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RESUMEN

La determinacion de actividad antimicrobiana de extractos de organismos
marinos genera expectativas para la obtencion de nuevos agentes terapéuticos
eficaces frente a microorganismos resistentes a los antibiéticos convencionales.
En este estudio se evalud la potencial actividad antimicrobiana in vitro de los
extractos crudos y las fracciones acuosas y organicas de las ascidias solitarias
Phallusia nigra, Microcosmus exasperatus Yy Ascidia multitentaculata,
recolectadas en Bahia Portete, Caribe colombiano, frente a cuatro cepas de
bacterias patégenas humanas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, Escherichia coli y Klebsiella sp. Los extractos crudos de
M. exasperatus y A. multitentaculata presentaron actividad antimicrobiana leve
frente a las bacterias Gram positivas S. aureus y S. aureus resistente a
meticilina. La actividad estuvo restringida a las fracciones organicas de estas
dos ascidias, las cuales presentaron actividad antimicrobiana moderada frente a
las mismas cepas bacterianas. La actividad antimicrobiana frente a la cepa S.
aureus resistente a meticilina es interesante, ya que puede estar indicando la
presencia de sustancias antimicrobianas con un modo de accién distinto al de la
meticilina. Los extractos y fracciones de M. exasperatus y A. multitentaculata no
presentaron actividad frente a las cepas E. coli y Klebsiella sp., mientras que el
extracto y las fracciones de P. nigra no mostraron actividad antimicrobiana
frente a ninguna de las cepas evaluadas. Dado que este trabajo es un primer
acercamiento a la bioactividad de estas especies de ascidias, se requiere
continuar estudiando los aspectos de actividad biologica y composicion quimica
de las especies M. exasperatus y A. multitentaculata.

PALABRAS CLAVE: Bioprospeccion, Actividad antimicrobiana, Ascidias, Caribe

colombiano.
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ABSTRACT

The determination of antimicrobial activity of extracts of marine organisms
generates expectations for the isolation of new therapeutic agents effective
against microorganisms resistant to conventional antibiotics. In this study, the
potential antimicrobial activity of the crude extracts and the agqueous and organic
fractions of the solitary ascidians Phallusia nigra, Microcosmus exasperatus and
Ascidia multitentaculata, collected in Bahia Portete, Colombian Caribbean, were
tested in vitro against four strains of human pathogenic bacteria:
Staphylococcus  aureus, Staphylococcus aureus  methicillin-resistant,
Escherichia coli y Klebsiella sp. The crude extracts of M. exasperatus and A.
multitentaculata showed low antimicrobial activity against the Gram positive
bacteria strains S. aureus and S. aureus methicillin-resistant. The activity was
restricted to the organic fractions of these two ascidians, showing moderate
antimicrobial activity against the same bacterial strains. The antimicrobial activity
against S. aureus methicillin-resistant is interesting, because it may indicate the
presence of antimicrobial substances with a mode of action different from that of
methicillin. The extracts and fractions of M. exasperatus and A. multitentaculata
showed no activity against the strains E. coli and Klebsiella sp., while the extract
and fractions of P. nigra showed no antimicrobial activity against any of the
strains tested. Since this work is a first approach to the bioactivity of these
ascidians species, it is required to continue studying aspects of biological activity
and chemical composition of the species M. exasperatus y A. multitentaculata.

KEY WORDS: Bioprospecting, Antimicrobial activity, Ascidians, Colombian

Caribbean.



1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia una de las principales causas de enfermedad y
mortalidad humana han sido las infecciones microbianas, y los organismos
bioldgicos, en particular microorganismos, han constituido la principal fuente de
farmacos para su tratamiento. Desde su introduccion en la medicina moderna
en la década de 1940, antibi6ticos como la penicilina, han ayudado a salvar
millones de vidas humanas. Infortunadamente, el uso indiscriminado de
antibioticos ha resultado en la rapida evolucion de bacterias resistentes a estos,
lo cual se ha convertido en un serio problema de salud publica (Madigan et al.,
2004). En el mundo, diferentes cepas de bacterias resistentes a antibioticos
causan graves problemas de salud e incluso la muerte para los pacientes, y
generan pérdidas multimillonarias en el uso de antibidticos y desinfectantes. La
necesidad de nuevos agentes terapéuticos con nuevos mecanismos de accion

parece no tener fin.

Los organismos marinos son la fuente de una incomparable diversidad de
compuestos con actividad biolégica, en ocasiones de interés farmacéutico. La
gran variedad de estructuras quimicas de estos compuestos, muchas sin
contraparte terrestre, ofrece un buen potencial de descubrimiento de nuevos
agentes antimicrobianos con estructuras quimicas novedosas frente a las
cuales aun no exista resistencia. En el mundo ya han sido aislados compuestos
con actividad antimicrobiana in vitro e in vivo a partir de organismos marinos,
ademas de antivirales, anticancerigenos, inmunomoduladores y
antiinflamatorios, entre otros, algunos con el potencial de ser desarrollados
industrialmente como nuevos agentes terapéuticos (Newman y Cragg, 2004,
Jha y Zi-rong, 2004; Kijoa y Sawangwong, 2004). Se ha demostrado que
muchos compuestos naturales marinos cumplen una funcién ecoldgica para los
organismos que los poseen, actuando como defensa quimica contra
depredadores, competidores, epibiontes y bacterias y virus patogenos (Pawlik,
1993; Paul y Puglisi, 2004).



En el Caribe y Pacifico colombiano existe una gran biodiversidad de organismos
marinos ricos en sustancias bioactivas (Newmark y Santos-Acevedo, 2002; En:
Melgarejo et al., 2002); la busqueda sistematica de compuestos bioactivos se
ha realizado principalmente en esponjas, corales blandos, ofiuros, estrellas y
gorgénidos colectados en su gran mayoria en el area de Santa Marta y el
Parque Nacional Natural Tayrona (Duque et al., 2003). La gran biodiversidad
presente en el territorio marino colombiano ofrece buenas perspectivas de
hacer nuevos descubrimientos derivados de la bioprospeccién, generandose asi
alternativas de desarrollo biotecnoldgico y socioecondémico. La biodiversidad ha
sido considerada la nueva ventaja competitiva de los paises en desarrollo
(Feinsilver, 1996), y el Mandato de Jakarta, surgido por el Convenio de
Diversidad Biologica (CDB) organizado en Rio de Janeiro, Brasil, y ratificado en
el pais mediante la ley 165 de 1994, considera la biodiversidad genética y de
productos naturales como un elemento clave en el desarrollo de paises con alta

diversidad biol6gica como Colombia.

Las ascidias adultas son miembros conspicuos de las comunidades benténicas
y epibidticas marinas (Pisut y Pawlik, 2002), son animales sésiles y filtradores
que carecen de defensas morfologicas relevantes, y que a pesar de su
apariencia fisica simple, estan estrechamente emparentadas con los
vertebrados. Hasta la fecha, no se han realizado en el pais estudios de
bioprospeccion en ascidias, aunque son ampliamente reconocidas como uno de
los principales productores de metabolitos marinos bioactivos (Zubia et al.,
2005).

Conscientes de la importancia y la necesidad de avanzar en el descubrimiento
de nuevos agentes antibidticos, y de dar continuidad al proceso de busqueda de
productos naturales de origen marino con proyeccion en bioprospeccién para la
industria farmacéutica, se planted el siguiente trabajo, cuyo objetivo fue la

evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de los extractos crudos y las



fracciones organica y acuosa de las ascidias del Caribe colombiano Phallusia
nigra, Microcosmus exasperatus y Ascidia multitentaculata, frente a cuatro
cepas bacterianas de importancia clinica: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Escherichia coli y Klebsiella sp.,
microorganismos con una gran facilidad para mutar e incorporar genes de
resistencia frente a los antibioticos convencionales (Walker, 2000). Este trabajo
estuvo enmarcado en el plan de investigacion de la Linea de Bioprospeccion
Marina del Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras “José Benito Vives
De Andréis” - INVEMAR.



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1. Metabolitos bioactivos en organismos marinos.

El mar representa mas del 90% de toda la biosfera y contiene una enorme
biodiversidad; 33 de 34 Phyla animales actuales estan representados en el
medio marino y 13 de ellos son exclusivos de este medio. Esta biodiversidad
esta ligada a una gran quimiodiversidad. Durante millones de afios de evolucion
los organismos marinos han desarrollado distintas rutas metabodlicas y
complejos mecanismos bioquimicos, incluyendo la produccion de diversas
moléculas con actividad biologica, a las cuales se les ha denominado

metabolitos bioactivos (Sanchez-Puelles et al., 2003).

Los metabolitos bioactivos marinos usualmente son estructuralmente complejos
y su produccién demanda energia, no estan presentes en altas concentraciones
y generalmente se ha asumido que proveen alguna funcion ecologica (Pawlik,
2000). La frecuente procedencia de estos metabolitos a partir de invertebrados
sésiles o de movimiento lento, de cuerpo blando y carentes de defensas
morfolégicas como concha, exoesqueleto o espinas, ha llevado a suponer que
su funcién ecoldgica es actuar como defensa quimica de quienes los poseen,
principalmente contra los depredadores, pero también frente a competidores,
epibiontes y bacterias y virus patdgenos (Pawlik, 1993; Paul y Puglisi, 2004). La
produccion de metabolitos bioactivos puede variar dramaticamente entre
distintas regiones geogréficas, habitats, individuos de un mismo habitat, e

incluso entre diferentes tejidos del mismo animal (Hay, 1996).

La busqueda de metabolitos marinos estuvo limitada hasta el desarrollo del
buceo autonomo; en la década de los afios 1970 se intensific6 la
bioprospeccion de organismos marinos, y ya para 1999 se habian aislado
10.000 compuestos de origen marino (Faulkner, 2002). Muchos de estos

compuestos han demostrado poseer actividades de interés farmaceutico, entre



los cuales se incluyen antibacterianos, anticancerigenos, antivirales,
antimalariales, antifungicos, antiinflamatorios, anticoagulantes, antidiabéticos,
antituberculosos, inmunomoduladores, con capacidad para afectar el sistema
cardiovascular y nervioso, etc.; varios de ellos han progresado en las primeras
fases de ensayos clinicos en pacientes humanos (Ver Blunt et al., 2003; Jimeno
et al.,, 2004; Kijjoa y Sawangwong, 2004; Mayer y Gustafson, 2003 y 2006),
convirtiéendose en fuertes candidatos para ser desarrollados como nuevos

agentes terapéuticos.

Los productores mas prolificos de compuestos bioactivos marinos son
microorganismos (bacterias y cianobacterias), hongos, algas, esponjas,
ascidias, briozoos, corales alcionaceos y gorgonaceos, moluscos
opistobranquios y nudibranquios (Faulkner, 2002). Cada Phylum generalmente
proporciona una distribucion caracteristica de clases estructurales de
compuestos; en las ascidias por ejemplo, la mayoria de compuestos son
péptidos (Davidson, 1993). Las rutas biosintéticas marinas conducen a una gran
variedad de estructuras quimicas, muchas de ellas sin precedentes en los
organismos terrestres, nuevos e intrincados esqueletos de carbono, entre los
cuales son notables los poliéteres, macrélidos, terpenos, alcaloides y péptidos;
y también pueden incorporar halégenos en sus moléculas, algo que no ocurre

en el medio terrestre (Daly, 2004).

2.2. Generalidades de las ascidias.

Las ascidias son miembros del Phylum Chordata, Subphylum Urochordata,
Clase Ascidiacea. A pesar de su apariencia fisica simple, las ascidias son
taxondmicamente unos de los invertebrados mas cercanos al ser humano. Esto
se debe a que en su estado larval, la ascidia posee todas las caracteristicas de
los cordados: una cola postanal, una notocorda, un cordén nervioso dorsal
hueco y hendiduras faringeas. Sin embargo, cuando la larva plancténica se

asienta en un sustrato y sufre metamorfosis para convertirse en un adulto sésil,



pierde las caracteristicas distintivas de los cordados, reabsorbiendo la cola
postanal junto con la notocorda y el cordon nervioso dorsal (Millar, 1971). El
animal adulto solo retiene las hendiduras faringeas, y su apariencia en casi

nada se asemeja a los vertebrados.

Existen aproximadamente entre 2.800 y 3.000 especies de ascidias en todo el
mundo (Lambert, 2005). Aunque muchas ascidias son solitarias, la organizacion
colonial ha evolucionado independientemente varias veces dentro de la clase y
han aparecido varios tipos de colonias (Ruppert y Barnes, 1996), existiendo
especies sociales, coloniales y compuestas. La mayoria de las especies habita
aguas costeras poco profundas en areas con alta intensidad de corriente de
agua y con disponibilidad de sustratos duros, fijandose a las rocas, conchas,
pilotes y a los cascos de embarcaciones, donde se alimentan filtrando el agua

marina.

Hay una gran diversidad de especies de ascidias que viven en los mares
tropicales poco profundos, en su mayoria coloniales. El Caribe presenta un alto
grado de riqueza y de endemismo de especies (Faria, 2006), encontrandose
diversas ascidias en arrecifes de coral, raices de manglar y praderas de
Thalassia testudinum; se han reportado 139 especies de ascidias a partir de 31
localidades estudiadas, pero muchas nuevas especies adn estan por ser
descritas (Rocha et al., 2005).

Al igual que los demas miembros del subfilo Urocordados, las ascidias se
caracterizan por poseer una cubierta externa protectora llamada tunica, la cual
crece con el animal y funciona como un exoesqueleto flexible, ademas de servir
de anclaje para adherir el animal al sustrato. La tunica esta4 constituida
principalmente por un tipo de celulosa llamada tunicina (Millar, 1971; Ruppert y
Barnes, 1996), y en las ascidias puede variar en consistencia de suave y

delicada, a aspera y fuerte, y presentar una diversa gama de patrones de



coloraciéon. Esta estructura le vale el nombre de tunicados a los miembros del

subfilo Urocordados.

2.3. Metabolitos bioactivos de ascidias.

En 1974 se aislo el primer metabolito, la geranyl-hidroquinona, derivado de una
ascidia (Aplidium sp.) (Fenical, 1976), el cual mostro actividad preventiva frente
a ciertas formas de leucemia y cancer de mama en animales de prueba. Hasta
1993, se habian aislado mas de 200 metabolitos derivados de ascidias
(Davidson, 1993), y hasta 1996 se habia publicado la quimica de soélo el 3% de
las ascidias del mundo (Capon, 1996; En: Pearce, 2001). En las ascidias, mas
del 80% de los metabolitos aislados son compuestos nitrogenados, en su
mayoria derivados de aminoacidos, como triptéfano, lisina, tirosina y
fenilalanina; también hay péptidos, alcaloides aromaticos policiclicos y otros
metabolitos nitrogenados diversos (Davidson, 1993; Blunt et al., 2003).

Actualmente existe una gran cantidad de literatura sobre metabolitos
secundarios bioactivos aislados de ascidias y sus posibles aplicaciones
farmacologicas, siendo algunos de los compuestos mas exitosos los potentes
anticancerigenos didemnina B, ecteinascidina-743 y aplidina, aislados de las
ascidias coloniales tropicales Trididemnum solidum, Ecteinascidia turbinata y
Aplidium albicans respectivamente, los cuales han avanzado hasta las fases Il y
[l de ensayos clinicos en humanos (Ver Rinehart, 2000; Blunt et al., 2003;
Jimeno et al., 2004; Jha y Zi-rong, 2004, Kijjoa y Sawangwong, 2004; Mayer y
Gustafson, 2004 y 2006). La actividad antimicrobiana en estos organismos es
comun; hasta 1992 se habian aislado 22 compuestos antimicrobianos derivados
de ascidias (Davidson, 1993), y en los afios siguientes nuevos antimicrobianos
fueron aislados (Tabla 1). La mayoria de los compuestos antimicrobianos
aislados de ascidias son de naturaleza peptidica, y se localizan en células de la
sangre, o hemaocitos, los cuales cumplen un papel fundamental en el sistema

inmune innato de las ascidias (Findlay y Smith, 1995).



Se ha considerado que el objetivo de la mayoria de los péptidos
antimicrobianos es especificamente la bicapa lipidica de la membrana
bacteriana. Este mecanismo de accion sugiere que los péptidos antimicrobianos
pueden tener una estructura que ataca la membrana bacteriana y retiene su
actividad antimicrobiana frente a bacterias resistentes a antibioticos
convencionales (Jacob y Zasloff, 1994). Algunos estudios sugieren que los
péptidos antimicrobianos aislados de ascidias pueden inducir la desregulacion
osmotica de las bacterias que atacan, causando hinchazon citoplasmatica, y
extrusion y ruptura del contenido citoplasmatico a través de la pared celular,
como es el caso del péptido styelina D aislado de la ascidia Styela clava, frente
a las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(Lehrer et al., 2003).

Se sabe que algunas ascidias, como es el caso de las especies coloniales de la
familia Didemnidae, de aguas calidas tropicales, viven en simbiosis con
cianobacterias Prochloron sp. (Prochlorophyta) (Newcomb y Pugh, 1975;
Alberte et al., 1986; Randolph, 1986), y que aunqgue la cianobacteria puede
estar cumpliendo un rol nutricional en la supervivencia de la ascidia (Kott,
1982), también puede estar jugando un papel en la biosintesis de los
metabolitos bioactivos (Davidson, 1993; Lambert, 2005). Por ejemplo, de la
ascidia colonial tropical Lissoclinum patella, en cuyo interior vive el alga
simbionte Prochloron sp. (Hirose et al., 1996), fueron aislados los péptidos
ciclicos citotoxicos patellamidas (Fu et al., 1998). Aunque inicialmente se
propuso que los péptidos eran sintetizados por la ascidia misma (Salomon y
Faulkner, 2002), estudios posteriores (Long et al., 2005, Schmidt et al., 2005;
Donia et al., 2006) identificaron la ruta biosintética de las patellamidas en los
simbiontes Prochloron sp. Por otra parte, de la ascidia colonial tropical
Cystodytes dellechiajei aun se desconoce si los compuestos responsables de
su actividad citotoxica son producidos por la ascidia misma o son producidos

por la comunidad microbiana que se hospeda en su tdnica, siendo



inmediatamente exudados y almacenados en células pigmentadas de la tlnica
(Martinez-Garcia et al., 2007a y b).

Tabla 1. Algunos compuestos antimicrobianos aislado

s de ascidias.

Especie Compuesto Actividad antimicrobiana Afo y autor
Halocynthia halocyaminas Bacterias marinas: _ Azumi et al.,
. A-B Pseudomonas perfectormarinus
roretzi e . 1990
(tetrapéptidos) Achromobacter aquamarinus
Polycitor varacinas A-C Staphylococcus aureus Makarieva et
sp. (polisulfuros) Bacillus subtilis al., 1995
Escherichia coli
clavanina A Listeria monocytogenes Candida
Styela P . ) ! Lee et al.,
(péptido) albicans. Ampliamente efectiva frente
clava . . 1997
a bacterias Gram +, incluyendo a S.
aureus resistente a meticilina
styelinas A-D Bacterias Gram +y Gram —
Styela (polipéptidos) patégenas humanas. Taylor et al.,
clava polipep Bacterias marinas: Psychrobacter 2000
immobilis Planococcus citreus
Styela clavaspirina Escherichia coli Lee et al.,
clava (péptido) Bacterias Gram +y Gram — 2001a
Halocynthia | dicynthaurina Micrococcus luteus, S. aureus, Lee et al
yr yhtha Listeria monocytogenes, E. coli v
aurantium | (polipéptido) : 2001b
Pseudomonas aeruginosa
Halocynthia halocidina S, aureus resistente a methlllna, Jang et al.,
. e P. aeruginosa resistente a multiples
aurantium (péptido) d 2002
rogas
Styela plicatamida S. aureus resistente a meticilina Tincu et al.,
plicata (octapéptido) S. aureus no resistente 2003

También se conoce que en algunas ascidias la produccion de metabolitos con
actividad biolégica puede variar a lo largo del afio. En algunos casos la mayor
produccién coincide con la época de reproduccion (Hernandez, 2003), mientras
gue en otros existe una relacion inversa entre la inversién en reproduccion y la
concentracion del metabolito bioactivo producido (Lopez-Legentil et al., 2007).
En el segundo caso los autores sugieren que la optimizacion en la asignacion

de los recursos, probablemente influenciada por las interacciones bidticas y los



factores fisicos, moldea las tendencias temporales en la concentracion del

metabolito.

Como se habia mencionado, se ha asumido que los metabolitos bioactivos
proveen alguna funcién ecoldgica (Pawlik, 2000). En las ascidias es imposible
atribuir la evolucion de las defensas quimicas a un unico factor selectivo; la
depredacion ejercida por peces e invertebrados, el asentamiento de epibiontes
y la competencia, pueden haber sido todos importantes (Stoecker, 1980).
Muchas ascidias taxonémicamente diversas producen metabolitos que reducen
significativamente la depredacion ejercida por peces, tanto de los adultos como
de las larvas (Lindquist et al., 1992; Vervoort et al., 1998). En el caso de la
ascidia tropical Atapozoa sp., sus depredadores nudibranquios Nembrotha spp
pueden incorporar los metabolitos bioactivos de esta ascidia, adquiriendo asi la
misma defensa quimica (Paul et al., 1990). En otras especies, los metabolitos
bioactivos pueden estar involucrados en la prevencién de la epibiosis bacteriana

y larval sobre la superficie de la tanica (Wahl et al., 1994; Teo y Ryland, 1995).

2.4. Resistencia microbiana.

Los mecanismos de accion de los antibidticos son diversos y a veces multiples,
pero todos operan en alguno de los siguientes puntos: impidiendo la sintesis de
acidos nucleicos, de proteinas o de la pared celular, o bien alterando la
membrana celular del microorganismo sobre el que actian (Madigan et al.,
2004).

Hay varias razones por las que los microorganismos pueden tener resistencia a
un antibidtico: 1) el organismo puede carecer de la estructura que es inhibida
por el antibiético; 2) El organismo puede ser impermeable al antibiético; 3) El
organismo puede alterar el antibidtico inactivandolo; 4) El organismo puede
modificar la diana del antibiético; 5) Un cambio genético puede alterar una ruta

metabdlica que bloquea el antibiético, por lo cual el organismo desarrolla
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entonces una ruta bioquimica resistente y 6) El organismo puede ser capaz de
bombear hacia fuera un antibiético que haya entrado en la célula (Madigan et
al., 2004).

El fendmeno de resistencia tiene un sustrato genético intrinseco o adquirido que
se expresa fenotipicamente por mecanismos bioquimicos. La resistencia natural
se debe a mecanismos permanentes determinados genéticamente no
correlacionables con el incremento de dosis del antibiotico, mientras que la
resistencia adquirida, de mayor interés clinico, aparece por cambios puntuales
en el ADN (mutacién) o por la adquisicion de genes que van en elementos
genéticos moviles (plasmidos, transposones, integrones) o en piezas de ADN
gue pueden ser asimiladas por algunas especies mediante transformacion (Alos
y Carnicero, 1997).

Los genes de resistencia también pueden ser transferidos por bacteriéfagos
lisogénicos, mecanismo que parece ser el que opera en el determinante mecA
en estafilococos, el cual nunca ha sido localizado en ADN movil, pero que se ha
dispersado entre algunos linajes de S. aureus (Livermore, 2003). La adquisiciéon
de un gen que determine resistencia no es todo, el gen necesita expresarse de
forma suficiente para conferir resistencia clinicamente relevante y eso no
siempre ocurre, dependiendo de las caracteristicas genéticas de la especie
(Kato et al., 1982).

La transferencia de ADN es mas usual via plasmidos. Estos existian mucho
antes de que los humanos usaran antibidticos, y desde el advenimiento de la
era antibacteriana han probado ser vehiculos ideales para el reclutamiento y
diseminacion de genes de resistencia (Livermore, 2003). Dentro de los
plasmidos los genes de resistencia son usualmente cargados por transposones,
los cuales pueden transportar estos genes entre plasmidos, o adentro y afuera
del cromosoma. Algunos transposones son directamente transmisibles entre

bacterias, particularmente entre especies Gram positivas (Livermore, 2003).
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Muchos plasmidos y transposones cargan multiples genes de resistencia
confiriendo resistencia a diferentes antibacterianos, y la seleccién de cualquier
determinante puede conservar el plasmido entero y sus resistencias; la
consecuencia frecuente es la resistencia a mdultiples drogas. Por ejemplo, el
plasmido R100 es un plasmido de 94,3 kilopares de bases que lleva genes de
resistencia a sulfamidas, estreptomicina y espectinomicina, &acido fusidico,
cloramfenicol y tetraciclina, y puede transferirse entre bacterias entéricas de los
géneros Escherichia y Klebsiella (Madigan et al., 2004). El plasmido penicinilase
(Pcase), que frecuentemente se encuentra en cepas de S. aureus, posee genes
que determinan la resistencia a los antibidticos penicilina y macrolidos, asi
como a los metales pesados arsénico, bismuto, plomo, cadmio, zinc y mercurio
(Paniagua et al., 2003).

Los integrones son sistemas naturales de recombinacion que facilitan la
adquisicion y expresion de determinantes de resistencia, ampliamente
distribuidos entre bacterias Gram negativas, usualmente ocurriendo dentro de
plasmidos y transposones, y son particularmente importantes en la
diseminacion de genes de resistencia a las sulfonamidas y estreptomicina, a
varias B-lactamasas y aminoglicosidos (Hall, 1997). De todos modos, los genes
B-lactamasas mas exitosos son cargados directamente por transposones, no

dentro de integrones (Livermore, 2003).

La bacteria Staphylococcus aureus resistente a meticilina se ha convertido en
un importante problema de salud publica, ya que ha incrementado la tasa de
infecciones nosocomiales y estd asociada a una mayor morbilidad y mortalidad
en la comunidad, donde rapidamente se esta estableciendo como un patégeno
dominante (Herwaldt, 1999; Deresinski, 2005; Zetola et al., 2005). Las bacterias
del género Klebsiella pueden causar numerosas infecciones en humanos, las
cuales son usualmente tratadas con antibiéticos betalactamicos. Sin embargo,

numerosas cepas son resistentes a penicilinas y cefalosporinas debido a la
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produccidon de enzimas betalactamasas de espectro extendido (Sekowska et al.,

2002), que rompen el anillo beta-lactamico de este tipo de antibidticos (Tabla 2).

Tabla 2. Antibiéticos recomendados para tratar enfe

rmedades ocasionadas por las

bacterias usadas en este estudio, (Walker, 2000; Ma digan et al., 2004).

. D . Antibiéticos Mecanismos de
Organismo Antibioticos efectivos . . ;
no efectivos resistencia
Meticilina,
icili Eritromicina, .,
Amox!c!l!na/SuIbactam . s Alteracién del blanco del
Amoxicilina/Clavulanato | Rifampicina, Do
. . antibidtico
Vancomicina, Estreptomicina y
Roxitromicina (farmaco | Norfloxacina
en investigacion), Inactivacion del
Clindamicina, Penicilinas, antibiético por
Mupirocina, Cloranfenicaol, produccion de
Novobiocina (toxica) aminoglicésidos penicilinasa, metilasas,
Fluoroquinolonas. acetilasas y fosforilasas
Staphylococcus | Rifampicina en Actlan como agentes
aureus terapéutica combinada bacterostaticos y no

con Vancomicina o
Nafcilina (uso
restringido para el
tratamiento de
endocarditis u
osteomielitis debido a
gue mutan con facilidad
y adquiere resistencia
durante el tratamiento).

Beta-lactamicos
(en ocasiones)

bactericidas, haciendo
gue se requieran niveles
muy altos del antibiético
causando problemas
para el tratamiento en
pacientes con
inmunosupresion

Sulfonamidas

Desarrollo de una via
bioquimica resistente

Cloranfenicol

Eflujo

Escherichia coli

Penicilinas mejoradas:
Aminopenicilinas y
Andinocilina.

Acido nalidixico (pero
se hace resistente con
rapidez)
Fluoroquinolonas
Cefalosporina de 3°

Estreptomicina,
Rifampicina,
Norfloxacina

Alteracion del blanco del
antibidtico

Recibié de Bacteroides

Clindamicina fragilis el transposon
tn4400

Tetraciclinas Eflujo

Penicilinas Inactivacion del

tradicionales, antibiotico y

Cloranfenicol

permeabilidad reducida

generacion -
: Desarrollo de una via
Sulfonamidas BRI .
bioquimica resistente
Carbapenem Ampicilina
: Amoxicilina-Clavulanico | Carbenicilina
Klebsiella sp. . .
Cefepime Cefalosporina de
Cefoxitin 12 generacion
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION, OBJETIVOS
ESPECIFICOS E HIPOTESIS

3.1. Problema de investigacion.

El creciente desarrollo de resistencia por parte de microorganismos bacterianos
patégenos comunes frente a los antibidticos convencionales, ha ocasionado
verdaderos problemas de salud publica, donde las infecciones por bacterias
como Staphylococcus aureus resistente a meticilina en los hospitales, se han
convertido en causas importantes de mortalidad. En consecuencia, se hace
necesaria la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos eficaces. Los
organismos marinos han probado ser una prometedora fuente de nuevos
antibioticos, logrdndose avances importantes de su basqueda en el pais, sobre
todo en esponjas marinas. Sin embargo, existen otros grupos de invertebrados
marinos conocidos por proveer una variedad de compuestos quimicos
novedosos con potencial actividad biolégica, como es el caso de las ascidias.
En el presente estudio se evalla el potencial antimicrobiano de los extractos
crudos, y de las fracciones acuosa y organica, de tres especies de ascidias
solitarias colectadas en Bahia Portete, Caribe colombiano, frente a cuatro cepas
de bacterias patégenas para humanos, aisladas en hospitales de la region
Caribe: Staphylococcus aureus, S. aureus resistente a meticilina, Escherichia
coli y Klebsiella sp. Estas cuatro cepas bacterianas son causa frecuente de
infeccidn, y se necesitan nuevos modos de enfrentar el problema. Este estudio
es el primero en el pais en evaluar el potencial de actividad biolégica de un

grupo especialmente rico en metabolitos bioactivos, el de las ascidias.
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3.2. Objetivos especificos.

- Determinar hasta el nivel taxondmico de especie las ascidias objeto de
estudio.

- Evaluar el potencial antimicrobiano de los extractos crudos y las fracciones
acuosa y organica de cada especie de ascidia, frente a cuatro cepas
bacterianas patdégenas para humanos: Staphylococcus aureus, S. aureus

resistente a meticilina, Escherichia coli y Klebsiella sp.

3.3. Hipotesis.

Los extractos crudos de las tres especies de ascidias del Caribe colombiano no
afectan el crecimiento de al menos uno de los microorganismos patogenos

utilizados en este estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1. Area de estudio.

Bahia Portete estd ubicada geograficamente en el Caribe colombiano, en el
departamento de La Guajira entre el cabo de la Vela y Punta Gallinas, entre los
12°09'y 12°16' Ny los 71° 51’y 72° 00’ W. La bahia tiene 13 km de didmetro y
una extension de 125 km? aproximadamente (Figura 1). En términos generales
es muy somera, con un promedio de ocho metros de profundidad, no obstante,

cerca del 25% tiene profundidades inferiores a los tres metros.

Figura 1. Area de estudio. Bahia Portete, La Guajir a, Caribe colombiano. La barra indica
100 Km.
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Evaluacién del potencial antimicrobiano de extractos de ascidias Israel Caicedo 2010

4.2. Colectay conservacion del material biologico.

Las ascidias utilizadas para este estudio fueron colectadas manualmente de un
sistema de cultivo de bivalvos marinos, en donde se encontraban adheridas a
colectores artificiales de semilla de bivalvos (Figura 2), los cuales estan
conformados por una bolsa externa de anjeo plastico de 32 x 80 cm, con un
tamafo de malla de 2 mm y una manga interna formada por dos bolsas

cebolleras hechas en malla de polipropileno (8 mm de ojo de malla) y ubicados

a 5y 10 metros de profundidad.

Figura 2. Ascidias solitarias  Phallusia nigra (A), Microcosmus exasperatus (B) y Ascidia
multitentaculata (C), adheridas a una malla colectora de semillas de bivalvos marinos,
fuera del agua, en Bahia Portete. La barra indica2 cm.

Se colectaron ejemplares testigo de cada especie para su posterior
identificacién taxondmica. Estos especimenes se introdujeron vivos en frascos

de vidrio con agua marina y cristales de mentol, los cuales actian anestesiando
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a los individuos, permitiendo que los sifones oral y anal permanezcan abiertos
para una mejor preservacion. Luego de una hora aproximadamente, los
individuos fueron transferidos a frascos de vidrio con formalina al 4%. Estos
ejemplares testigo fueron depositados en la coleccion de referencia del Museo
de Historia Natural Marina de Colombia (MHNMC) del INVEMAR.

El resto de los organismos colectados fueron separados por especies e
introducidos en bolsas plasticas de cierre hermético, las cuales se mantuvieron
en neveras portatiles con abundante hielo hasta el momento de llegada al

laboratorio, donde se congelaron a —10° C.

4.3. ldentificacion de las especies.

La identificacion de las ascidias se realizdé por medio de fotografias de varios
ejemplares de cada especie, tanto de los animales completos, como de los
animales después de ser diseccionados. La diseccion consistio en la remocién
de la tunica, y se observaron las caracteristicas taxonémicas distintivas como
los patrones de la musculatura, y la ausencia o presencia de pliegues en la
faringe. Luego se procedio en el caso de las ascidias: Ascidia multitentaculata y
Microcosmus exasperatus a remover la faringe y tomar fotografias del intestino
y las gonadas. También se observo y se hicieron anotaciones de caracteristicas

externas que fueran de importancia en la identificacion de cada especie.

Las fotografias fueron enviadas por correo electronico a la experta en

identificaciéon de ascidias Dr. Rosana Moreira da Rocha (rmrocha@ufpr.br), de

la Universidade Federal do Paran4, Departamento de Zoologia, Curitiba, Brasil,

quien identifico las ascidias al nivel de especie.

18



4.4. Preparacion de los extractos crudos y las frac  ciones.

Para obtener los extractos crudos (EC) las ascidias se descongelaron, se
lavaron con agua destilada eliminando organismos y detritos, y se midié su
volumen en una probeta por desplazamiento de agua marina filtrada. Luego se
introdujeron enteras en botellas graduadas oscurecidas con capacidad
volumétrica de un litro, y se sometieron a liofilizacion durante 15 horas, al cabo
de las cuales se pesaron secas, con el fin de obtener el rendimiento peso/peso

de los extractos crudos y de las fracciones de las ascidias.

Los tejidos fueron extraidos tres veces en una mezcla 11 de
metanol:diclorometano por 12 horas cada vez (Ver Vervoort, 1998; Pisut y
Pawlik, 2002). Después de filtrar, el EC se concentré en un rotavapor, con el fin
de eliminar los solventes. Se recupero el extracto con pequefias cantidades de
diclorometano, se paso a viales de vidrio, y se llevé al rotavapor para conseguir
la completa evaporacion del diclorometano. El EC de cada especie se pesd y se

almaceno en el congelador.

Posteriormente, se realizaron separaciones liquido-liquido de los extractos,
empleando una mezcla 1:1 de agua:diclorometano en un embudo de
decantacion para obtener dos fases. Estas se recuperaron y se concentraron
hasta obtener las dos particiones secas, fraccion organica (FO) y fraccion
acuosa (FA), que fueron pesadas y almacenadas en congelador hasta el

momento de usarlas para los bioensayos.

En los bioensayos, el factor de concentracion natural (FC) de extracto o fraccion

se determind con la siguiente formula:

FC = g de extracto seco 0 fraccion / ml de ascidia
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4.5. Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Las pruebas de actividad antimicrobiana fueron realizadas en el laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Libre Seccional Barranquilla. Las practicas, los
equipos, el disefio y la construccion de las instalaciones, pertenecen al nivel de
Bioseguridad 2, siguiendo como criterio normativo las guias del manual de
bioseguridad para laboratorios biomédicos y microbiol6gicos (BMBL) CDC/NIH,
complementadas con normas locales para el descarte de los residuos.
Especiales normas de seguridad se tomaron con la manipulacion de las cepas
bacterianas. Las practicas de siembra se realizaron en cabinas bioldgicas Clase
I, previa desinfeccion con radiacion UV y cloro, cerca de un mechero a gas y

usando alcohol cada vez que fuera necesario.

Las cepas bacterianas se conservaron a 4T tanto en caldo como en agar
nutritivo. Para el ensayo se usaron cultivos de 18 - 24 horas en caldo nutritivo
(pH 6,510,2 a 25C) de las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus y
S. aureus resistente a meticilina, y de las bacterias Gram negativas Escherichia
coli y Klebsiella sp. Estas cepas son causa frecuente de infeccion en los
hospitales, y su tratamiento es bastante dificil. La concentracion del caldo a
sembrar se determind segun metodologia de Kirby-Bauer por comparacion de la
turbidez del tubo con el estandar No. 0,5 de McFarland, que equivale a una
concentracién de aproximadamente 10® UFC/ml (Koneman et al., 1987).

Para evaluar el espectro de la actividad antimicrobiana, se utiliz6 el método de
difusion en agar usando agar Mueller-Hinton con sensidiscos. Se tomaron
alicuotas de 0,2 ml de cada cultivo bacteriano para inocular en 15 ml de agar
(pH 7,410,2 a 25%C), permitiendo una fase de adapta cién y crecimiento de los
microorganismos en el medio liquido, a una temperatura aproximada de 45T
durante una hora con agitacién periédica. Luego se adicioné el agar en cajas de
Petri de 10 cm de diametro, dejando una capa de aproximadamente 5 mm de
grosor para garantizar la difusion horizontal de las sustancias al interior del
medio (Hewitt y Vincent, 1989).
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El extracto fue evaluado en dos concentraciones: la concentracion volumeétrica
natural, y el triple de esta concentracion, con el fin de observar diferencias en la
actividad dependientes de la concentracion. Para las dos concentraciones, se
aplicaron alicuotas de 20 pl de los extractos disueltos en la mezcla 1:1
metanol:diclorometano a discos esterilizados de papel filtro WHATMANR GF-C
de 6 mm de diametro (Muricy et al., 1993). Se utiliz6 como control negativo un
disco con solvente (la mezcla 1:1 metanol:diclorometano). Como control positivo
para Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella sp., se usaron
sensidiscos comerciales de Cefoperazona OXOID® (75 pg), cefalosporina de
tercera generacion utilizada para el control eficaz de las bacterias. Para S.
aureus resistente a meticilina se utilizaron sensidiscos comerciales de
Imipenem, antibiotico betalactamico altamente resistente a la hidrdlisis por
betalactamasas. En total se prepararon tres cajas de Petri por microorganismo,
como réplicas, para lo cual, luego de la solidificacion del agar, en cada una se
colocaron sobre la superficie del agar cuatro sensidiscos: un disco impregnado
del extracto en la concentracién natural (CN), un disco impregnado del extracto
en la concentracion triplicada (CT), un sensidisco de antibiotico comercial como

control positivo (ANT) y un disco con solvente como control negativo (DS).

Para evaluar las fracciones organica y acuosa se empled la concentracion
volumétrica natural de cada fraccion, preparada con la mezcla 1:1
metanol:diclorometano como solvente y aplicando alicuotas de 20 ul a los
sensidiscos respectivos. Se prepararon tres cajas por microorganismo y en
cada caja se colocaron sobre la superficie del agar cuatro sensidiscos: un disco
impregnado de la FO en la concentracion natural, un disco impregnado de la FA
en la concentracion natural, el antibidtico comercial como control positivo y el
disco con solvente como control negativo. Se dejé un periodo de difusion de las

sustancias en el agar de 30 minutos antes de llevar las placas a incubacion.

Las cajas se incubaron a 37°C durante 24 y 48 horas (Newmark et al., 2005);

posteriormente se midieron con un calibrador los diametros de los halos de
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inhibicion del crecimiento bacteriano, que se generaron alrededor de los
sensidiscos. Se utilizaron las siguientes categorias interpretativas para los
diametros de las zonas de inhibicion (Monks et al., 2002):

(-) No hay actividad
(+) Actividad leve o débil (diametro entre 7-11 mm)
(++) Actividad moderada (diametro entre 11-16 mm)

(+++) Actividad fuerte (diametro mayor a 16 mm)

La significancia estadistica entre tratamientos fue evaluada a través de un
ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis para un disefio completamente
aleatorizado con tres réplicas de todos los tratamientos para cada una de las
cepas bacterianas. Las diferencias entre los tratamientos se determinaron con
un analisis de comparaciones a posteriori, usando el test de Duncan. Para

ambos casos la significancia estadistica fue de 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacion taxondmica de las especies.

Phylum Chordata
Subphylum Urochordata
Clase Ascidiiaceae

Phallusia nigra
Orden Enterogona
Suborden Phlebobranchia
Familia Ascidiidae
Género Phallusia
Especie Phallusia nigra (Savigny, 1816)

Phallusia nigra (Figura 3) se caracteriza por su tunica negra, lisa y sin
incrustaciones. La tunica es ademas bastante gruesa y carnosa, y se encuentra
totalmente libre de epibiontes. El cuerpo también es negro dentro de la tlnica y

la sangre es verde.

Microcosmus exasperatus
Orden Pleurogona
Suborden Stolidobranchia
Familia Pyuridae
Género Microcosmus

Especie Microcosmus exasperatus (Heller, 1878)

Microcosmus exasperatus (Figura 4) posee una tunica bastante gruesa y
resistente de color naranja. La faringe esta surcada longitudinalmente por
numerosos pliegues. Las gonadas se encuentran a cada lado del intestino y

estan divididas en 2 a 4 I6bulos.
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Figura 3. Fotografia de Phallusia nigra. Sifén oral (1) y tdnica (2). La barra indica 0,5 cm.

Figura 4. Fotografias de Microcosmus exasperatus. lzquierda: con tunica (Flecha), la
barra indica 0,4 cm. Derecha (Sin tanica): pliegues  de la faringe (1); génadas (2); intestino
(3), la barra indica 0,2cm.

24



Ascidia multitentaculata

Orden Enterogona
Suborden Phlebobranchia
Familia Ascidiidae
Género Ascidia

Especie Ascidia multitentaculata (Hartmeyer, 1912)

Ascidia multitentaculata (Figura 5) posee una tunica transparente que permite
ver los érganos internos del animal; algunos bivalvos pequefios se encontraron
inmersos en la tinica. La musculatura del cuerpo se encuentra Unicamente en
el margen del cuerpo y perpendicular a este, de manera que la region central

del cuerpo carece de musculatura. El intestino tiene una notable forma en “S”.
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Figura 5. Fotografias de Ascidia multitentaculata. lzquierda:con tanica (Flecha), la barra
indica 0,5cm. Derecha (Sin tanica): sifén oral (1); bandas musculares (2); intestino (3), la
barra indica 0,4cm.
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P. nigra, M. exasperatus y el género Ascidia se encuentran ampliamente
distribuidos en el Caribe; viven en distintos ambientes de aguas calidas poco
profundas, como arrecifes de coral, raices de manglar y praderas de Thallassia
testudinium (Rocha et al., 2005; Faria, 2006). Van Name (1945) habia reportado
a la ascidia Microcosmus exasperatus para el Caribe colombiano, y Phallusia
nigra fue hallada adherida a bloques de concreto en la bahia de Taganga,
Santa Marta (Nieto, 2004). Una ascidia del género Ascidia fue reportada
adherida a vastagos de Thallassia testudinium en las inmediaciones de Santa
Marta (Montoya-Maya, 2002), pero no se identific6 la especie. El presente
estudio constituye el primer registro de la especie Ascidia multitentaculata para

el Caribe colombiano.

5.2. Concentraciones naturales de Ilos extractos vy
fracciones.

Partiendo de un mismo volumen de las tres especies, el mayor peso seco se
obtuvo de la ascidia P. nigra, y el menor de A. multitentaculata. EI mayor peso
seco de extracto crudo y de las fracciones acuosa y organica alcanzado fue de
P. nigra, y el menor de M. exasperatus (Tabla 3).

Tabla 3. Volimenes de las ascidias. Peso seco de la s ascidias y de los extractos crudos y
fracciones.

Volumen | Peso seco Peso Peso Peso
Ascidia ascidia ascidia () extracto fraccion fraccion
(ml) crudo (g) | organica (g) | acuosa (Q)
P. nigra 100 64,1 3,84 0,27 1,43
M. exasperatus 100 73,3 2,39 0,18 0,59
A. multitentaculata 100 42,5 3,01 0,21 0,89

Los rendimientos peso/peso de los extractos crudos de las tres ascidias
evaluadas fueron inferiores a 71 mg/g. A. multitentaculata fue la especie con el
mayor rendimiento de extracto crudo (70,8 mg/g) y de fraccidn organica (4,94
mg/g). En las tres ascidias, el rendimiento de la fraccidén organica fue menor que

el de la fraccion acuosa (Tabla 4).
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Tabla 4. Rendimientos peso/peso de los extractos cr

acuosas de las ascidias.

udos y las fracciones organicas y

Ascidia

Extracto crudo

Fraccion organica

Fraccion acuosa

(mg/g) (mg/g) (mg/g)

P. nigra 59,9 4,21 22,31

M. exasperatus 32,61 2,46 8,05
A. multitentaculata 70,8 4,94 20,94

Las concentraciones naturales de los extractos crudos de las tres especies de

ascidias fueron inferiores a 40 mg/ml. P. nigra tuvo la mayor concentracion

natural de extracto (38,4 mg/ml) y fracciones, y M. exasperatus la menor

concentracion. En las tres ascidias, la concentracion natural de la fraccion

organica fue menor que la concentracién natural de la fraccién acuosa (Tabla

5).

Tabla 5. Concentraciones naturales de los extractos

acuosas de las ascidias.

crudos y las fracciones organicas y

Fraccién Fraccion
. Extracto crudo 2.
Ascidia (mg/ml) organica acuosa
9 (mg/ml) (mg/mi)
P. nigra 38,4 2,7 14,3
M. exasperatus 23,9 1,8 5,9
A. multitentaculata 30,1 2,1 8,9

27




5.3. Actividad antimicrobiana.

Con relacion a los extractos crudos y las fracciones de las ascidias, los
resultados a las 24 y 48 horas fueron muy similares. En algunos casos los
promedios de los halos de inhibicibn aumentaron y en otros disminuyeron, pero
no significativamente. En el caso del antibiético comercial (Imipenem) los halos
de inhibiciobn a las 48 horas crecieron varios milimetros de diametro en
comparacion a las 24 horas. El control negativo en ningun caso gener6 halo de

inhibicion.

5.3.1. Phallusia nigra.

El extracto crudo de Phallusia nigra no presenté actividad antimicrobiana en
ninguna de las dos concentraciones (natural y triplicada), ni tampoco las
fracciones acuosa y organica en la concentracion natural, frente a las cepas

bacterianas evaluadas (Tabla 6).

5.3.2. Microcosmus exasperatus.

El extracto crudo y la fraccion organica de M. exasperatus presentaron actividad
antimicrobiana leve (didmetro entre 7-11 mm) y moderada (diametro entre 11-
16 mm) frente a las cepas Gram positivas S. aureus no resistente y resistente a
meticilina; sin embargo para las Gram negativas E. coli y Klebsiella sp no se
observé actividad, ni tampoco la fraccidbn acuosa present6é cambio frente a
ninguna de las cepas evaluadas. En la Tabla 7 y 8 se muestran los resultados
de actividad antimicrobiana de M. exasperatus, y los valores promedios y
medianas de los halos de inhibicion producidos por el extracto crudo y la

fraccion orgéanica, respectivamente.
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana de  Phallusia nigra a las 24 horas.

S. aureus
Tratamiento S. aureus resistente a E. coli Klebsiella sp.
meticilina
CN - - - -
CT - - - -
FA - - - -
FO - - - -
Cefoperazona .t NA .t .t
OXOID® (75 pg)
Imipenem NA +++ NA NA
DS - - - -

CN: Extracto concentracion natural; CT: Extracto concentracion triplicada; FA: Fraccién acuosa;
FO: Fraccion organica; DS: Disco con solvente (Control negativo); NA: No aplica.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana de  Microcosmus exasperatus a las 24 horas.

S. aureus
Tratamiento S. aureus resistente a E. coli Klebsiella sp.
meticilina
CN + + - -
CT + + - -
FA - - - -
FO ++ ++ - -
Cefoperazona
OXOID® (75 pg) +++ NA +++ +++
Imipenem NA +++ NA NA
DS - - - -

CN: Extracto concentracion natural; CT: Extracto concentracion triplicada; FA: Fraccién acuosa;
FO: Fraccion organica; DS: Disco con solvente (Control negativo); NA: No aplica.

Tabla 8. Valores promedios y medianas (mm) de los d  idmetros de los halos de inhibicion
producidos por el extracto crudo y la fraccion orga nica de M. exasperatus a las 24 horas.

. S. aureus . S. aureus
Tratamiento resistente meticilina
X +DE MED X +DE MED
CN 9,77 +0,58 10,0 9,73+1,94 10,7
CT 10,33+ 1,56 10,0 10,50 £ 0,87 11,0
FO 12,47 £ 0,55 12,2 12,23 +0,78 12,0

CN: Extracto en la concentracién natural; CT: Extracto en la concentracion triplicada; FO:
Fraccién orgénica; X: Promedio; DE: Desviacién estandar; MED: Mediana.
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Con S. aureus no resistente, el extracto crudo mostré actividad antimicrobiana
leve en la concentracion natural (24 y 48 horas: promedios 9,77 y 9,03 mm;
n=3), y en la triplicada (24 y 48 horas: promedios 10,33 y 9,63 mm; N=3). No se
presentd una diferencia significativa (Test de Duncan, P=20.05) entre las dos
concentraciones del extracto, pero si entre estas y el antibidtico comercial,
siendo menor la actividad antimicrobiana del extracto (Figura 6). En la Figura 7
se presentan los halos de inhibicion producidos por el extracto crudo de M.

exasperatus sobre la bacteria S. aureus en una de las réplicas.

La fraccion organica de M. exasperatus en la concentracion natural presento
actividad antimicrobiana moderada frente a S. aureus no resistente (24 y 48
horas: promedios 12,47 y 11,90 mm; N=3), encontrando diferencias
significativas (Test de Duncan, P=<0.05) entre la fraccion organica y el
antibiotico comercial, siendo menor la actividad de la fraccion orgénica (Figura
8).
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Figura 6. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicién presentados en el
ensayo del extracto crudo de M. exasperatus sobre S. aureus (24 horas). Basada en
ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis (P=0,022; N =3). CN: Concentracién natural; CT:
Concentracién triplicada; ANT: Antibi6tico comercia I; DS: Disco con solvente.
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Figura 7. Halos de inhibicion producidos en el ensa yo del extracto crudo de M.
exasperatus sobre S. aureus (48 horas). CN: Extracto en la concentraciéon natur al; CT:
Extracto concentracion triplicada; ANT: Antibiético comercial; DS: Disco con solvente.
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Figura 8. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicién presentados en el
ensayo de las fracciones acuosa y organica de M. exasperatus sobre S. aureus (24
horas). Basada en ANOVA no paramétrico de Kruskall- ~ Wallis (P=0,014; N=3). FA: Fraccion
acuosa; FO: Fraccién organica; ANT: Antibiético com ercial; DS: Disco con solvente.
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En cuanto a S. aureus resistente a meticilina, el extracto de M. exasperatus
presentd actividad antimicrobiana leve en la concentracién natural (24 y 48
horas: promedios 9,73 y 8,60 mm; n=3) y en la triplicada (24 y 48 horas:
promedios 10,50 y 9,33 mm; n=3). Se observaron diferencias significativas
(Test de Duncan, P=<0.05) entre la actividad del antibiético comercial y la del
extracto, siendo menor esta Ultima; sin embargo para las dos concentraciones
del extracto no se presentaron diferencias significativas (Test de Duncan,
P=20.05) (Figura 9).
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Figura 9. Comparacion de las medianas de los halos d e inhibicién del ensayo del extracto
crudo de M. exasperatus sobre S. aureus resistente a meticilina (24 horas). Basada en
ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis (P=0,021, N  =3). CN: Concentracién natural; CT:
Concentracién triplicada; ANT: Antibiotico comercia I; DS: Disco con solvente.

La fraccion organica de M. exasperatus en la concentracién natural mostro
actividad antimicrobiana moderada frente a S. aureus resistente a meticilina (24

y 48 horas: promedios 12,23 y 12,13 mm; nN=3), encontrando diferencias
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significativas (Test de Duncan, P=<0.05) entre la fraccion organica y el
antibiético comercial, siendo menor la actividad de la fraccion organica (Figura
10).
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Figura 10. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicion del ensayo de las
fracciones acuosa y organica de M. exasperatus sobre S. aureus resistente a meticilina
(24 horas). Basada en ANOVA no paramétrico de Krusk all-Wallis (P=0,014; N=3). FA:
Fraccién acuosa; FO: Fraccion orgénica; ANT: Antibi 6tico comercial; DS: Disco con
solvente.

5.3.3. Ascidia multitentaculata

El extracto crudo y la fracciébn orgéanica de A. multitentaculata presentaron
actividad antimicrobiana leve (diametro entre 7-11 mm) y moderada (entre 11-
16 mm) frente a las cepas Gram positivas S. aureus y S. aureus resistente a
meticilina, pero no con las cepas Gram negativas E. coli y Klebsiella sp.; la
fraccion acuosa no mostré actividad antimicrobiana con ninguna de las
bacterias ensayadas (Tabla 9). Los valores promedios y medianas de los halos
de inhibicion producidos por el extracto crudo y la fraccion organica de A.
multitentaculata se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 9. Actividad antimicrobiana de  Ascidia multitentaculata a las 24 horas.

S. aureus
Tratamiento S. aureus resistente a E. coli Klebsiella sp.
meticilina
CN + + - -
CT ++ + - -
FA - - - -
FO ++ ++ - -
Cefoperazona
OXOII§® (75 1) +++ NA +++ +++
Imipenem NA +++ NA NA
DS - - - -

CN: Extracto en la concentracién natural; CT: Extracto en la concentracion triplicada; FA:
Fraccién acuosa; FO: Fraccién organica; DS: Disco con solvente; NA: No aplica.

Tabla 10. Valores promedios y medianas (mm) de los  diametros de los halos de inhibicién
producidos por el extracto crudo y la fracciéon orga nica de A. multitentaculata a las 24
horas.

. S. aureus . S. aureus
Tratamiento resistente a meticilina
X +DE MED X +DE MED
CN 10,83 +0,76 11,0 8,80 +1,90 8,3
CT 12,43 £ 0,67 12,1 10,33 +2,25 10,5
FO 12,17 £ 2,76 13,4 12,77 £1,18 13,4

CN: Extracto en la concentracién natural; CT: Extracto en la concentracion triplicada; FO:
Fraccién orgéanica; X: Promedio; DE: Desviacién estandar; MED: Mediana.

Con S. aureus no resistente, el extracto crudo presentod actividad antimicrobiana
leve en la concentracion natural (24 y 48 horas: promedios 10,83 y 11,20 mm;
N=3), y moderada en la triplicada (24 y 48 horas: promedios 12,43 y 11,33 mm;
N=3). No se observo una diferencia significativa (Test de Duncan, P=20.05)
entre las dos concentraciones del extracto, pero si significativas (Test de
Duncan; P=<0.05) entre el extracto y el antibiético comercial, siendo menor la

actividad antimicrobiana del extracto (Figura 11).

La fraccion organica de A. multitentaculata mostré actividad antimicrobiana
moderada frente a S. aureus no resistente (24 y 48 horas: promedios 12,17 y
11,90mm; N=3), observando diferencia significativa (Test de Duncan, P==0.05)
entre la fraccion orgénica y el control positivo, siendo menor la actividad

antimicrobiana de la fraccidén organica (Figura 12).
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Figura 11. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicion presentados en el
ensayo del extracto crudo de A. multitentaculata sobre S. aureus (24 horas). Basada en
ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis (P=0,015; N =3). CN: Concentracién natural; CT:
Concentracién triplicada; ANT: Antibi6tico comercia I; DS: Disco con solvente.
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Figura 12. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicion presentados en el
ensayo de las fracciones acuosa y organica de A. multitentaculata sobre S. aureus (24
horas). Basada en ANOVA no paramétrico de Kruskall-  Wallis (P=0,014; N=3). FA: Fraccion
acuosa; FO: Fraccién orgénica; ANT: Antibidtico com ercial; DS: Disco con solvente.
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En el caso de S. aureus resistente a meticilina, el extracto crudo de A.
multitentaculata presenté actividad antimicrobiana leve en la concentracion
natural (24 y 48 horas: promedios 8,80 y 8,83mm; N=3) y en la triplicada (24 y
48 horas: promedios 10,33 y 10,00mm; N=3). Se encontré que hay diferencias
significativas entre la actividad del antibidtico comercial y la del extracto, siendo
menor la del extracto; sin embargo, y no se presenté diferencia significativa
(Test de Duncan, P=20.05) entre las dos concentraciones del extracto (Figura
13).
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Figura 13. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicion presentados en el
ensayo del extracto crudo de A. multitentaculata sobre S. aureus resistente a meticilina
(24 horas). Basada en ANOVA no paramétrico de Krusk all-Wallis (P=0,022; N=3). CN:
Concentracién natural; CT: Concentracion triplicada ; ANT: Antibidtico comercial; DS:
Disco con solvente.

La fraccion organica de A. mutitentaculata presenté actividad antimicrobiana
moderada frente a S. aureus resistente a meticilina (24h y 48 horas: promedios
12,77 y 13,13 mm; N=3), con una diferencia significativa (Test de Duncan,
P=<0.05) entre la fraccidon organica y el control positivo, siendo menor la
actividad antimicrobiana de la fraccion organica (Figura 14). En la Figura 15 se
observa el halo de inhibicibn producido por la fraccibn organica de A.

36



mutitentaculata sobre la bacteria S. aureus resistente a meticilina, en una de las

réplicas.
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Figura 14. Comparacion de las medianas de los halos de inhibicion presentados en el
ensayo de las fracciones acuosa y organica de A. multitentaculata sobre S. aureus
resistente a meticilina (24 horas). Basada en ANOVA  no paramétrico de Kruskall-Wallis
(P=0,014, N=3). FA: Fraccion acuosa; FO: Fraccion o rgénica; ANT: Antibiético comercial,
DS: Disco con solvente.

Figura 15. Halos de inhibicion producidos en el ens ayo de las fracciones orgéanica y
acuosa de A. multitentaculata sobre S. aureus resistente a meticilina (48 horas). FO:
Fraccién orgénica; FA: Fraccion acuosa; ANT: Antibi 6tico comercial; DS: Disco con
solvente.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio es el primero en el pais que evalia la actividad
antimicrobiana de extractos organicos de ascidias (Urochordata, Ascidiacea) de

la region.

De las tres especies de ascidias evaluadas (Phallusia nigra, Microcosmus
exasperatus y Ascidia multitentaculata), los extractos crudos de dos de ellas, M.
exasperatus y A. multitentaculata, mostraron actividad antimicrobiana leve a
moderada frente a las bacterias Gram positivas Staphyloccocus aureus y S.

aureus resistente a meticilina.

Los resultados obtenidos de los bioensayos realizados con las fracciones
acuosas Yy organicas las ascidias M. exasperatus y A. multitentaculata, podrian
indicar que los compuestos antimicrobianos que podrian ser responsables de la
actividad se encontrarian en las fracciones organicas; porque ellas produjeron
halos de inhibicion cualitativamente mayores a los producidos por los extractos
crudos en ambas concentraciones. Estos compuestos podrian ser metabolitos
antimicrobianos, o incluso acidos grasos, los cuales se sabe que pueden inhibir
el crecimiento bacteriano. Se desconoce la composicion quimica de cada uno
de estos extractos y fracciones, por lo que es imposible saber qué tipo de
moléculas son las causantes de la actividad. Se requeririan sucesivos
aislamientos y purificaciones para determinar si se trata de metabolitos
antimicrobianos, y en ese caso, su naturaleza quimica en cada ascidia, y
lograrse asi probablemente, mayor actividad que la obtenida con las

concentraciones evaluadas en este estudio.

En cuanto a las bacterias Gram negativas Escherichia coli y Klebsiella sp., los
extractos crudos y las fracciones organicas de las ascidias M. exasperatus y A.
multitentaculata no mostraron actividad antimicrobiana. Una posible razon, es

que los posibles metabolitos antimicrobianos que estarian presentes en los
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extractos de las ascidias, sean activos frente a bacterias Gram positivas, pero
no frente a las Gram negativas. Algunos autores, como Diaz y Cardenas (1993),
Gordillo y Santamaria (1993), Linares y Novoa (1995) y Mora-Cristancho
(2004), encontraron que los extractos de las esponjas marinas evaluadas en
sus estudios, fueron més activos frente a bacterias Gram positivas que frente a

las Gram negativas.

Compuestos antimicrobianos aislados de ascidias, han mostrado actividad tanto
para bacterias Gram positivas como para bacterias Gram negativas (ver Tabla
1). Sin embargo, Tincu y colaboradores (2003), encontraron que el extracto
organico de la ascidia solitaria Styela plicata presentd actividad antimicrobiana
frente a las bacterias S. aureus y S. aureus resistente a meticilina, mas no
frente a bacterias Gram negativas, lo cual coincide con los resultados obtenidos
con M. exasperatus y A. multitentaculata en este estudio. La tendencia de un
metabolito a presentar actividad frente a bacterias Gram positivas y no frente a
las Gram negativas puede deberse a una caracteristica propia del
antimicrobiano que lo hace selectivo hacia las Gram positivas, 0 a una
caracteristica propia de las bacterias Gram negativas a ser resistentes a la

actividad del antimicrobiano.

La caracteristica fundamental de las bacterias Gram negativas es su membrana
externa, la cual recubre por completo a la célula bacteriana, incluyendo en su
interior a la membrana citoplasmaética, la pared celular, y el periplasma, que es
la region entre la pared celular y la membrana externa. La membrana externa
es en bacterias Gram negativas la superficie que entra directamente en
contacto con el entorno extracelular, a diferencia de las Gram positivas, las
cuales carecen de membrana externa y la pared celular es la superficie que
entra en contacto con el exterior. Esta diferencia puede ser una clave que
ayude a explicar las distintas respuestas de bacterias Gram positivas y Gram
negativas frente a metabolitos antimicrobianos. La composicion quimica de la

membrana externa de las bacterias Gram negativas es completamente distinta
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a la de la pared celular de las Gram positivas (Madigan et al., 2004). Esto
constituye una primera barrera quimica a las moléculas que desde el exterior
quieran entrar en contacto con la célula bacteriana. Por otra parte, el periplasma
esta constituido por abundantes y diversas proteinas con variedad de funciones,
entre las cuales se encuentran proteinas hidroliticas que se encargan de
degradar ciertas moléculas que logran penetrar la membrana externa, ademas
de proteinas quimiorreceptoras implicadas en respuestas quimiotacticas
(Madigan et al., 2004). Las bacterias Gram positivas carecen de periplasma y la
Unica barrera que poseen frente al entorno es la pared celular (Madigan et al.,
2004).

El alcance del presente estudio no permite plantear los posibles mecanismos de
accion que actuan en los extractos de M. exasperatus y A. multitentaculata, ya
que como se menciond anteriormente, se desconoce la naturaleza quimica de
las moléculas responsables de la actividad antimicrobiana. Sin embargo, vale la
pena tener en cuenta, que algunos compuestos antimicrobianos que son activos
frente a bacterias Gram positivas pero no frente a Gram negativas, actdan
inhibiendo la formacién de la pared celular de peptidoglicano, ya sea actuando
directamente sobre la pared celular, o sobre los ribosomas, impidiendo la
sintesis del peptidoglicano (Madigan et al., 2004). Por otra parte, la mayoria de
compuestos antimicrobianos aislados de ascidias son péptidos, y en algunos
casos se ha demostrado que actian sobre la membrana citoplasmatica (Jang et
al., 2002). El mecanismo de accion, en los casos que éste se conoce, parece
ser una induccién a la desregulacion osmotica de la membrana citoplasmatica.
Esto ocurre con los compuestos antimicrobianos clavanina (de la ascidia Styela
clava) frente a S. aureus resistente a meticilina (Tincu y Taylor, 2004), styelina
D y clavaspirina (de Styela clava) frente a esta misma bacteria (Lehrer et al.,
2003), y plicatamida (de Styela plicata) frente a S. aureus y S. aureus resistente
a meticilina (Tincu et al., 2003).
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Si los extractos de M. exasperatus y A. multitentaculata actuaran de manera
indiscriminada frente a las dos cepas de S. aureus, la silvestre y la resistente a
meticilina, posiblemente atacarian un receptor especifico diferente al de
meticilina, o tendrian un mecanismo de accion distinto, lo cual les permitiria

conservar su actividad antimicrobiana.

Es importante resaltar que los resultados de actividad antimicrobiana in vitro, no
necesariamente se repiten en ensayos de actividad in vivo. Es posible que la
actividad antimicrobiana de los extractos de M. exasperatus y A.
multitentaculata observada en el presente estudio, no se presente en ensayos
in vivo. También se desconoce si los extractos o las moléculas causantes de la
actividad antimicrobiana puedan ser toxicos frente a células eucariotas, lo cual

constituiria un obstaculo para una posible aplicacion clinica.

De los extractos de las ascidias M. exasperatus y A. multitentaculata no se
encontré antecedentes de actividad antimicrobiana en la literatura consultada.
Sin embargo, de la ascidia Microcosmus vulgaris se aislé el compuesto
sulcatina, el cual mostrd actividad antiproliferativa (Aiello et al., 2000), y el
extracto de Microcosmus goanus presentd una alta toxicidad selectiva frente al
parasito Plasmodium falciparum, causante de la malaria (Mendiola et al., 2006).
Ademés, algunas especies de la Familia Pyuridae, a la cual pertenece M.
exasperatus, poseen metabolitos antimicrobianos, como es el caso de las
ascidias Halocynthia aurantium, de la cual se aislo el péptido antimicrobiano
halocidina, el cual mostré actividad frente a S. aureus resistente a meticilina
(Jang et al., 2002), y Halocynthia roretzi, de la cual se obtuvo el antimicrobiano
halocyamina A, activo frente a las cepas S. aureus y S. aureus resistente a
meticilina (Azumi et al., 1990). Por su parte, del género Ascidia solo se hallé
que la especie Ascidia sydneyensis presenté actividad antimalarica (Mendiola et
al., 2006).
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En cuanto a los extractos de Phallusia nigra, los cuales no presentaron
actividad antimicrobiana, se encontrd que el extracto organico de la tanica y los
tejidos internos de esta ascidia, no presentd actividad antimicrobiana frente a
cuatro bacterias marinas patdogenas de invertebrados marinos: Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Leucothrix mucor y Deleya marina (Odate y
Pawlik, 2007). En otro estudio, la especie Phallusia mamillata, tampoco mostro
actividad antimicrobiana (Taylor et al., 1997). Estos resultados son consistentes
con los obtenidos en el presente estudio con P. nigra, apuntando posiblemente
a una ausencia en esta ascidia de compuestos antimicrobianos en general. Sin
embargo, P. nigra ha demostrado tener otros tipos de actividad biolégica:
antiepibidtica (Stoecker, 1978), hemolitica (Malpezzi et al., 1995),
antiproliferativa (Costa et al., 1996), disuasora de la alimentacion (Pisut y
Pawlik, 2002) y antimalarica (Mendiola et al., 2006).

Suponiendo que la actividad antimicrobiana de los extractos sea causada por
metabolitos bioactivos, varios factores pueden estar contribuyendo a su baja
actividad. Seria posible que en las concentraciones evaluadas de los extractos,
los metabolitos se encuentren en una muy baja concentraciébn como para que
su actividad sea relevante. También es posible que los metabolitos sean
quimicamente inestables y susceptibles a degradarse, al menos parcialmente,
durante los cambios de fase y la exposicion al ambiente en el proceso de
extraccion, 0 que existan sustancias antagonicas en los extractos y fracciones
organicas, que estén disminuyendo la actividad de los metabolitos. Se sabe
ademas, que algunos metabolitos bioactivos aislados de ascidias se encuentran
restringidos a tejidos especificos del animal, como la tlnica, las visceras o las
gonadas, de manera que cuando se realiza la extraccion del animal completo,
los metabolitos bioactivos se diluyen y la actividad bioldgica no se manifiesta o
se ve reducida (Pisut y Pawlik, 2002). Por otra parte, la produccion de
metabolitos bioactivos en las ascidias, como en otros invertebrados sésiles,

puede variar con la época del afio (Hernandez, 2003; Lépez-Legentil, et al.,
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2007), e incluso entre distintas poblaciones y distintos habitat (Marti et al.,
2005).

En el método de difusion en agar, el diametro del halo de inhibicion es
proporcional no sélo a la concentracion del antimicrobiano, sino al coeficiente
de difusién de éste en el agar (Madigan et al., 2004). Se sabe que algunos
metabolitos antimicrobianos tienen la tendencia de adherirse firmemente al
papel filtro y no difundir en el agar, como es el caso del antimicrobiano styelina
D aislado de la ascidia Styela clava (Taylor et al., 2000). Segun los autores de
este estudio, esta tendencia a unirse a la celulosa permite a los metabolitos
impregnar la tanica, la cual es quimicamente similar a la celulosa, evitando de
este modo ser lixiviados al ambiente marino circundante. Un método para
evaluar la actividad antimicrobiana que podria ser tenido en cuenta en futuros
ensayos, es el método de microdilucién en medio liquido sobre microplacas con
pocillos en "U", el cual permite interpretar el crecimiento bacteriano de forma
automatizada por mediciones de turbidez o fluorescencia, y trabajar con un

mayor nimero de muestras (Madigan et al., 2004).

Dado el alcance de este estudio, no es posible saber si son las ascidias M.
exasperatus y A. multitentaculata las productoras directas de los compuestos
antimicrobianos, en caso de que estos existan, o0 si son bacterias simbiontes las
verdaderas responsables de su produccién. Se requeriria aislar las
comunidades microbianas de cada una ellas y realizar ensayos de actividad
antimicrobiana por separado de las ascidias y de sus respectivas comunidades
microbianas, para saber cudles serian los verdaderos productores de los

posibles metabolitos.

Los bioensayos como los usados en este estudio, disefiados para obtener
informacion farmacolégicamente relevante, no son buenos para predecir una
posible funcidén ecoldgica por parte de los metabolitos bioactivos (Davis, 1991),

en caso de que estos existan. El hecho de que la mayoria de metabolitos
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antimicrobianos aislados de ascidias se localicen en las células mérula de la
sangre, conocidas por participar en una variedad de respuestas de defensa
celulares, contribuye a pensar que dichos metabolitos ayudan a la
neutralizacion de las bacterias, y posiblemente otros microorganismos que
puedan llegar a tener acceso a los tejidos (Findlay y Smith, 1995). También es
posible que la actividad antimicrobiana de las ascidias pueda cumplir una
funcion antiepibiodtica, al inhibir el asentamiento de bacterias en la superficie de
la tinica, impidiendo de este modo la formacidon de una biopelicula bacteriana
necesaria para el asentamiento de larvas de organismos epibiontes (Wahl et al.,
1994). En algunas especies de ascidias, los péptidos con propiedades
antibidticas in vitro, han demostrado tener otros efectos bioldgicos, por ejemplo,

proteccion contra la depredacion (Findlay y Smith, 1995).

Es necesario resaltar la importancia de este tipo de estudios, ya que
contribuyen a la busqueda de nuevos compuestos antimicrobianos efectivos
frente a las bacterias patégenas para humanos, sobre todo para aquellas que
han desarrollado resistencia frente a los antibiéticos convencionales. Los
metabolitos bioactivos extraidos de organismos marinos ofrecen la ventaja de
presentar una diversidad de estructuras quimicas que no se encuentran en el
ambiente terrestre. Ademas, su origen marino implica que han tenido poco o
ningan contacto con los microorganismos terrestres, dificultando, junto a sus
estructuras quimicas novedosas, la aparicion de resistencia en las cepas
bacterianas que se muestran susceptibles a su accién. De hecho, se ha
sugerido que los compuestos antimicrobianos de naturaleza peptidica, los
cuales representan la mayoria de los antimicrobianos aislados de ascidias,
tienen la capacidad de retener su actividad frente a bacterias resistentes a los

antibidticos convencionales (Jacob y Zasloff, 1994).
La actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones organicas de M.

exasperatus y A. multitentaculata frente a las cepas S. aureus y S. aureus

resistente a meticilina, merece atencién y continuidad en el aislamiento e
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identificacion de los principios activos antimicrobianos presentes en estas
ascidias, sobre todo teniendo en cuenta que la cepas de la bacteria
Staphylococcus aureus se han constituido en una de las principales causas de
mortalidad humana en hospitales, siendo la causa mas comun de las
septicemias (infecciones de la sangre) hospitalarias, y causa frecuente de
neumonias y otras infecciones de gravedad considerable, siendo ademas un
problema especial en las infecciones de los recién nacidos en los hospitales
(Madigan et al., 2004). La purificacion de los metabolitos antimicrobianos a
partir de las fracciones organicas de estas dos ascidias puede resultar en un
considerable incremento en su bioactividad. Finalmente, dado que dos de las
tres especies de ascidias evaluadas presentaron actividad antimicrobiana, los
resultados obtenidos en el presente estudio contribuyen a reforzar la idea de
que la bioprospeccion con proyeccion farmacolégica, de nuestra riqueza en

biodiversidad marina, debe continuar.
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/. CONCLUSIONES

Los extractos de dos de las tres especies de ascidias evaluadas en este
estudio, Microcosmus exasperatus y Ascidia multitentaculata, presentaron una
leve actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram positivas
Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Esta
actividad se mantuvo en la fraccion organica, pero no en la fraccién acuosa. Se
desconoce la naturaleza quimica de la sustancia que causo esta actividad, por
lo que no es posible afirmar que existe un potencial de actividad antimicrobiana

fuerte. Sdlo futuros estudios podran determinar si existe dicho potencial.

46



8. RECOMENDACIONES

Se requieren estudios para determinar la composicién quimica de las fracciones
organicas de los extractos de la ascidias Ascidia multitentaculata y
Microcosmus exasperatus, y posiblemente asi encontrar los compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram

positivas Staphylococcus aureus y S. aureus resistente a meticilina.

Se recomienda evaluar la susceptibilidad frente a los extractos de las ascidias
Ascidia multitentaculata y Microcosmus exasperatus en un mayor ndmero y
diversidad de microorganismos, especialmente en cepas nativas patdogenas en
humanos y animales. Se recomienda ademas utilizar el método de microdilucion

en medio liquido para futuros bioensayos.

Se recomienda cortar las ascidias en pedazos al momento de hacer la
extraccion, permitiendo una mejor extraccion en los tejidos internos; o si es
posible, separar la tinica del animal, y realizar extracciones por separado de las

tunicas y de los cuerpos internos de las ascidias.
Se requiere continuar este estudio, con el fin de aislar y caracterizar los posibles

compuestos bioactivos, y determinar si el responsable de la produccion son las

ascidias, bacterias asociadas, o ambas.
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