. La temperatura de la fuente fue de 220

°C y la energia de ionizacion 70 eV.

4.4.2.3 Rotacién Optica ([a]” p)

La actividad optica de los productos se determiné con los polarimetros Perkin-Elmer
modelos 241 y 343 Plus. Las medidas se tomaron usando la linea D de lampara de
sodio a una temperatura de 20 °C. Los productos se disolvieron en metanol anhidro.
La longitud de la célula empleada para las medidas fue de 0.1 dm de longitud. La

concentracion se expresa en g/100 mL de disolucion.

15
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4.5 Actividad Citotoxica ICs,

La prueba de citotoxicidad se realizé en células de carcinoma colorectal HCT-116. Se
evaluaron los 4 extractos crudos de las cepas BA11, BA6, BA5 y BB3. Para ello se
hicieron diluciones a partir de una concentracién inicial de 10 mg mL'en DMSO, estas
diluciones se probaron en cajas de 96 pozos. Las células cancerigenas se probaron a
una concentracion final de 2.5 x 10* célulasmL™. Posteriormente se leyé la placa por
medio de métodos espectroscopicos, a una longitud de onda de 490nm. Se evalué la
cantidad de células cancerigenas que se destruyeron, como causa del efecto del
compuesto adicionado. Con estas lecturas se hizo una curva y se obtuvo la
concentracion letal media (ICsp). Estos bioensayos se llevaron a cabo en el Center for
Marine Biotechnology and Biomedicine de SCRIPPS Institute of Oceanography de la
Universidad de California San Diego en la Joya, Ca., EUA.

4.6 Actividad Antibiotica

Los cuatro extractos de las cepas BA11, BA6, BA5 y BB3 fueron evaluados contra
células bacterianas de Staphylococcus aureus. Para dicha evaluacion se utilizé una
capa delgada de agar cromatografico y después se atomizé con azul de thiazolio y
bromuro de tetrazolio (MTT, el cual ayudé a revelar las zonas inhibidas sobre un fondo
azul oscuro). Este bioensayo es claro, y permite un cambio de color estable y facil de
interpretar visualmente. Para ello se utilizé una suspension ajustada al 0.5 McFarland
en solucion salina (1.5 x 10° UFCmL™) de S. aereus y se cultivé en agar soya tripticasa
(Difco) en cajas Petri a una temperatura de 37°C por 24h. Se utilizaron 100 ugmL™" de
cada extracto crudo disuelto en metanol, el cual fue agregado a discos de papel filtro y
posteriormente puestos sobre el agar previamente inoculado con S. aureus. Se
incubaron las cajas toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se revelaron con el reactivo
MTT, (si los extractos eran activos inmediatamente fueron visibles las zonas
inhibitorias, sino se dejo hasta una hora, para reportar el resultado). Estos bioensayos
se llevaron a cabo en el Instituto de Productos Naturales y Agrobiologia en Tenerife,

Espafia.

16
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4.7 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé con los resultados obtenidos en los bioensayos de
metamorfosis, mediante un andlisis de varianza (de una via o dos) y una prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Antes de realizar el analisis los datos se

transformaron con la funcién de arco-seno, porque estaban en porcentajes.

Los datos se separaron en 3 experimentos:

1.- Para detectar diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de
metamorfosis de larvas expuestas a los extractos crudos de las 4 cepas evaluadas y

sus concentraciones, se realizé una ANOVA de 2- Vias (a = 0.05).

2.- Para detectar diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de
metamorfosis de larvas expuestas a las fracciones de cada extracto, se realizd una
ANOVA de 1- Via con (a = 0.05).

3.- Para detectar diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de
metamorfosis de larvas en presencia de los compuestos puros, se realizé6 una ANOVA
de 1- Via con (a = 0.05).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron mediante el uso de los programas Sigma
Stat software ver. 3.5. (Jandel Scientifics) y Sigma Plot ver. 9. Cuando la normalidad
(Prueba g-q) y la homogeneidad de varianza no se cumplié, se realizé6 un ANOVA por

rangos (Kruskal-Wallis -1 Via).
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5. Resultados “Estudio de Compuestos Activos”

Las larvas de erizo de mar en su estado natural estan asociadas a una gama de
compuestos quimicos. Se ha publicado que estos compuestos permiten su
asentamiento y metamorfosis, al igual que en una gran variedad de los invertebrados

marinos'® 8%

5.1 Obtencién y fraccionamiento de los Extractos Crudos

A partir de 3L de medio de cultivo, se obtuvo el extracto crudo de cada cepa y sus
fracciones. En la tabla 1 se muestra la cantidad obtenida tanto de los extractos crudos

como de sus fracciones.

Tabla 1. Cantidad de extracto y fracciones obtenidos en gramos. BA11, BA6, BA5 y
BB3 son los bacterias estudiadas, A = agua, M = metanol y ACN = acetonitrilo.

Cepa Extracto H,0 A:M A:M A:M A:M A:M M ACN
Crudo 3:1 2:1 1:1 1:2 1:3 100% 100%

BA11 2:2 0.80 0.25 0.47 0.22 0.03 0.05 0.35 0.03
BA6 2.09 0.09 0.33 0.31 0.45 0.12 0.35 0.41 0.04
BAS5 i) 0.08 0.35 0.31 0.15 0.19 0.04 0.05 0.03
BB3 1.28 0.11 0.31 0.17 0.41 0.09 0.06 0.13 0.01

Los extractos crudos que generaron mas masa neta fueron los de la cepa BA11 (2.2g)
y la cepa BA6 (2.09g). En cuanto a sus fracciones, las cantidades que se obtuvieron
de cada extracto fueron suficientes para realizar los ensayos de induccién de

metamorfosis.
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5.2 Induccion a la Metamorfosis

Para tener un ensayo dirigido en la busqueda de los compuestos activos que inducen
la metamorfosis larval de este trabajo, el extracto se fraccioné en un gradiente de
polaridad, encontrando repuesta de induccién a la metamorfosis tanto en los extractos
crudos como en sus fracciones de las bacterias seleccionadas, los cuales contienen
compuestos que se pueden considerar como inductores naturales de la metamorfosis

del erizo blanco (Lytechinus pictus).

5.2.1 Induccioén a la metamorfosis mediante extractos crudos

La induccién a la metamorfosis en larvas de erizo blanco después de 5 horas de
exposicion a los extractos crudos BA11, BA6, BA5 y BB3, no mostré diferencias
estadisticas significativas entre los extractos (ANOVA 2-Vias). Se presentaron
porcentajes de metamorfosis muy similares en los 4 extractos. Sin embargo, se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas (0.1, 1.0 y
1.5 mgmL™) de cada extracto Fig.2A (Prueba de Tukey — Comparaciones Multiples
P<0.05), donde la concentracion 1.0 mgmL™" fue estadisticamente significativa en

relacién con las concentraciones 0.1 mgmL™"y 1.5 mgmL™" con una P<0.001.

Se encontraron diferencias significativas entre la respuesta de las larvas en las
concentraciones de cada extracto con los controles positivo (KCI), negativo (H,0) y el
blanco de reactivo (EtOH) - ANOVA -1-Via, con una P<0.001. Cabe resaltar que se
encontrdé un alto porcentaje de metamorfosis solo con el control de reactivo 31% a las
5 h de exposicion, esté efecto pudo ayudar de manera sinérgica al efecto de los

compuestos presentes en los extractos.

A las 5 horas de exposicién el porcentaje de metamorfosis en la concentracion 1.0
mgmL™" del extracto BA11, fue estadisticamente diferente a el porcentaje de
metamorfosis de las concentraciones 0.1 mgmL"y 1.5 mgmL™ tanto del EtOH, como
del extracto BA6, BA5, con la concentracién 0.1 mgmL™ del extracto BA11, con la
concentracion 1.5 mgmL™ del extracto BB3 y con el control negativo. El porcentaje de

metamorfosis de la concentracién 1 mgmL™" del extracto BAB, fue estadisticamente
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diferente al porcentaje obtenido con las concentraciones 0.1 mgmL™y 1.5 mgmL™" del
EtOH, del extracto BA11, BA6, BA5, BB3 y el control negativo. El porcentaje de
metamorfosis con la concentracion 1.0 mgmL™” del extracto BAS5, fue estadisticamente
diferente a el porcentaje observado con la concentracién 0.1 mgmL™ y 1.5 mgmL™ del
EtOH, al observado con la concentracion 0.1 mgmL™" del extracto BA11 y BA8, al
obtenido con la concentracién 1.5 mgmL™ del extracto BA5y BB3y con el control
negativo. El porcentaje de metamorfosis observado con la concentracién 1.0 mgmL™’
del extracto BB3, fue estadisticamente diferente al porcentaje observado con la
concentracién 0.1 mgmL™" y 1.5 mgmL™" del EtOH, al observado con la concentracion
0.1 mgmL™ del extracto BA11 y BAB, al observado con la concentracion 1.5 mgmL™
del extracto BA5 y BB3 y al control negativo Fig. 2A. (Prueba de Tukey, P<0.05). Cabe
resaltar que las larvas en presencia de los extractos BA11 y BA6 fueron los que
presentaron mejor induccion a la metamorfosis (72.18 y 82.24%, respectivamente), en
la concentracion 1.0 mgmL™. Mientras que los extractos BA6 y BB3 en la misma

concentracion, presentaron un porcentaje menor (65.24 y 57.49%, respectivamente).

La misma tendencia de induccion a la metamorfosis fue observada a las 24 horas de
exposicion de las larvas de erizo blanco a los extractos. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre el efecto de los 4 extractos
evaluados (Fig.2B, ANOVA 2-via, P <0.05). Aunque, el porcentaje de metamorfosis de
las larvas a la concentraciéon 1.0 mgmL™" fue estadisticamente significativa en relacion
con el porcentaje de metamorfosis, observado en las concentraciones 0.1 mgmL"y

1.5 mgmL" (Prueba de Tukey — Comparaciones Muiltiples P<0.05).

El andlisis de la respuesta de las larvas entre las concentraciones de cada extracto y
los diferentes controles a las 24 horas de exposicion, se realizé por un ANOVA por
rangos (Kruskal —Wallis- 1 Via). En este ensayo en el control de reactivo se tuvo un
porcentaje de metamorfosis de 32%. A las 24 horas de evaluacién por un analisis de
comparaciéon multiples — Tukey, no se encontraron diferencias significativas entre el
porcentaje de metamorfosis observado con las diferentes concentraciones de los
extractos en relacion con el control positivo y negativo. Sin embargo, solo la respuesta

observada en la concentracion 1.0 mgmL™" del BA6 fue estadisticamente diferente al
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porcentaje observado con la concentracién 1.5 mgmL” denominado blanco de
reactivo.

A las 24 horas de exposicion el porcentaje de metamorfosis en la concentraciéon 1.0
mgmL™" de los 4 extractos fue muy similar; en el extracto BA11 de 72%, BA6 de 82%,
BA5 de 70%, y BB3 de 64%. Se observé un pequefio incremento en el porcentaje de
metamorfosis de los extractos BAS5 (65 a 70%) y en el BB3 (57 a 64%).
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Figura 2. Porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 5h
(A) y 24h (B) de exposicion a los exiractos crudos (BA11, BAB, BAS y BB3). Y, el blanco de
reactivo (EtOH) en 3 diferentes concentraciones (A=0.1, B=1 y C=1.5 mgmL™). Las lineas
verticales representan el error estandar. Los asteriscos arriba de las barras (*) indican
diferencias significativas (P < 0.05) con el control negativo (H,O = Agua de mar filtrada a
0.22um), KCI = Induccién con KCI 100mM por 20 min.
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5.2.2 Induccion a la metamorfosis mediante fracciones

Después de 5 horas de exposicion de las larvas a las diferentes fracciones de cada
extracto, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la respuesta de
las larvas a metamorfosearse en presencia de las fracciones (ANOVA 1-Vias) con una
P<0.001, de la misma forma con el control positivo (KCI), el control negativo (H,O) y el
blanco de reactivo (EtOH). Como en el caso de los extractos, el control de reactivo

presento un porcentaje de metamorfosis larval de 31% a las 5 h de exposicién.

En el extracto BA11, el porcentaje de metamorfosis observado en las larvas en todas
sus fracciones fueron estadisticamente diferentes al control negativo. Aunque las
fracciones que presentaron mayor porcentaje de metamorfosis fueron las fracciones
A:M 2:1 (69.08%) vy la fraccion A:M 3:1 (41.12%), las cuales fueron estadisticamente
significativas a la fraccion de ACN y solo la fraccion A:M 2:1 a la fraccion A:M 1:2
Fig.3A (Prueba de Tukey, P< 0.05).

El analisis de las fracciones del extracto BA6 se realiz6 por una ANOVA por rangos
(Kruskal-Wallis — 1 Via), se encontraron diferencias estadisticamente significativas con
P<0.002. La fraccién A:M 1:1 con 61.62% de metamorfosis, fue la Unica fraccion en la
que el porcentaje de metamorfosis fue estadisticamente diferente al control negativo
Fig.4A (Prueba de Tukey, P< 0.05). En dicha fraccién fue en la que, se presenté mayor
porcentaje de metamorfosis seguida de la fraccion A:M 2:1 con 44% aunque dicha
fraccion no fue estadisticamente significativa. En el extracto BA5 se encontraron
diferencias significativas (ANOVA-1 Via). En el andlisis comparativo, las fracciones
AM 211, A'AM 1:1, AM 1:2, ACN y EtOH mostraron una respuesta de las larvas
estadisticamente significativa en relacion al control negativo Fig.5A (Prueba de Tukey,
P< 0.05). Dichas fracciones presentaron un porcentaje de metamorfosis mayor a 32%.
El control positivo del extracto BA5 presenté diferencias significativas con el control
negativo y las fracciones A:M 1:3 y MeOH 100%. En cuanto al extracto BB3 la fraccién
en la que se presenté mayor porcentaje de metamorfosis fue la fracciéon A:M 2:1 con
56.25%, enseguida de las fracciones A:M 3:1, A:M 1:1, A:M 1:2, MeOH 100%, las

cuales fueron estadisticamente diferentes al control negativo Fig.6A (Prueba de Tukey,
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P< 0.05). Tanto la respuesta observada en el control positivo como en el EtOH del

extracto BB3, fueron estadisticamente diferentes al control negativo.

Una respuesta similar se observd a las 24 horas de exposicion. Se encontraron
diferencias significativas entre el porcentaje de metamorfosis observado con las
fracciones de cada extracto (ANOVA 1-Via) con una P<0.001. De la misma forma se
encontraron diferencias con el control positivo, negativo y el blanco de reactivo. Se
observo un porcentaje de metamorfosis en el blanco de reactivo de 32% a las 24

horas de exposicion.

El porcentaje de metamorfosis observado a las 24 horas en presencia de las
fracciones de cada extracto, permanecio relativamente constante. En el extracto BA11
se encontraron diferencias significativas (ANOVA — 1 Via) con una P<0.001. En el
analisis comparativo la fraccion en la que se presentdé mayor porcentaje de
metamorfosis fue la A:M 3:1 (66.5%), la cual fue estadisticamente diferente a las
fracciones de ACN 100%, A:M 1:3, y al control negativo. Con un porcentaje similar la
fraccion A:M 2:1 (con un porcentaje de 63.7%), el cual fue estadisticamente diferente a
las fracciones de ACN 100 % y el control negativo Fig.3B (Prueba de Tukey, P< 0.05).
Ademas la respuesta de las larvas observada en las fracciones A:M 1:1, A:M 1:2, A:M
1:3, MeOH 100%, ACN, el control positivo y el blanco de reactivo fueron
estadisticamente diferentes al control negativo, mostrando porcentajes menores a
44%.

En el extracto BA6 se encontraron diferencias significativas entre las fracciones de
este extracto (ANOVA — 1 Via) con una P<0.001. La fraccion que presento mayor
porcentaje de metamorfosis fue la A:M 1:1 con 65.6%, la cual fue estadisticamente
diferente a las fraccion de menor polaridad A:M 1:2, A:M 1:3, MeOH 100%, ACN 100%
y al control negativo Fig.4B (Prueba de Tukey, P< 0.05). Con porcentajes menores a
32%, las fracciones A:M 3:1, A:M 2:1 fueron estadisticamente diferentes al MeOH
100%, ACN 100% vy el control negativo.

En el extracto BA5 el analisis estadistico se realizé por una ANOVA por rangos

(Kruskal-Wallis — 1 Via), a diferencia de las 5 horas de evaluaciéon ninguna fraccién
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presento diferencias significativas. Aunque en este extracto, las fracciones mas
polares como A:M 3:1, A:M 2:1, A:M 1:1, A:M 1:2 y A:M 1:3 presentaron porcentajes

de induccion a la metamorfosis superiores a 61%.

En el BB3 se encontraron diferencias significativas entre las fracciones con un
(ANOVA- 1 Via) P<0.001. Las fracciones A:M 3:1, A:M 2:1, A:M 1:1 y A:M 1:2 de este
extracto fueron estadisticamente diferentes a las fracciones A:M 1:3 y el control
negativo Fig.6B (Prueba de Tukey, P<0.05), dichas fracciones presentaron porcentajes
de metamorfosis superiores a los 57%. Las fracciones menos polares 1:3, MeOH
100% y ACN 100%, con porcentajes menores a 57% de metamorfosis fueron

estadisticamente diferentes al control negativo.
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Figura 3. Porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 5h
(A) y 24h (B) de exposicién a las fracciones (agua:metanol 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), MeOH =
Metanol y ACN = Acetonitrilo del extracto BA11. Las lineas verticales representan el error
estandar. Los asteriscos arriba de las barras (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) con
el control negativo (H,O = Agua de mar filtrada a 0.22um), KCI = Induccién con KCI 100mM por
20 min y el blanco de reactivo (EtOH).
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Figura 4. Porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 5h
(A) y 24h (B) de exposicion a las fracciones (agua:metanol 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), MeOH =
Metanol y ACN = Acetonitrilo del extracto BA6. Las lineas verticales representan el error
estandar. Los asteriscos arriba de las barras (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) con
el control negativo (H,0 = Agua de mar filtrada a 0.22um), KCI = Induccién con KCI 100mM por
20 min y el blanco de reactivo (EtOH).
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Figura 5. Porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 5h
(A) y 24h (B) de exposicién a las fracciones (agua:metanol 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), MeOH =
Metanol y ACN = Acetonitrilo del extracto BA5. Las lineas verticales representan el error
estandar. Los asteriscos arriba de las barras (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) con
el control negativo (H,O = Agua de mar filtrada a 0.22pum), KCI = Induccién con KCI 100mM por
20 min y el blanco de reactivo (EtOH).
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Figura 6. Porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 5h
(A) v 24h (B) de exposicién a las fracciones (agua:metanol 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), MeOH =
Metanol y ACN = Acetonitrilo. Las lineas verticales representan el error estandar. Los
asteriscos arriba de las barras (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) con el control
negativo (H,O = Agua de mar filtrada a 0.22um), KCI = Induccién con KCI 100mM por 20 min y
el blanco de reactivo (EtOH).
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5.2.3 Induccién a la metamorfosis mediante compuestos puros aislados del
extracto BA11

Para este ensayo se evaluaron seis compuestos, previamente aislados y elucidados
estructuralmente, de los cuales cuatro fueron puros y corresponden a: acido célico
(C1), L-leucin-trans-4-hidroxi-L-prolina (C2), L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina (C3)
(impuro), L-prolina-glicina (C4), una mezcla de L-fenilalanina-cis-4-hidroxi-L-prolina y
el compuesto C2 (C5), L-fenilanalina—trans—4-hidroxy-L-prolina (C6), y el acido célico

comercial (C7).

Después de 5 horas de exposiciéon de las larvas a los diferentes compuestos
aislados no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
compuestos, pero si, con el control positivo y negativo (ANOVA -1 Via). A las 5
horas de exposiciéon todos los compuestos fueron estadisticamente diferentes al
control negativo, de la misma forma al blanco de reactivo Fig.7A (Prueba de Tukey,
P<0.05).

Cabe notar que el compuesto en el que se presentdé mayor porcentaje de
metamorfosis a las 5 horas de exposicion fue el acido célico aislado con 61% de
induccion. En los demas compuestos se presentéd un incremento de 10 a 15% a las 24
horas de exposicién variando el porcentaje de metamorfosis de 35 a 70%, como fue el
caso del acido célico comercial. En el andlisis comparativo el porcentaje de
metamorfosis observado en presencia de los compuestos 1, 2, 6 y 7, fue

estadisticamente diferente al control negativo Fig.7B, (Prueba de Tukey, P< 0.05).

Algo interesante fue el porcentaje de metamorfosis encontrado en el acido célico
aislado y el acido célico comercial en la induccién de la metamorfosis larval del erizo
de mar tanto a las 5 como 24 horas de evaluacién. A las 5 horas de exposicion, en
presencia del acido cdlico aislado las larvas se metamorfosearon en una proporcion
mayor al 61%, a diferencia del acido comercial con 36% de induccidon. A las 24h de
exposicién, donde el acido célico comercial incremento su actividad a mas de un 70%,

porcentaje muy semejante del acido colico aislado evaluado a las 5h. Cabe mencionar
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que el acido célico, fue el compuesto mayoritario de los determinados
estructuralmente.
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Figura 7. Porcentaje de metamorfosis de larvas de erizo blanco (Lytechinus pictus) a las 5h
(barras blancas) y 24h (barras negras) de exposicidn a los compuestos puros: C1, C2, C3, C4,
C5, C6 y C7. Las lineas verticales representan el error estandar. Los asteriscos arriba de las
barras (*) indican diferencias significativas (P < 0.05) con el control negativo (H,0 = Agua de
mar filtrada a 0.22um), KCI = Induccién con KCI 100mM por 20 min y el blanco de reactivo
(EtOH).
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5.3 Purificacién y Elucidacion Estructural de los Compuestos Activos

5.3.1 Purificacion de los Compuestos Activos del Extracto BA11

A partir de la separacion del extracto BA11, en la columna (CEM) se obtuvieron las
siguientes fracciones, las cuales fueron de interés para la purificacion de los

compuestos activos, de acuerdo a su espectro de '"HRMN.

A: 714.6 mg
B: 280.2 mg
C: 081.7 mg
D: 162.4 mg
E: 027.3 mg

La fraccion A, en la polaridad A:M (1:1) (Cromatografia Flash), dio lugar al compuesto
1 que resulté ser Acido Célico con 65.6mg (Pag. 34).

La fraccién B y C se unieron por semejanza de espectros de 'H RMN, de la cual se
obtuvo la fraccién A:M (3:1) con 53.3 mg (Cromatografia Flash). Dicha fraccion dio
lugar a dos compuesto por cromatografia CLAR. El compuesto 2 (puro) con 3.4 mg
(Pag. 39), el cual eluyé a 62% de MeOH con un tiempo de retencién de 33 min, y el
compuesto 3, el cual es una mezcla de dos compuestos con 2.2 mg y eluyé a 65.5%

de MeOH con un tiempo de retencion de 35 min.

A partir de la fraccién D se obtuvo la fraccion A:M (3:1) con 26.5 mg (Cromatografia
Flash). Dicha fraccién dio lugar a 3 compuestos por cromatografia CLAR. Se purifico el
compuesto 4 puro con 5.1 mg, dicho compuesto eluy6 a una polaridad de 27 % MeOH
y con un tiempo de retencion de 12 min (Pag. 37). El compuesto 5 puro con 2.3mg,
eluido con una polaridad de 62.6 % de MeOH con un tiempo de retencion de 30 min
(Pag. 38-39) y el compuesto 6 parcialmente puro con 4.5 mg, eluido con una polaridad
de 65% de MeOH y un tiempo de retencion de 33 min (P&g. 40).
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De una fraccién parcialmente pura de la fraccion A:M (3:1), se obtuvo el compuesto 3
(impuro) con 1.8 mg (Pag.35), mismo compuesto que se obtuvo en la fraccion B.
Dicho compuesto eluyé a una polaridad de 72% de MeOH con un tiempo de retencién

de 36 min por cromatografia CLAR.

A partir de la fraccion E, también se obtuvo el compuesto 6 con 5.1 mg a partir de una
cromatografia CLAR. Este compuesto eluy6 a una polaridad de 38 % de MeOH, a un
tiempo de retencion de 22 min (Pag. 40).

5.3.2 Elucidacion Estructural de los compuestos Activos

De la gama de compuestos que pueden influir en la metamorfosis de larvas del erizo
de mar, solo se pudieron aislar y elucidar estructuralmente 6 compuestos. De estos
compuestos, cuatro se purificaron completamente y dos se encuentran impuros y
corresponden a: acido célico (C1), L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina (puro) (C2), L-
leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina impuro (C3), L-prolina- glicina (C4), una mezcla de L-
fenil-alanina-cis-4-hidroxi-L-prolina y el compuesto C2 (C5) y L-fenilanalina—trans-4-
hidroxy-L-prolina) (C6).

Nota: En anexos se encuentran los espectros tanto de "H-NMR.
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5.3.2.1 Compuesto 1: Acido Célico

? MS (IE, 70eV) m/z: 408 (M)

calculado para Cy4H400s.

Figura 8. Estructura plana del Acido Célico

Tabla 2. Datos de Resonancia Magnética Nuclear Proténica y de carbono
trece ("Hy '*C RMN) del compuesto &cido cdlico.

5 "*C (ppm) Ha

Posicion CDCI3 (ppm) HB (ppm)

1 36.5 1.81 0.99
31.2 1.45 1.59

3 72.9 3.37
4 40.49 2.29 1.66
5 43.23 1.38
6 35.9 1.53 1.95
7 69 3.8
8 41 1.55
9 27.9 2.25
10 35.9
11 29.5 1.58 1.58
12 74 3.97
13 47.5
14 43 2
15 24.2 1.12 1.76
16 28.6 1.9 1.32
17 48 1.86
18 12.9 0.72
19 23.1 0.92
20 37.8 1.43 1.43
21 17.7 1.02
22 32.4 1.79 1.35
23 32 2.37 2.21
24 178.3
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5.3.2.2 Compuesto 2: L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina (puro)

Figura 9. Estructura plana del compuesto L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina

Rotacién Optica [a] %, +20° Observado = - 318 (¢ 1.1, MeOH)
MS (IE, 70eV) m/z: 226 (M") calculado para C4H;gN,O3, 226.1318.

Tabla 3. Datos de Resonancia Magnética Nuclear Protdnica y de carbono trece

("H y "®C RMN) del Compuesto L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina.

& 'H (ppm) Multiplicidad

Posicion 5 "*C (ppm) CDCI3 (J en Hz) CDCI3
1
2 167.7
3 56.2 (C3 0 C6) 3.95 (2H, m, H-3)
4 7.56 (1H, d, J= 4.2 Hz, 4-NH)
5 169.8
6 56.1 (C6- 0 C3) 4.16 (1H, dd, J= 5.8, 9.1 Hz, H-6)
7 36.8 2.45 (2H, m, H-7)
8 68.1 4.45 (1H, m, H-8)

3.95 (2H, m, H-9a),

9 54 3.34 (1H, dd, J=4.6, 12.5 Hz, H-9b)
10 42.2 1.63 (2H,t, J=6.9 Hz, H-10)
11 26.6 1.75 (1H, m, H-11)
12 23 0.98 (3H,d, J=6.5Hz, H-12)
13 21.5 0.95 (3H, d, J=6.5Hz, H-13)
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5.3.2.3 Compuesto 3: L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina (impuro)

Figura 10. Estructura plana del compuesto L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina

Rotacién Optica [a] 2, +20° Observado = - 318 (¢ 1.1, MeOH)
MS (IE, 70eV) m/z: 226 (M") calculado para C4H;sN,O3, 226.1318.

Tabla 4. Datos de Resonancia Magnética Nuclear Protonica y de carbono trece
('H y "*C RMN) del Compuesto L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina.

& "H (ppm) Multiplicidad
Posicion 5 "*C (ppm) CDCI3 (J en Hz) CDCI3
1
2 167.7
3 56.2 (C3 o C6) 3.95 (2H, m)
4 7.56 (1H, d, J= 4.2 Hz)
5 169.8
6 56.1 (C6- 0 C3) 4.16 (1H, dd, J= 5.8, 9.1 Hz)
7 36.8 2.45 (2H, m)
8 68.1 4.45 (1H, m)
3.95 (2H, m, H-9a),
9 54 3.34 (1H, dd, J=4.6, 12.5 Hz, H-9b)
10 42.2 1.63 (2H, t, J=6.9 Hz)
11 26.6 1.75 (1H, m)
12 23 0.98 (3H, d, J=6.5Hz)
13 21.5 0.95 (3H, d, J=6.5Hz)
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5.3.2.4 Compuesto 4: L- Prolina- Glicina-

Figura 11. Estructura plana del compuesto L- Prolina- Glicina

Rotacién Optica [o] % + 20° observado = -47.45 (¢ 0.46, MeOH)
MS (IE, 70eV) m/z: 154 (M") calculado para C;H;oN,O,, 154.0742.

Tabla 5. Resonancia Magnética Nuclear Proténica y de carbono trece ('H y *C RMN)
del compuesto L- Prolina- Glicina

6 13C (ppm) | & 1H (ppm) Multiplicidad
Posicion CDCI3 (J en Hz) CDCI3
1 170.4
2 6.89 (br, s, NH)
4.08 (d, J=15.6)
3 47 3.88 (dd, j=4.4, 16.4 Hb)
4 163.9
S
6 45.7 3.45-3.62 (m, CH2)
1.92-2.07 (m, Ha)
7 22.8 1.76-1.92 (m, Hb)
2.26-2.36 (m, Ha)
8 28.8 1.92-2.07 (m, Hb)
9 58.9 4.08 (d, J=15.6)
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5.3.2.5 Compuesto 5: denominado 7 (es una mezcla de 2 compuestos)

Figura 12. Estructura plana del compuesto A) L-fenilalanina-cis-4-hidroxi-L-
prolinay el compuesto B) L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina.

Datos Espectroscopicos del Compuesto A

Rotacién Optica [a] *°p +20° observado = -210 (¢ 0.21, MeOH)
MS (IE, 70eV) m/z: 260 (M*) calculado para C4H1N,O5

Tabla 6. Datos de Resonancia Magnética Nuclear Proténica y de carbono trece
('H'y "*C RMN) del Compuesto L-fenilalanina-cis-4-hidroxi-L-prolina.

6 13C (ppm) 6 1H (ppm) Multiplicidad
Posicion CDCI3 (J en Hz) CDCI3
1
2 165.8
3 58.8 4.22(1H, m, H-3)
4 6.82 (1H, d, J=3.3 Hz, 4-NH)
5 169.4
6 55.8 2.95 (1H, dd, J=7.2, 8.8 Hz, H-6)
2.26 (1H, m, H-7a)
7 37.2 2.18 (1H, m, H-7b)
8 67.9 4.31 (1H, m, H-8)
9 537 3.87 (1H, d, J=12.6 Hz, H-9a)
' 3.21 (1H, dd, J=4.9, 12.6 Hz, H-9b)
3.14 (1H, dd, J=6.3, 13.7 Hz, H-10a)
10 40.2 3.04 (1H, dd, J=4.3, 13.7 Hz, H-10b)
11 135.4
12 130 7.1 (5H, m, H-12)
13 128.8
14 127.6
15 128.8
16 130 7.3 (5H, m, H-16)
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Datos Espectroscopicos del Compuesto B

Rotacién Optica [a] %, +20° Observado = - 318 (¢ 1.1, MeOH)
MS (IE, 70eV) m/z: 226 (M") calculado para C44H;sN,O3, 226.1318.

Tabla 7. Datos de Resonancia Magnética Nuclear Proténica y de carbono trece
('Hy C RMN) del Compuesto L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina.

& "H (ppm) Multiplicidad

Posicién | & "C (ppm) CDCI3 (J en Hz) CDCI3

1

2 167.7

3 56.2 (C3 0 C6) 3.95 (2H, m, H-3)

4 7.56 (1H, d, J= 4.2 Hz, 4-NH)

5 169.8

6 56.1 (C6- 0 C3) 4.16 (1H, dd, J= 5.8, 9.1 Hz, H-6)

7 36.8 2.45 (2H, m, H-7)

8 68.1 4.45 (1H, m, H-8)

3.95 (2H, m, H-9a),

9 54 3.34 (1H, dd, J=4.6, 12.5 Hz, H-9b)

10 42.2 1.63 (2H, t, J =6.9 Hz, H-10)

11 26.6 1.75 (1H, m, H-11)

12 23 0.98 (3H,d, J=6.5 Hz, H-12)

13 21.5 0.95 (3H, d, J=6.5Hz, H-13)

39



Tesis de Maestria, Faviola Cardoso Martinez Resultados

5.3.2.6 Compuesto 6: L-fenilanalina—-trans—4-hidroxi-L-prolina

Figura 13. Estructura plana del compuesto L-fenilanalina—trans—4-hidroxi-L-
prolina

Rotacién Optica [a] %, +20° observado = -210 (c 0.21, MeOH)
MS (IE, 70eV) m/z: 260 (M") calculado para Cq4H:sN,O3

Tabla 8. Datos de Resonancia Magnética Nuclear Protoénica y de carbono trece
('Hy *C RMN) del Compuesto L-fenilanalina-trans—4-hidroxi-L-prolina

5 13C (ppm) ® 1H (ppm) Multiplicidad
Posicion CDCI3 (J en Hz) CDCI3
1
2 165.8
3 58.8 4.22(1H, m, H-3)
4 6.82 (1H, d, J=3.3 Hz, 4-NH)
5 169.4
6 55.8 2.95 (1H, dd, J=7.2, 8.8 Hz, H-6)
2.26 (1H, m, H-7a)
7 37.2 2.18 (1H, m, H-7b)
8 67.9 4.31 (1H, m, H-8)
9 537 3.87 (1H, d, J=12.6 Hz, H-9a)
: 3.21 (1H, dd, J=4.9, 12.6 Hz, H-9b)
3.14 (1H, dd, J= 6.3, 13.7 Hz, H-10a)
10 40.2 3.04 (1H, dd, J=4.3, 13.7 Hz, H-10b)
11 135.4
12 130 7.1 (5H, m, H-12)
13 128.8
14 127.6
15 128.8
16 130 7.3 (5H, m, H-16)
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5.4 Actividad Citotéxica ICs,

Los cuatro extractos fueron evaluados contra células de carcinoma colorectal HCT-
116. De los cuatro extractos probados, el extracto BA5 presentd actividad anti
cancerigena con un ICg= 4.95 ugmL™, lo que indica que este extracto, ademas de
contener compuestos que inducen la metamorfosis del erizo de mar, contienen
compuestos que pueden ser empleados para tratamientos del cancer.

Tabla 9. Extractos crudos de las cepas BA11, BA6, BA5 y BB3 evaluados contra
células de carcinoma colorectal HCT-116. NA representa actividad no significativa

Extracto Actividad
BA11 NA
BA6 NA
BAS 4.955 pg mL™
BB3 NA

5.5 Actividad Antibiotica

Los cuatro extractos de las cepas BA11, BA6, BA5 y BB3 fueron evaluados contra
células bacterianas de Staphylococcus aeurus, dicha técnica es muy sensible, pero
ningun extracto presento actividad contra la inhibicién de esta cepa bacteriana.
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6. Discusion

Existe una gran gama de compuestos que estan asociados a la respuesta al medio
ambiente, a los que se les reconoce como claves ambientales. Las cuales pueden ser,
tanto fisicas como biolégicas y quimicas, o combinaciones de ellas, pero por el
momento nos referiremos a aquellas que juegan un papel importante en el
asentamiento y metamorfosis de larvas de invertebrados marinos. Entre estas claves,
las relacionadas con los compuestos quimicos como productos naturales han tenido
fuerte interés en los Ultimos afios'’, debido a las multiples acciones bioldgicas que han

presentado.

Se han reportado muchos trabajos relacionados con la busqueda de compuestos
responsables del asentamiento y metamorfosis larval del erizo de mar, que estan en
respuesta a: macroalgas, reportado que tres especies de alga coralina inducen la
metamorfosis larval del erizo verde S. droebachiensis en porcentajes (>85%)'® *"; otro
estudio menciona que mas de 11 macroalgas indujeron el 30% de asentamiento larval
del erizo Tripneusted gratilla®. Compuestos quimicos especificos aislados de algas
incluyendo (acidos grasos insaturados, los acidos eicosapentaenodico y arquidonico,
extraidos del alga roja coralina, inducen el asentamiento larval y metamorfosis del
erizos de mar japonés Pseudocentrotus depressus y Anthocidaris crassispora®. El
compuesto halogenado volatil, dibromometano fue reportado como una clave quimica
para la induccién del asentamiento y metamorfosis larval de Strongylocentrotus nudus
y Strongylocentrotus intermedius, aislado principalmente de las algas Serratiardia
mazima y Calliarthron yessoense y de otras algas como Ulvella lens®, con un alto
porcentaje de metamorfosis (>80%). Se ha publicado que compuestos
glicoglicerolipidos son responsables del asentamiento y metamorfosis larval del erizo
S. intermedius, aislados de extractos de el alga verde Ulvella lens*®. Y quizas la mas
importante las biopeliculas, responsables de inducir la metamorfosis larval del erizo
de mar, hasta la fecha sus claves quimicas no han sido elucidadas®. Huggett y
colaboradores en el 2006 asilaron 250 cepas bacterianas a partir de varias especies

de algas coralinas y encontraron que las bacterias pertenecientes al género
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Pseudoalteromonas eran las principales cepas inductoras a la metamorfosis en el
erizo de mar Heliocidaris erythrogramma®".

Los extractos que presentaron mayor porcentaje de induccién a la metamorfosis
fueron los obtenidos de las cepas BA11 y BAB, inclusive en algunas ocasiones mejor a
los obtenidos con el control positivo (KCI), lo que sugiere que en estos extractos se
encuentran presentes compuestos que definitivamente colaboran con el proceso de
maduracion de las larvas de erizo blanco, manifestando esto en su incremento de
larvas metamorfoseadas. Misma tendencia fue reporta por Diaz Pérez en el 2006,
quien probd el efecto de las biopeliculas de estas mismas cepas (BA11, BA6, BA5 y
BB3), sobre la metamorfosis de larvas de erizo a las 24 y 48 horas, aunque sus
porcentajes de induccion fueron menores de 15 a 24 % para las primeras 24 horas y
de 48% a las 48 h de exposicién, las cepas que favorecian estos porcentajes fueron la
BA11y BAB.

Cabe resaltar que se obtuvo un alto porcentaje de metamorfosis (31% a las 5 h) en el
blanco de reactivo (EtOH), en el cual fueron disueltos los extractos. Parecer ser que el
efecto de induccion que se encontro se debié a una respuesta sinérgica entre el EtOH
y los compuestos inductores presentes en los extractos, aunque no se puede afirmar
esto, tampoco se puede descartar con base en los resultados obtenidos. Sustrayendo
el efecto del blanco de reactivo a los porcentajes obtenidos de metamorfosis,
encontramos respuestas muy similares a las encontrabas con las biopeliculas de estas
cepas a las 48 h de exposicion. Aunque los porcentajes de induccion a la
metamorfosis sean parecidos a los encontrados en nuestro trabajo, la accién sobre las
larvas fue mucho mas intensa, ya que a las 5 horas de exposicion, ya se manifestaban

estos porcentajes.

En este trabajo se encontré un mayor porcentaje de induccién a la metamorfosis con
los extractos de las cepas BA11 y BA6, a diferencia de los extractos BAS5 y BB3,
quizas estas diferencias se debieron a la concentracion de compuestos inductores
presentes en las bacterias. Como lo reportan Harder y colaboradores en 2002, al

evaluar los compuestos bacterianos de las cepas, Micrococcus sp, Vibrio sp,
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Roseobacter sp. y Rhodovulum sp., sobre el asentamiento larval del poliqueto
Hydroides elegans. Ellos mencionan que una posible explicacion a las diferencias de
induccioén al asentamiento entre las 4 cepas estudiadas, es el nivel de produccién de
metabolitos secundarios, siendo Roseobacter Sp. y Rhodovulum Sp las de mayor

contenido de estos®.

Los experimentos mostraron que al realizar los ensayos de induccién a la
metamorfosis a una concentracién de 1 mgmL™ en los 4 extractos (BA11, BA6, BA5 y
BB3), se observaron diferencias significativas, tanto a las 5 como a las 24 horas de
evaluacion, alcanzando valores maximos de metamorfosis de 82.2%. A diferencia de
los ensayos probados a concentraciones de 1.5 mgmL" y 0.1mgmL”, donde la

induccion a la metamorfosis apenas alcanzé un 2.5%.

En larvas de erizo de mar, se han reportando algunos compuestos que producen
porcentajes de metamorfosis superiores al 80%, similares a los encontrados en el
trabajo por Swanson y colaboradores, donde la histamina aislada de la alga D.
pulchra, induce el asentamiento larval del erizo de mar Holopneustes purpurascens

* el complejo 1:1 floridoside: acido isetionico, aislado de la

en porcentajes (>75%)
alga D. pulchra, el cual, induce el 100% de metamorfosis larval del erizo Holopneustes
purpurascens®™ a pocos minutos de ser agregado), la glutamina® puede ser un
inductor natural, aislado de la alga calcarea Melobesia spp., la cual induce el 100%
de metamorfosis en el erizo S. intermedius y el 50% de actividad en S. mirabilis. Sin
embargo, en la respuesta que se encontrd en este trabajo esta implicito el efecto del
EtOH. Harder y Qian, encontraron que el extracto acuoso de Hydroides elegans
induce a la metamorfosis larval en un 64% a una concentracién de 1 mgmL™" y menos
de 25% a una concentracién de 0.1 mgmL™’, a las 48 h de evaluaciéon®. En contraste
con estos resultados se han reportado estudios donde utilizan cantidades mayores de
los inductores, para que las larvas realicen su proceso de asentamiento vy
metamorfosis. Takahashi y colaboradores, aislaron glicolipidos activos de extractos del
alga verde Ulvella lens, los cuales inducian el asentamiento y metamorfosis larval del
erizo S. intermedius, a una concentracién de 5 pg mL™, concentracion cinco veces

mas alta a la tratada en este trabajo®.
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Se han identificado algunos aminoacidos esenciales como inductores del
asentamiento y metamorfosis larval de Hydroides elegans’ **. Naidenko en 1996,
probo los aminoacidos valina, acido aspartico, acido glutamico, glutamina y cisteina
como inductores naturales de la metamorfosis larval de 2 especies de erizo de Japon,
S. intermedius y S. mirabilis, observando mejores resultados con la glutamina con

porcentajes de 60 -100% de metamorfosis a las 24h de evaluacion®.

En cuanto a las fracciones se observé que las mas polares 3:1 (A:M), 2:1 (A:M) y 1:1
(A:M) principalmente de los extractos BA11 y BAB6, son las que favorecian la
metamorfosis de las larvas del erizo blanco, en comparacién con las fracciones menos
polares 1:2 (A:M), 1:3 (A:M) y acetonitrilo, llegando a ser menores al 10% de
metamorfosis, en algunos casos. Estas fracciones polares llegaron a metamorfosear
las larvas en porcentajes de 59 y 61%, respectivamente a las 5 h de evaluacién
porcentajes muy similares a los encontrados en los extractos crudos, lo que sugirié
que eran las fracciones donde se encontraban los compuestos responsables de tal
efecto. Por esta razén, se eligieron para la purificacion y elucidacion estructural de los

compuestos activos.

En el presente trabajo se le dio énfasis al extracto BA11 por la actividad que present6
el extracto crudo Fig. 2, y partir de él se aislaron cuatro compuestos cuyas estructuras
fueron determinadas por métodos espectroscépicos como el esteroide acido colico, y 3
péptidos identificados como L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina, L-prolina-glicina y el
ciclo L-fenilalanina-trans-4-hidroxi-L-prolina. Todos estos compuestos presentan en
sus estructuras unidades que les confieren polaridad, como lo son grupos oxhidrilo (°
OH) principalmente, con lo que podemos decir, que principalmente los compuestos
que estan asociados con la metamorfosis del erizo de mar, en este trabajo, son
también compuestos polares. El efecto de la polaridad en este tipo de experimentos es
frecuente, como lo afirman Harder y Qian en 1999, quienes probaron extractos
polares y no polares sobre larvas de Hydroides elegans con mejores porcentajes de

metamorfosis en la fraccién polar (60%), a diferencia de la no polar (<5%)%.
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Aunque todos los compuestos obtenidos en el presente trabajo presentaron actividad
de induccién a la metamorfosis larval del erizo blanco, tanto a las 5 como a 24 h de
evaluacion, se observaron mayores porcentajes de metamorfosis (> 61%) para el
acido colico y el ciclo L-fenilalanina-trans-4-hidroxi-L-prolina mientras que el
aminoacido L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina presenté un 50% de induccién a la
metamorfosis, a las 5h de evaluacién. Hubo dos aminoacidos que mantuvieron su
accion sobre las larvas de erizo aun a las 24 h de exposicién, L-leucin-trans-4-hidroxi-
L-prolina y L-fenilalanina-trans-4-hidroxi-L-prolina. Por esta razén estos dos
compuestos se pueden consideran como inductores naturales de la metamorfosis
larval del erizo de mar, compuestos que permiten el efecto de metamorfosis, sin
afectar su sobrevivencia. A diferencia del acido célico, el cual puede ser toxico para
las larvas de erizo, ya que se encontré un alto porcentaje de muerte a las 24h de

evaluacion.

Jin 'y Qian, en el 2004, observaron el efecto de 20 aminoacidos, sobre la metamorfosis
larval del poliqueto Hydroides elegans. En ese trabajo se probd el efecto de los
aminoacidos por separado. La fenilalanina presentd efecto téxico sobre las larvas del
poliqueto, mientras que la glicina no indujo la metamorfosis larval. También se
encontré que la prolina induce a la metamorfosis del poliqueto de forma anormal, ya
que no alcanza a formar tentaculos completos, con porcentajes significativos mayores
del 50% a una concentracion 10 M, ademas de que no promueve la formacion de
biopeliculas®. En comparacién con los amino4cidos aislados en el presente trabajo,
los cuales se encontraban en forma de pequefios péptidos, como es el caso del
compuesto L- prolina- glicina, que fue el que presenté la menor actividad para inducir
la metamorfosis larval del erizo de mar, menos de 46% a una concentracién 10* M y
con 85% de sobrevivencia. En el caso de la leucina, reportan que mostré efectos de
metamorfosis en H. elegans con més del 35% a 10 M e interviene en la promocién de
formacién de biopelicula®. En el presente trabajo, se encontré que el péptido que
contiene leucina, el L-leucin-trans-4-hidroxi-L-prolina, indujo la metamorfosis de

Lytechinus pictus en un porcentaje de 61% a una concentracién 10™*M.

El efecto de los aminoacidos sobre el asentamiento y metamorfosis larval también ha

sido investigado en la concha reina Strombus gigas. Donde evaluaron la induccion a la
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metamorfosis con 11 aminoacidos entre ellos la leucina la cual tuvo efectos
significativos de 68% de induccion a la metamorfosis a una concentracion de 10 uM; la
glicina presenté niveles bajos de metamorfosis, entre un 20 a 30%, valores
semejantes a los que se encontraron en el presente trabajo a las 5h de exposicién®®.
Asimismo, un efecto de los aminoacidos similar al que se encontrd en el presente
estudio, fue reportado por Mishra y Kitamura en 2000%° para el percebe Balanus
amphitrite y el cnidario C. xamachana, donde un péptido de 5.8 kDa a concentraciones
de 86 pM, el cual es rico en prolina y glicina y producido por la descomposicion
bacterial del mangle Rhizophora mangle®' indujo a la metamorfosis de manera

considerable.

Con respecto al esterol aislado en este trabajo, el acido cdlico, fue el compuesto mas
abundante de todas las fracciones analizadas, alcanzando un porcentaje de
rendimiento del 61% y presentd una mayor capacidad inductiva en relacién con el
compuesto obtenido de manera comercial. Se encontraron diferencias en el porcentaje
de induccién de la metamorfosis entre el acido cdlico aislado y el acido célico
comercial, de un 61% a un 36%, respectivamente a las 5h y de un 51% a 70% a las
24h de evaluacién. Con lo que se puede decir que el acido célico obtenido como
producto natural es un mejor inductor con pocas horas de exposicidon mientras que el
comercial es mejor con un tiempo de exposicion mas prolongado. Lo anterior contrasta
con otros trabajos en donde tanto el compuesto natural como el preparado
sintéticamente producen el mismo efecto de induccién. Asi lo reportan Swanson y
colaboradores en 2004* para la histamina obtenida del alga Delisea pulchra, y
probada a una concentracion de 4.5 pM, esta substancia induce altos porcentajes de
asentamiento larval del erizo de mar Holopneustes purpurascens con valores que
alcanza hasta un 80-100%. Se ha reportado que la hormona tiroidea es un esteroide,
que juega un papel importante en la induccion de metamorfosis de muchos
organismos marinos, como anfibios, peces, lampreas y medusas, acelerando su
transformacién a un organismo adulto. Chino y colaboradores en 2004, reportan que la
hormona tiroidea (TH) esta involucrada en la formacion del adulto de 3 especies de
erizo de mar, y determinan una acumulacién gradual de TH durante el desarrollo de la

larva, requiriendo niveles maximos cuando la larva presenta 8 brazos, dirigiendo a la
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larva competente a la metamorfosis. Estos investigadores observaron la presencia de
esta hormona tanto en las larvas como en el alga de la que se alimentaban

(diatomeas)®®.

Los resultados obtenidos con el acido célico aislado, pueden considerarse como un
inductor natural producido por la cepa BA11 para la inducciéon de la metamorfosis
larval del erizo de mar Lyctechinus pictus. En otro estudio realizado por Fukazawa y
colaboradores en el 2001, se observd que la hormona tiroidea induce la metamorfosis
larval en 2 especies de abuldn (Haliotis discus discus y Haliotis gigantea), presentando
porcentajes de metamorfosis mayores de 75 % a una concentracion de 3.8uM a los 4

dias de evaluacion®.

Como es natural, los aminoacidos se encuentran de manera muy variada en el medio
marino y se ha reportado que los aminoacidos L-serina y glicina se encuentran desde
concentraciones indetectables hasta 400 nM, como ha sido reportado por Decho y
colaboradores'. Ellos consideraron que la concentracion de péptidos puede estar
influenciada por la absorciéon abidtica y bidtica (bacterias marinas) principalmente,
donde utilizan los péptidos como sefiales quimicas y por ende, tienen influencia en su

distribucion.

En México, el aprovechamiento comercial del erizo que actualmente se desarrolla en
la costa oeste del estado de Baja California, es principalmente sobre la especie de
erizo rojo (Strongylocentrotus franciscanus) y constituye una pesqueria en pleno
desarrollo, que por su alto rendimiento econémico juega un papel importante en la

1**. Una

economia de las poblaciones riberefias y en general en la economia regiona
sobreexplotacién inadecuada agotaria este recurso, la acuacultura es una solucion. El
proceso de asentamiento y metamorfosis larval es vital durante el desarrollo del erizo,
los resultados obtenidos en este trabajo pueden contribuir de manera favorable a la
acuacultura del erizo. Sin embargo, es necesario seguir indagando qué otros

compuestos producen las cepas bacterianas evaluadas, o bien probar diversos
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aminoacidos comerciales o en forma de péptidos que favorezcan mejor Ila

metamorfosis.

Al evaluar las cepas bacterianas contra células de carcinoma colorectal HCT-116, se
observé que el extracto de la cepa BA5 present6 actividad anticancerigena con una
concentracion inhibitoria media 1Cs, de 4.95 pgmL™, lo que indica que este extracto,
ademas de contener compuestos que inducen la metamorfosis del erizo de mar,
contienen compuestos que pueden ser empleados para tratamientos del cancer. La
cepa BAS se ha identificado genéticamente como una Halomona Sp. (99% con 762
pares de bases y aun no esta publicado). Algunos estudios han mostrado que esta
bacteria contiene compuestos con actividad antitumoral, y las estructuras son de

Aminofenoxazinones®, y &cidos dicarboxilicos hydroxifenilpyrroles?.

Ademas estas mismas cepas fueron evaluadas contra células bacterianas de
Staphylococcus aeurus, dicha técnica es muy sensible, pero ninglin extracto presenté
actividad inhibitoria contra el crecimiento de esta cepa bacteriana, por lo que se

concluye que no presenta compuestos antibiéticos.
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8. Conclusion

- Tanto los extractos crudos de las cepas BA11, BA6, BA5 y BB3 como sus
fracciones presentaron actividad para inducir la metamorfosis larval del erizo
blanco Lytechinus pictus, con porcentajes que variaron entre 30 a 63% a las 5

horas de evaluacion.

- La concentracién de 1.0 mgmL™ se consideré la mas efectiva para la induccion

a la metamorfosis.

Las fracciones mas polares: Agua:Metanol 3:1 y 2:1 de la cepa BA11 y la
fraccion Agua:Metanol 1:1 de la cepa BAB, produjeron mayor porcentajes de
induccion de metamorfosis en larvas de erizo blanco en comparacion con las

fracciones menos polares Agua:Metanol 1:2, 1:3 y acetonitrilo.

Se aislaron y determinaron estructuralmente 4 compuestos responsables de la
metamorfosis del erizo de mar. El esterol acido cdlico, y 3 péptidos
identificados como L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina, L-prolina-glicina y Ciclo

(L-fenilalanina-trans-4-hidroxi-L-prolina).

- Se observaron porcentajes de metamorfosis mayores del 31% para el acido
colico y el ciclo L-fenilalanina-trans-4-hidroxi-L-prolina y de 20% para el

aminoacido L-leucina-trans-4-hidroxi-L-prolina.

- Se encontraron diferencias en el porcentaje de induccién a la metamorfosis entre
el acido colico aislado como producto natural y el acido cdélico comercial,
resultando ser mucho mas potente el obtenido de manera natural para el

bioensayo a las 5 h y el de origen comercial a las 24 h.

- Los compuestos quimicos mas abundantes encontrados en este estudio fueron

en su mayoria aminoacidos.
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- El extracto de la cepa BA5 present6 actividad contra células de carcinoma
colorectal HCT-116, con una actividad de 4.9 ygmL™. Lo que indica que este
extracto, ademas de contener compuestos que inducen la metamorfosis del
erizo de mar, contiene compuestos que pueden ser empleados para

tratamientos del cancer.

- Ninguno de los cuatro extractos de las cepas BA11, BA6, BA5 y BB3, presento
actividad antibiética contra células bacterianas de Staphylococcus aeurus.
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10. Apéndice

Medios de cultivo para crecimiento bacteriano

Medio Liquido
Difco (Caldo Marino) 2216

Formulacién aproximada por litro

Peptona........ccocvveevviiiciiiicen 509
Extracto de levadura................. 109
Citrato Férrico.........cccceeevuneennnn. 019
Cloruro de Sodio................... 19.45¢g
Cloruro de Magnesio............... 59¢g
Sulfato de magnesio............. 3249
Cloruro de Calcio.................... 1.89
Cloruro de Potasio................ 0.55¢
Bicarbonato de Sodio............. 0.16g
Bromuro de Potasio............... 0.08 ¢
Cloruro de Estroncio........... 34.0 mg
AEIAD BOHOY. .« consssnmis issnnin 22.0 mg
Silicato de Sodio................... 4.0 mg
Fluoruro de Sodio................. 2.4 mg
Nitrato de Amonio................... 1.6 mg
Fosfato Disodium................ .. 8.0 mg
Para 1 L.

Caldo marino 2216 (Difco) 37.4g
Almidén (Sigma) 10 g

Agua desionizada 1L

pH 7.6

Disolver y esterilizar
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Medio Solido

Difco (Agar Marino) 2216
Formulacién aproximada por litro

PEDEONAL o viviniinsinessiminsismmsinss 509
Extracto de levadura................. 109
Citrato Férrico.........ccc.cceuveeenee. 0.1g
Cloruro de Sodio................... 19.45¢g
Cloruro de Magnesio............... 8.89
Sulfato de Sodio................... 3249
Cloruro de Calcio................... 1.8¢9
Cloruro de Potasio................ 0.55¢
Bicarbonato de Sodio............. 0169
Bromuro de Potasio............... 0.08 g
Cloruro de Estroncio........... 34.0 mg
Acido Borico...............c...... 22.0 mg
Silicato de Sodio................... 4.0 mg
Fluoruro de Sodio................. 2.4 mg
Nitrato de Amonio................... 1.6 mg
Fosfato Disodium................ .. 8.0 mg
AGAT s iieriniiveriovssivesods svoesss 15.0mg
Para 1 L.

Agar marino 2216 (Difco) 37.4g

Agua desionizada 1L

pH 7.6

Calentar a ebullicién hasta que se disuelva el agar y esterilizar. Posteriormente enfriar

sin que solidifique y vaciar en cajas de Petri.
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Figura 14. Espectros de RMN de 'H del compuesto Acido Célico: (500 MHz,
CDCI3).
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Figura 15 Espectros de RMN de 'H del compuesto L-leucina-trans-4-hidroxi-L-
prolina: (500 MHz, CDCI3).
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Figura 17.  Espectros de RMN de 'H del compuesto L-fenil-trans-4-hidroxi-L-
Prolina: (500 MHz, CDCI3)
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