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RESUMEN

La enfermedad de Chagas, cuyo agente causal es Trypanosoma cruzi, representa un
problema de salaud puablica, debido a que existen 8 millones de personas infectadas y la cifra
va en aumento. El benznidazol y el nifurtimox son farmacos utilizados para la erradicacion
de esta enfermedad; sin embargo, los efectos secundarios pueden llegar a ser letales en los
pacientes. Por otro lado, los actinomicetos son conocidos comUnmente como productores de
compuestos con relevancia farmacolégica e industrial. Muchos de estos compuestos han sido
evaluados y reconocidos como antimicrobianos, pero pocos se han reportado como
antiparasitarios. El objetivo del proyecto fue determinar el potencial de compuestos
extracelulares de Streptomyces thermocarboxydus Chi-43 y Streptomyces sp. Chi 104 contra
epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de una cepa aislada en Nuevo Ledn de T. cruzi.
Los extractos extracelulares de los actinomicetos se obtuvieron mediante agitacion en caldo
ISP2 y la actividad antiparasitaria del sobrenadante se determind mediante ensayos de
difusion en microplacas de los cuales se determiné la CLso con un valor de 102-116 pg/mL.
Finalmente se comprob6 su actividad antiparasitaria con la técnica de MTT y microscopia
Optica. Los resultados mostraron no ser toxicos en el ensayo con Artemia salina, no
citotoxicas en la linea celular Huvec y no hemoliticas con eritrocitos humanos. Las
diferencias de los resultados del ensayo de inhibicion se determinaron con un analisis de
regresion dosis-respuesta (p < 0.05) mostrando una diferencia significativa. Los compuestos
anfomicina y K252c¢ aglicona estaurosporina fueron identificados como los metabolitos
activos mediante LC-MS/MS. Los compuestos bioactivos presentes en los metabolitos
extracelulares de Streptomyces, especialmente los de ST-C43 con CLso de 115-124 pg/mL,

constituyen una fuente prometedora de nuevos agentes antiparasitarios.



ABSTRACT

Chagas disease, whose causal agent is Trypanosoma cruzi, represents a problem
because there are 8 million people infected and the number is increasing. Benznidazole and
nifurtimox are drugs used to eradicate this disease; However, the side effects can be lethal in
patients. On the other hand, actinomycetes are commonly known as producers of compounds
with pharmacological and industrial relevance. These microorganisms come from different
habitats. Many of these compounds have been evaluated and recognized as antimicrobial, but
few have been reported as antiparasitic. The objective of the project is to determine the
potential of extracellular compounds of actinomycetes against epimastigotes,
trypomastigotes and amastigotes of a strain isolated in Nuevo Ledn of T. cruzi. Extracellular
extracts of actinomycetes were obtained by shaking in ISP2 broth, and the antiparasitic
activity of the supernatant was determined by microplate diffusion assays, from which the
LCso was determined with a value of 102-116 pg/mL. Finally, its activity was verified using
the MTT technique and optical microscopy. In addition, they were non-toxic in the assay
with Artemia salina, non-cytotoxic in the Huvec cell line, and non-hemolytic with human
erythrocytes. The differences in the results of the inhibition assay were determined with a
dose-response regression analysis (p<0.05), showing a significant difference. The
compounds amphomycin and K252c aglycone staurosporine were identified as the active
metabolites by LC-MS/MS. The bioactive compounds present in the extracellular metabolites
of Streptomyces, especially those of ST-C43 with LCso of 115-124 pg/mL, constitute a

promising source of new antiparasitic agents.



I. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana tiene como agente etiol6gico
al protozoario Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), con una incidencia en América Latina'y
Estados Unidos estimada de hasta 7 millones de personas infectadas actualmente (WHO
2025). Esta enfermedad esta presente en Mexico, América Central y América del Sur, de los
cuales la mayoria de los individuos no sabe que estan infectados con el parésito. Aunque se
menciona que el impacto de esta enfermedad ocurre en zonas rurales, también se ha descrito
su importancia en zonas urbanas debido al movimiento de poblaciones de tamafio
considerable (CDC 2019). Para esta enfermedad hay un estimado de 200,000 casos nuevos
por afio (Pereira et al. 2009), y en México 1.1 millones casos (Rojo et al. 2018).

El hemoflagelado, T. cruzi, posee distintos tipos de transmision: el principal es a
través del contacto con heces contaminadas de triatominos hematéfagos que ingieren
tripomastigotes cuando se alimentan de la sangre de un mamfero, ademas por transfusiones
de sangre contaminada, trasplantes de érganos infectados, via congénita (de madre al feto),
via oral (consumo de alimentos contaminados) y por accidentes de laboratorios (Coura 2015).

Una vez que se adquiere la enfermedad, cominmente se divide en dos fases, la aguda
y la crénica. La fase aguda puede ser asintomatica, presentar sintomas que son inespecificos,
o inclusive un cuadro clinico severo en el paciente (Toso et al. 2011). Después de esto, se
procede con un periodo variable en el cual no se presentan sintomas. Finalmente se llega a la
fase crénica, con duracion indefinida, donde puede haber ausencia de sintomas o presentar
algunos que son severos, como cardiopatias 0 malformaciones en algunos érganos como
esofago, intestino y colon (Rassi et al. 2010).

Para el tratamiento de la enfermedad de Chagas se utilizan principalmente dos
farmacos: benznidazol y nifurtimox, los cuales deben administrarse cuando el paciente se
encuentra en la fase aguda (Rodriguez-Pérez 2013). La finalidad del tratamiento de esta
enfermedad es prevenir el dafio potencial a los érganos del paciente, asi como reducir la
posibilidad de que se transmita el parasito (Pinheiro et al. 2017). La tasa de recuperacion
cuando se utilizan estos farmacos es del 70% (McPhee et al. 2013). La desventaja de su uso
es el posible desarrollo de reacciones adversas, tales como afectaciones cutaneas,

neuropatias, nauseas, regurgitaciones y diarrea; ademas de su ineficacia en la fase cronica.



Por esta razon es de gran importancia buscar tratamientos alternos que sean eficaces y que
no afecten al paciente.

Por otro lado, los actinomicetos han sido la fuente de diversos antibiéticos hoy en dia,
ya que pueden producir una amplia gama de compuestos con actividad antimicrobiana
(Genilloud 2017). Sin embargo, el potencial de estos compuestos no ha sido tan explotado
en el &rea de parasitologia como en bacteriologia (Abdelmohsen et al. 2014a; Ruanpanum y
Chamswarng 2016). En este proyecto se evalu6 el potencial antiparasitario que poseen
compuestos extracelulares de actinomicetos previamente caracterizadas de las cepas
Streptomyces thermocarboxydus Chi-43 y Streptomyces sp. Chi 104 como posible biocontrol
contra la cepa de T. cruzi aislada en Nuevo Ledn y herramienta para el tratamiento terapéutico
de la enfermedad de Chagas.



1. ANTECEDENTES

1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado que pertenece al phyllum
Euglenozoa y a la clase Kinoplastea. Este parésito es el responsable de la tripanosomiasis
americana, también llamada enfermedad de Chagas. El ciclo de vida natural del paréasito
incluye el contacto con dos tipos de hospederos, uno vertebrado y el otro invertebrado
(transmisor). El hospedero invertebrado es un insecto hemiptero hemat6fago del género
Triatoma mientras que hospedero vertebrado abarca una variedad de mamiferos en el que el
ser humano esté incluido. Dentro de este Gltimo, T. cruzi circula en el torrente sanguineo y
tiene la capacidad de invadir el tejido muscular o cardiaco intracelularmente cuando forma
estadios enquistados (Coura 2003).

Este parésito mide 12—30 um y se manifiesta en tres estadios evolutivos:
epimastigote (fase replicativa dentro del vector), tripomastigote (fase infectiva para el
humano) y amastigote (fase infectiva en el interior del tejido). El epimastigote es piriforme
y posee un kinetoplasto ligeramente elongado localizado en la regién anterior al nicleo
cercana a la base del flagelo; esta etapa se encuentra en el sistema digestivo medio de
Triatoma y a su vez se puede mantener viable en medios de cultivo de laboratorio
convencionales (Kohl y Bastin 2005).

El tripomastigote es piriforme y delgado, sin embargo, difiere del epimastigote por la
curvatura que presenta cuando se encuentra en el torrente sanguineo del humano, ademas de
poseer un kinetoplasto terminal o subterminal prominente, un ndcleo ubicado en el centro del
parasito, asi como una membrana ondulante que recubre la mayor parte del estadio, lo que
permite la motilidad, y un flagelo que recorre la membrana y emerge en el extremo anterior
lo que permite su movimiento entre las células sanguineas. El tripomastigote se subclasifica
en metaciclico (forma infectiva del parasito para los mamiferos, la cual estd presente en las
heces de Triatoma y el espacio intercelular de hospederos vertebrados, asi como en las
glandulas anales de mamiferos como Didelphis) y en sanguineo (presente en el sistema
circulatorio del humano y en lineas celulares infectadas in vitro) (CDC 2019).

Por su parte, el amastigote es circular y pequefio, con un kinetoplasto en forma de

baston cerca del nucleo. Este estadio se diferencia de los anteriormente mencionados por



poseer en el interior de la célula un flagelo acortado. Esta fase evolutiva puede alojarse dentro
de las células de diferentes érganos de los hospederos mamiferos infectados y también puede
observarse en cultivo celular cuando a partir de tripomastigotes. Los amastigotes pueden

formar nidos cuando realizan la fision binaria (Figura 1) (Diaz y Gonzéalez 2014).
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Figura 1. Formas evolutivas de T. cruzi. (a) Epimastigote, (b) amastigote, (c) tripomastigote (de Souza 1999).

El ciclo bioldgico de T. cruzi comienza cuando un triatomino infectado se alimenta
de la sangre del humano mediante picadura en el rostro en la que simultdneamente expulsa
tripomastigotes metaciclicos por deyecciones de heces, las cuales son depositadas cerca del
sitio donde ocurrio la mordedura en la piel de la persona. Los tripomastigotes metaciclicos
ingresan al humano a través de la herida provocada por el vector o mediante membranas
mucosas cuando comienza a utilizar enzimas tipo penetrinas que permiten el paso cuando el
hospedero se rasca 0 a través de lesiones en la piel presentes previo al contacto con el vector.
Los tripomastigotes metaciclicos ingresan al torrente sanguineo del humano e invaden
células de 6rganos como el corazon o del sistema digestivo para transformarse en amastigotes
intracelulares. Estos amastigotes realizan la fision binaria hasta formar nidos presentes en



secciones del tejido del humano. Cuando la carga parasitaria es elevada, las células
hospederas se revientan y liberan los amastigotes que se diferencian en tripomastigotes
sanguineos, los cuales pueden reincidir en la infeccion a tejido de 6rganos del humano, donde
vuelven a convertirse en amastigotes intracelulares. Este proceso provoca que se repita el
ciclo en nuevas secciones de los érganos y esta asociado con diversas manifestaciones
clinicas. Los tripomastigotes sanguineos no pueden replicarse a diferencia de los
metaciclicos. Un vector nuevo se infecta al alimentarse de sangre contaminada de un humano
infectado con tripomastigotes sanguineos, los cuales ingresan al intestino medio del insecto
y se transforman en epimastigotes. Estos estadios realizan la fisidn binaria para aumentar la
carga parasitaria. Finalmente, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes
metaciclicos infecciosos en el intestino posterior del vector para reiniciar el ciclo (Figura 2)
(CDC 2017).
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11.2 Vias de transmision

11.2.1 Transmision vectorial

La principal via de transmision de T. cruzi al humano es mediante el contacto con los
vectores triatominos. Existen 141 especies de triatominos transmisores en todo el mundo de
las cuales 125 se encuentran solamente en América (Bargues et al. 2010). En México, la
especie transmisora del parasito fue Rhodnius prolixus, sin embargo, hoy en dia se encuentra
clasificada como eliminada como un riesgo para transmitir la enfermedad de Chagas (Rojo
et al. 2018). No obstante, ocho géneros y 31 especies de triatominos se han reportado como
potenciales transmisores de T. cruzi en el pais, entre las cuales destacan Dipetalogaster
maxima, Triatoma sp., T. barberi, T. dimidiata, T. gerstaeckeri, T. lecticularia, T.
longipennis, T. mazzotti, T. mexicana, T. pallidipennis, T. phyllosoma, T. picturata, T.
recurvay T. rubida (Secretaria de Salud 2015). En el estado de Nuevo Ledn se han detectado
dos especies de chinches, T. gerstaeckeri y T. lecticularia, de las que se ha logrado aislar el
parésito en diferentes regiones de la zona metropolitana (Martinez et al. 2007).

11.2.2 Reservorios
Existen diferentes reservorios que pueden contener a T. cruzi sin causar la enfermedad
de Chagas, entre los cuales, los principales son animales silvestres como armadillos,
marsupiales de la familia Didelphidae, roedores, patos, hurones, murciélagos y primates. En
cuanto a los animales domeésticos se han reportado perros, gatos y ratas como portadores del
protozoario (Filigheddu et al. 2017). En el estado de Nuevo Ledn, existen reportes de
zorrillos, zarigueyas, tlacuaches (Didelphis marsupialis), perros y ratas de campo (Neotoma

micropus) como reservorios del parasito (Galaviz-Silva et al. 2017).

11.2.3 Transfusiones
Las transfusiones sanguineas representan la via de transmision de T. cruzi mas comun
después de los vectores debido a la diseminacion de la enfermedad de Chagas a sitios donde
la prevalencia es baja o nula. Este mecanismo ocurre debido a la migracion de personas
provenientes de zonas endémicas como América latina hacia paises como Estados Unidos,

Japon y aquellos pertenecientes a Europa y Oceania (Gascon et al. 2010). En el caso de



Europa, se ha descrito que existen inmigrantes latinoamericanos que habitan en paises de este
continente y que representan un riesgo de transmision cuando donan sangre. En Estados
Unidos, este tipo de transmision es de suma importancia debido a que uno de cada cinco
donadores de sangre se reportd como positivo para la enfermedad de Chagas entre 1980—
1990, ademéas de que entre 2006—2011 se reportaron +1,400 casos de donantes

diagnosticados como seropositivos para T. cruzi (Bern et al. 2011).

11.2.4 Via congénita
La transmision congénita de la enfermedad de Chagas ocurre cuando una madre
infectada con T. cruzi transfiere al parésito al feto, lo cual ha sido reportado en regiones del
mundo en las cuales los casos por vectores y transfusiones han logrado decrecer. Anualmente
se reportan mas de 15,000 casos de la enfermedad congénita en paises como Brasil, Argentina

Bolivia y Colombia, en el cual ocurre la menor incidencia (Carlier 2011).

11.2.5 Via oral

La transmision oral de T. cruzi sucede cuando un alimento como frutas, verduras,
jugos y producto carnicos han sido contaminados con diferentes estadios del parasito y son
consumidos por un humano. Esto ocurre cuando un triatomino deposita heces con
tripomastigotes metaciclicos en la superficie de las frutas. Estas formas pueden llegar a
sobrevivir algunas horas o hasta dias en el alimento, tiempo en el cual pueden ser consumidos
por personas que han invadido el habitat natural del vector. También puede darse cuando el
vector es consumido por completo en ese tipo de alimentos (de Noya et al. 2015).

Otros mecanismos de transmisién oral incluyen el consumo de carne mal cocida de
reservorios previamente mencionados y que estan infectados con amastigotes presentes en
tejido de diferentes 6rganos, alimentos rociados con orina o secreciones de glandulas
odoriferas de animales portadores y la ingesta de sangre contaminada con tripomastigotes de
animales en rituales religiosos o practicas de medicina popular en zonas rurales y selvaticas
(Thomas et al. 2007).



11.3 Enfermedad de Chagas

11.3.1 Fase aguda

La enfermedad de Chagas comienza cuando la persona presenta sintomas post-
infeccion y se clasifica en fase aguda y crénica. En la fase aguda los sintomas son leves e
inespecificos ya que abarcan fiebre, mialgia, diarrea e inclusive cefalea. Sin embargo, pueden
presentarse malestares especificos y que son mas agresivos como hepatoesplenomegalia,
linfocitos atipica y miocarditis. El signo clinico més representante en un paciente de la
enfermedad es el signo de Romafia, el cual es un ndédulo ubicado en el rostro de la persona,
cercano al ojo, que puede ser indoloro en algunos casos. Esto es debido a que el triatomino
usualmente se alimenta de la sangre de los humanos en el rostro por la busqueda de la mayor
concentracion de aguay el grosor de la piel. La mayoria de los casos agudos de la enfermedad
pasan desapercibidos ya que solamente menos del 1% de las personas manifiestan malestares
graves o letales, lo que conlleva a un diagndéstico que se desvia por la sintomatologia general
de los pacientes, lo cual promueve al desarrollo a la fase crénica (Bern et al. 2011; de Noya
et al. 2016). Aunado a esto, si el paciente sobreviva a la fase aguda de la enfermedad, su
sistema inmune comienza a regular la replicacion del paréasito, lo que resulta en la reduccion
de la sintomatologia y la parasitemia en un periodo de uno a dos meses (Rassi y de Rezende
2012).

11.3.2 Fase cronica

Posterior a la fase aguda, los pacientes ingresan a la fase cronica de la enfermedad
con un periodo en el que permanecen asintomaticos indefinidamente, sin embargo, el parasito
se encuentra viable y ha logrado invadir otros sitios en el humano como tejido de diferentes
organos. El periodo de la fase crénica asintomatica termina cuando el paciente desarrolla
miocardiopatias, las cuales pueden extenderse hasta afios o décadas (Bern 2015). Los signos
iniciales de la miocardiopatia incluyen alteraciones en el sistema de conduccion, como
bloqueo de rama derecha o del fasciculo anterior izquierdo, y contracciones ventriculares
prematuras que pueden pasar inadvertidas sin monitoreo electrocardiografico. La enfermedad
progresa de forma arritmogeénica, con bradicardia sinusal y auriculoventricular, fibrilacion o

aleteo auricular, blogueos y taquicardia ventricular (Rassi et al. 2010). Con el tiempo, puede
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desarrollarse miocardiopatia dilatada e insuficiencia cardiaca congestiva, acompafiada de
aneurismas del ventriculo izquierdo. Estos aumentan el riesgo de eventos tromboembdlicos
y accidentes cerebrovasculares. Incluso sin manifestaciones clinicas, pueden existir
alteraciones ecocardiograficas o autondmicas de valor pronostico incierto. En Brasil, la tasa
anual de progresion a miocardiopatia en infectados es del 1.85 % (Sabino et al. 2013).

La segunda afectacion mas comun de la fase cronica de la enfermedad de Chagas es
la afectacion al sistema gastrointestinal, especialmente el eséfago y el colon, debido al dafio
en las neuronas intramurales (Pinazo et al. 2010). El dafio a diferentes secciones del tejido
del colon incluye desde alteraciones leves de motilidad y acalasia hasta una inflamacion
excesiva llamada megaesofago severo, con disfagia, odinofagia, reflujo gastroesofagico,
caguexia, tos y regurgitacion. EI megacolon provoca estrefiimiento crénico y, en casos
graves, fecaloma, volvulo o isquemia intestinal (Rueda et al. 2014). Esta forma digestiva es
menos comun que la miocardiopatia y predomina en algunos paises de América del sur como
Argentina, Bolivia, Chile, Paraguay, Uruguay, parte de Brasil y casi nula en México y
América Central. EI dafio gastrointestinal estd asociado a la variabilidad genotipica de T.
cruzi, aunque estudios especificos no han confirmado variaciones claras entre cepas que

causan o no manifestaciones gastrointestinales (Del Puerto et al. 2010).

11.4 Diagndstico

El protocolo para diagnosticar la enfermedad de Chagas abarca desde analizar el
historial clinico de la persona hasta pruebas confirmatorias que detectan material genémico
del parasito. Para comenzar con el diagnéstico es necesario evaluar el historial
epidemioldgico de la persona, lo que incluye visitas a zonas endémicas de la enfermedad o
de la presencia del vector y el consumo de alimentos mal cocidos. Posteriormente se realiza
un proceso de descarte de enfermedades con sintomatologia similar de origen parasitario
(leishmaniosis, malaria o toxoplasmosis), viral (hepatitis, hantavirosis, arbovirosis, fiebre
amarilla o mononucleosis) o bacteriano (fiebre tifoidea, leptospirosis o rickettsiosis). Una
vez que se descartd mediante la parte clinica, se procede con métodos microscépicos que
pertenecen a la parasitologia clasica como la tincion de Wright o Giemsa en un frotis
sanguineo con el fin de observar tripomastigotes o pruebas de rapidas inmunoldgicas que

detectan anticuerpos contra T. cruzi. Entre los métodos serologicos utilizados para el
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diagnostico destacan la hemaglutinacion indirecta, la inmunofluorescencia indirecta y el
ELISA, que emplean antigenos del parasito o extractos solubles para detectar anticuerpos
producidos por el paciente. Asimismo, se emplean métodos con mayor especificidad como
la inmunocromatografia y el western blot por la utilizacion de antigenos recombinantes o
péptidos sintéticos. Si las pruebas iniciales son negativas, deben repetirse tras tres semanas.
La inmunofluorescencia indirecta permite confirmar la seroconversion o un aumento de tres
titulos seroldgicos, lo que evidencia infeccion activa o reciente en el hospedero. Cuando las
pruebas microscopicas y de origen inmunoldgico resultan negativas, se puede optar por el
diagnostico molecular mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), sin embargo,
esta prueba esta disponible solamente en algunos centros de salud y hospitales. Para esta
prueba de utilizan cebadores dirigidos a genes especificos de una cepa o genotipo (Diaz y
Gonzélez 2014; de Noya et al. 2015; Filigheddu et al. 2017).

11.5 Tratamiento y efectos secundarios

Para tratar la enfermedad de Chagas se requiere el uso de dos farmacos, el benznidazol
(BNZ) y el nifurtimox (NFX), los cuales han sido aprobados por la FDA y sirven eficazmente
cuando se administran en la fase aguda. El propdsito de estos medicamentos es controlar la
infeccion y evitar que el parésito invada los 6rganos del paciente para transformarse en
amastigote (Castro et al. 2006).

11.5.1 Benznidazol

El BNZ es el farmaco de que se utiliza para el tratamiento de la enfermedad de Chagas
y se presenta en tabletas de 100 mg. EI mecanismo de accién del farmaco es que, en una serie
de reacciones, las nitroreductasas (NTR) de tipo I, dependientes de NADH, catalizan la
reduccion del grupo 2-nitroimidazol hasta hidroxilamina mediante un intermediario nitroso,
en un proceso de transferencia de dos electrones dividido en dos etapas. Posteriormente, la
hidroxilamina resultante participa una serie de transformaciones no enzimaticas que
conducen a la liberacion de dialdehido glioxal, un metabolito altamente reactivo con
capacidad para formar aductos con proteinas, acidos nucleicos y moléculas pequefias como

el glutation. Estos metabolitos reactivos son citotoxicos y producen un efecto anti-T. cruzi
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rapido y localizado tanto sobre las formas intracelulares como extracelulares del parasito
(Mdiller et al. 2018).

Las reacciones adversas mas comunes del BNZ incluyen alteraciones cutaneas,
neuropatia periférica, nauseas, regurgitacion, diarrea, e inclusive ageusia o hipoplasia
medular. En caso de que los sintomas sean leves, el tratamiento puede mantenerse. En casos
donde la sintomatologia presente es moderada, se recomienda suspender temporalmente la
medicacion, tratar los sintomas y reiniciar la administracion de forma gradual. Ante efectos
secundarios graves, el tratamiento debe interrumpirse definitivamente para evitar

complicaciones mayores (Organizacién Panamericana de la Salud 2010).

11.5.2 Nifurtimox

Como una alternativa al BNZ, se utiliza el NFX para tratar la enfermedad de Chagas.
El farmaco presenta actividad antiparasitaria tanto en formas intracelulares como
extracelulares de T. cruzi a traves de la activacion de las nitroreductasas tripanosémicas, las
cuales generan diversos metabolitos electrofilicos. Estos metabolitos reaccionan con
diferentes macromoléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, lo que provoca
multiples efectos perjudiciales que culminan en la muerte del parasito. Adicionalmente, se
ha propuesto que otro posible mecanismo de accion del nifurtimox es la inhibicién de la
actividad de la deshidrogenasa del tripanosoma.

El NFX presenta una eficacia moderada, con una tasa de curacion cercana al 60% en
la fase aguda y se recomienda principalmente durante esta etapa o en infecciones cronicas
con menos de 10 afios de evolucién. Entre sus efectos adversos se incluyen reacciones de
hipersensibilidad, mielosupresion, agranulocitosis, anorexia, caquexia, alteraciones
psicoldgicas, irritabilidad, hipersomnia, nduseas, emesis, espasmos musculares y diarrea.
También se han reportado dafios en testiculos y ovarios, asi como toxicidad en glandulas
suprarrenales, colon, eséfago y tejido mamario, lo que requiere una vigilancia estrecha

durante el tratamiento (Pereira et al. 2009).

11.5.3 Tratamientos alternativos
El BNZ y el NFX han mostrado efectos mutagénicos y carcinogénicos en algunos

estudios, por lo que su uso en mujeres embarazadas debe posponerse hasta después del primer
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trimestre. La remision de la enfermedad de Chagas se define por la negatividad seroldgica,
que suele alcanzarse hasta cinco afios después de la administracion de los farmacos
(Bermudez et al. 2016). No obstante, el desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios ha
sido limitado, ya que estas enfermedades afectan principalmente a paises con altos niveles
de pobreza, en los cuales los recursos econdmicos para investigacion y adquisicion de

medicamentos son escasos (Wink 2012).

11.5.4 Busqueda de tratamientos alternativos

El uso de plantas medicinales como alternativa a las drogas sintéticas y la
experimentacion de sus componentes es una practica que se ha realizado para tratar diferentes
tipos de enfermedades (Rodriguez y Barreto 2015). Se han utilizado diferentes plantas
medicinales para evaluar su potencial contra enfermedades parasitarias, dentro de las cuales
se incluye Chagas. Algunas de las plantas evaluadas contra T. cruzi son Artemisia mexicana,
Castela texana, Cymbopogon citratus, Eryngium heterophyllum, Haematoxylum brasiletto,
Lippia graveolens, Marrubium vulgare, Persea americana, Ruta chalepensis y Schinus
molle. De las plantas evaluadas, los extractos metanolicos de E. heterophyllum, H. brasiletto,
M. vulgare y S. molle presentaron la mayor actividad tripanosomicida, mostraron porcentajes
de inhibicién del crecimiento entre 88-100% a una concentracion de 150 pg/mL (Molina-
Garza et al. 2014; Pérez et al. 2017).

Por otro lado, se han evaluado compuestos provenientes de actinomicetos para medir
su actividad antiparasitaria y ofrecer una herramienta para tratar enfermedades provocadas

por parésitos, de las cuales se incluye Chagas (Inahashi et al. 2015).

11.6 Actinomicetos

Los actinomicetos son de un filo cosmopolita que incluyen a bacterias Gram-positivas
filamentosas, pertenecientes a la familia Actinomycetaceae, las cuales viven en ambientes
terrestres, marinos y acuaticos (agua dulce); son productores de una gran variedad de
metabolitos secundarios, los cuales incluyen 67% de los antibidticos conocidos, ademas de
productos anticancerigenos, antifungicos y agentes de inmunosupresion, por lo que son de

importancia clinica, biotecnol6gica y agricola (Barka et al. 2016; Van der Meji et al. 2017).
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11.6.1 Uso como agentes terapéuticos

Los actinomicetos son una fuente de diversos compuestos con muchas aplicaciones
terapéuticas debido a su diversidad y habilidad de producir compuestos bioactivos. Los
actinomicetos son los mayores productores de metabolitos secundarios, de los cuales se
incluyen salinosporamida A, salinipirona A, salinipirona B, lodopiridona, arenimicina,
sporolida A, arenicolida A, cianosporasid A, salinispirona, entre otros. Representan un 45%
de los metabolitos microbianos conocidos (~10,000 compuestos) (Subramani y Aalbersberg
2012). De esta cantidad, 75% provienen del género Streptomyces y 25% de actinomicetos
raros. Sin embargo, se mencionan algunos géneros que representan una funcion importante
en la produccion de antibidticos y metabolitos antimicrobianos de amplio espectro, como:
Micromonospora,  Actinomadura,  Streptoverticillium,  Actinoplanes,  Nocardia,
Saccharopolyspora y Streptosporangium spp. (Mahajan y Balachandran 2012).

11.6.2 Potencial tripanosomicida

Desde el 2011, se han descrito diferentes ensayos donde evaltan el potencial que
tienen compuestos extraidos de actinomicetos. Uno de los primeros reportes por Zin et al.
(2011) fue sobre Streptomyces sp. SUK7, una cepa de actinomiceto endofito presenta
actividad antiparasitaria contra la cepa BS221 de Trypanosoma brucei brucei y células Vero
(Masand et al. 2015).

Inahashi et al. (2011) aislaron tres nuevos alcaloides antitripanosomales,
denominados spoxazomicinas A — C, mediante cromatografia en columna de gel de silice y
HPLC del caldo de cultivo de una nueva especie de actinomicetos endofiticos,
Streptosporangium oxazolinicum K07-0460T. Las estructuras de las spoxazomicinas se
aclararon mediante andlisis de cristales de rayos X y RMN y se demostr6 que son nuevos
tipos de antibidticos de la familia de las pioguelinas. La spoxazomicina A mostré actividad
antitripanosomal potente y selectiva contra T. b. brucei GUTat 3.1.

Steverding et al. (2012) reportaron que cuatro inhibidores de la proteasoma p-lactona-
y-lactamicos de origen natural, producidos por el actinomiceto marino Salinispora tropica,
mostraron actividad antiparasitaria en el rango nanomolar contra T. brucei.

Dashti et al. (2014), extrajeron 1,6-dihidroxifenazina a partir de extractos de

Actinokineospora sp. EG49 y Nocardiopsis sp. RV163, y evaluaron su actividad
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antiparasitaria contra la cepa TC 221 de T. brucei. De este experimento obtuvieron que la
1,6-dihidroxifernazina tuvo potencial tripanosomicida contra la cepa causante de la
enfermedad del suefio (tripanosomiasis africana).

Abdelmohsen et al. (2014b), realizaron diversas evaluaciones de aislados
actinomicetos contra diferentes microorganismos, de los cuales se destaca el género
Mycobacterium, género que presento actividad contra Bacillus sp. P25y T. brucei TC 221.
Asimismo, Saccharomonospora sp. SA23 mostro actividad inhibitoria contra B. sp. P25,
Escherichia coli K12, Fusarium sp. P21y T. brucei TC 221.

Por otro lado, Abdelmohsen et al. (2014) utilizaron compuestos derivados de lactona
producidos por Streptomyces sp. obtenida de Tethya sp. y Streptomyces sp. M027750 contra
T. b. brucei y obtuvieron que butendlidos exhibieron actividad tripanosomicida. También
usaron valinomicina a partir de Streptomyces sp. recuperada de Aplysina aerophoba y
presentd actividad inhibitoria contra Leishmania major y T. b. brucei. El alcaloide
indolocarbazol, obtenido de Streptomyces sp. cepa 11 mostrd actividad antiparasitaria contra
L. major y T. b. brucei. La quinona benzo-alfa-naftaceno demostrd tener actividad inhibitoria
contra bacterias Grampositivas como Mycoplasma gallisepticum, Gramnegativas y T. brucei.
Finalmente, demostraron que el alcaloide de dibenzodiazepinona farnesilado
diazepinomicina obtenida de Micromonospora sp. RV115 resulté tener actividad inhibitoria
contra tripomastigotes de T. brucei.

En 2015, Inahashi et al. evaluaron la actividad tripanosomicida de actinoalolidos A-
E (1-5), obtenidos a partir de la cepa MK10-036 de Atinoalbomurus fulvus. En este estudio
obtuvieron que estos compuestos tienen actividad inhibitoria contra T. b. brucei GUTat3.1,
T. b. rhodensiense STIB900 y T. cruzi Tulahuen C4C8, con diferentes dosis en las cuales
presentaron citotoxicidad.

Cheng et al. (2015) realizaron ensayos para determinar la actividad antiparasitaria de
Streptomyces sp. SBT433, Streptomyces sp. SBT348, Modestobacter sp. SBT362,
Modestobacter sp. SBT363, Nonomuraea sp. SBT364, Rhodococcus sp. SBT367,
Geodermatophilus sp. SBT381 y Micromonospora sp. SBT687 contra T. b. brucei TC 221.
De estos ensayos obtuvieron que algunos géneros presentaron un mayor potencial inhibitorio

que otros, pero que todos mostraron actividad tripanosomicida.
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Recientemente, Gamaleldin et al. (2020) realizaron pruebas para medir la actividad
tripanosomicida de extractos derivados de Streptomyces sp. UR23 y Micromonospora sp.
UR 17 sobre T. brucei en diferentes condiciones de cultivo por parte de los actinomicetos.

Finalmente obtuvieron que estos extractos lograron inhibir a la cepa patogénica de T. brucei
a diferentes concentraciones.
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I11. JUSTIFICACION

El nimero de casos de personas con la enfermedad de Chagas va en aumento, debido
a las diferentes vias de transmision del parasito T. cruzi como la presencia del vector T.
gerstaeckeri en el estado de Nuevo Leon, portadora de la cepa local. Esto provoca diferentes
manifestaciones clinicas en los pacientes, desde sintomas leves hasta severos. El tratamiento
para esta enfermedad incluye los farmacos benznidazol y nifurtimox, lo que da como
resultado que hasta un 70% de los enfermos se recuperen. Sin embargo, la aplicacion de estos
farmacos representa un riesgo para los pacientes debido a los efectos secundarios o
complicaciones que pueden desarrollar. Se requiere de alternativas para poder tratar la
enfermedad de Chagas con compuestos que no pongan en riesgo la salud de los pacientes.
Esta propuesta incluye la evaluacién de compuestos extraidos de actinomicetos con el
potencial de control de T. cruzi, ya que su uso contra parasitos no se tiene tan bien definido
como con bacterias, y poder confirmar si existe un efecto tripanosomicida sin provocar

citotoxicidad, como la causada por los farmacos de uso actual.

18



IV. HIPOTESIS
Los compuestos extracelulares obtenidos de Streptomyces sp. Chi-104 y S.

thermocarboxydus Chi-43 poseen potencial de inhibicidbn contra epimastigotes,

tripomastigotes y amastigotes de la cepa de Nuevo Leon de T. cruzi.
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V. OBJETIVO

V.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad inhibitoria de compuestos extracelulares obtenidos de Streptomyces sp.

Chi-104 y S. thermocarboxydus Chi-43 contra epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes

de la cepa de Nuevo Ledn de T. cruzi mediante ensayos in vitro.

V.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Extraer y purificar compuestos extracelulares a partir de Streptomyces sp. Chi-104

y S. thermocarboxydus Chi-43.

Determinar la actividad tripanosomicida de los extractos obtenidos de los
actinomicetos contra epimastigotes de T. cruzi.

Evaluar la actividad toxica, citotoxica y hemolitica de los extractos crudos obtenidos
de los actinomicetos.

Comprobar el efecto tripanosomicida de los extractos en tripomastigotes vy
amastigotes de T. cruzi.

Identificar los compuestos de fracciones colectivas de los actinomicetos con mejor

actividad antiparasitaria.
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VI. MATERIAL Y METODOS

V1.1 Lugar de trabajo

Este proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Patologia Molecular y
Experimental del Departamento de Parasitologia, el Laboratorio 8 del Instituto de
Biotecnologia y el Laboratorio 2 de Inmunologia Molecular, los cuales pertenecen a la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

V1.2 Cepas de actinomicetos

Para este proyecto, se utilizaron las cepas de actinomicetos Streptomyces
thermocarboxydus Chi-43 (ST-C43) y Streptomyces spp. Chi-104 (S-C104) donados por la
Dra. Ma Guadalupe Rojas Verde del Laboratorio 8 del Instituto de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn para evaluar
el potencial de sus compuestos extracelulares. Estas cepas fueron aisladas de suelo del lago
Arareco en Chihuahua, México en abril del 2015.

V1.3 Activacion de actinomicetos

A partir de la seleccion de las cepas de actinomicetos con una mejor actividad
hidrolitica, se llevé a cabo la reactivacion de las cepas almacenadas a -20 °C. Paraello y en
condiciones de esterilidad, se prepard agar avena, el cual contiene por litro: sulfato de
magnesio (1 L), fosfato de monopotasio (1 g), nitrato de sodio (1.5 g), avena (1 g) y agar
bacterioldgico (18 g). Se reactivaron las cepas a partir de viales conservados a -20°C en
glicerol al 20%. Se tomaron 5 pL, se inocularon en placas de agar avena estéril y se
extendieron en tamiz con ayuda de un asa bacterioldgica. Las placas se incubaron a 30 °C
durante 5-7 dias (Toumatia et al. 2015).

V1.4 Cultivo de epimastigotes de T. cruzi

La cepa de T. cruzi fue aislada de T. gerstaeckeri en General Teran, Nuevo Leon,
México en 2007 y pertenece a la unidad de tipificacion discreta 1 (DTU 1). El cultivo se
mantuvo en medio infusién de higado triptona (LIT: NaCl 4 g, KCI 0.4 g, NaHPOs 8 g,

glucosa 2 g, triptosa 5 g, caldo infusion cerebro 5 g para 1 L suplementado con hemina 20
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uM, suero fetal bovino 10% v/v) en su forma epimastigote hasta obtener una concentracion
de 1x10° células/mL (fase exponencial) y se ajustd mediante recuento en camara de
Neubauer. La concentracion de parasitos se expresoé en el numero de epimastigotes por

mililitro de medio LIT (parasitos/mL) para iniciar el experimento (Margioto et al. 2016).

V1.5 Ensayo de antagonismo de actinomicetos vs. T. cruzi

Se prepararon concentraciones de 1x107-5x107 cel/mL de los actinomicetos en medio
ISP2 y 1.2x10° cel/mL de T. cruzi y se colocaron en una placa de 24 pocillos con el fin de
verificar si el crecimiento del parasito es inhibido por la exposicion a las cepas de
Streptomyces. Como control negativo se utilizaron pocillos sin actinomicetos. Las placas se
incubaron a 28 °C durante 24 h. Para obtener el porcentaje de inhibicion de T. cruzi post-
exposicion, se utilizé una cdmara de Neubauer y se calculd la concentracion de parasitos

viables con la siguiente férmula:

(% de parasitos inicial)
% de inhibicién = o %100
(ﬂ de parasitos final)

V1.6 Extraccién de compuestos

Se inocularon 250 mL de caldo International Streptomyces Project-2 Medium (ISP2:
extracto de levadura 4 g, extracto de malta 10 g, dextrosa 4 g, agua bidestilada 1 L) con
biomasa de ST-C43 y S-C104 tomada a partir de los cultivos de actinomicetos en agar avena
(Pérez-Rojas et al. 2015) a 150 rpm a 28 °C durante 15 dias. Los cultivos se filtraron con
papel Whatman No. 1 (0.22 um). Posteriormente, se realizo la extraccion de los compuestos
activos con acetato de etilo (CH3-COO-CH2-CHj3) (Bavya et al. 2011; Aponte et al. 2015;
Ledn et al. 20216) a una proporcion de 1:1. Posterior a ello, se agitaron a 150 rpm durante
24 h, para una extraccion completa. Se separ6 la fase organica con ayuda de un embudo. Los
extractos se concentraron a vacio con un rotavapor (Yamato RE301) (Kannahi y Eshwari
2016; Rao et al. 2017). Finalmente se calculo el porcentaje de rendimiento con base en el

peso seco obtenido de los extractos (Kaaniche et al. 2020).
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V1.7 Evaluacion de actividad antiparasitaria de los extractos de ST-C43 y S-C104
contra epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi

Se prepararon soluciones de los extractos de ST-C43 y S-C104 a diferentes
concentraciones: 50-300 pg/mL diluidos en dimetilsulfoxido (DMSQ) 1%. Con el fin de
determinar la actividad antiparasitaria del extracto contra T. cruzi, se llevé a cabo una prueba
de difusion en placa en una microplaca de 96 pocillos. En cada pozo se afiadieron 190 pL de
medio LIT con 1x10° epimastigotes/mL y 10 pL de cada concentracion del extracto por
triplicado. Como blanco se utilizé el medio LIT sin parasitos con el extracto. De igual
manera, para el control positivo se utilizé nifurtimox a 10 pL/mL y como controles negativos
DMSO 1% con un volumen igual al de los extractos y medio LIT sin paréasitos. Las placas se
incubaron a 28 °C durante 72 h y pasado el periodo de incubacién se realizd una inspeccion
visual para observar si existe inhibicion (Muelas-Serrano et al. 2000; Molina-Garza et al.
2014; Sangkanu et al. 2017).

V1.8 Viabilidad de los parasitos

Para determinar la viabilidad de T. cruzi después del ensayo de actividad
antiparasitaria se aplicé el método colorimétrico de Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT), asi como un conteo con la ayuda de una camara de Neubauer
(Pérez et al. 2017).

Para el método de MTT, se adicionaron 10 pL del reactivo a una concentracién de 5
mg/mL a cada pozo de la microplacay se incubd a 27 °C durante 4 h. Después se agregaron
100 pL de duodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%-0.1 N HCI para extraer el formazan y se
incubdé la microplaca por 4 h (Muelas-Serrano et al. 2000). Finalmente se determind
porcentaje de mortalidad de los epimastigotes indirectamente al obtener la densidad Optica a

570 nmy con la siguiente formula:

(Ac - Am) - (Ap - Apm)

100
Ac _Am *

% de mortalidad =

Donde:
A = Promedio de las absorbancias del control negativo.

Am = Promedio de las absorbancias del medio LIT solo.
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Ap = Promedio de las absorbancias de cada tratamiento.

Apm = Promedio del blanco de cada tratamiento.

En cuanto al conteo en la cAmara de Neubauer, se utilizaron 20 pL de la solucion
stock extracto/parasito para lograr un conteo de los epimastigotes vivos (Pérez et al. 2017).

Para determinar el nimero de células vivas se utiliz6 la siguiente formula:

. Cc—Cp
% de mortalidad = x 100

Donde:
C. = Promedio de parasitos contados en el control negativo.
Cp = Promedio de parasitos contados en cada tratamiento.

Para los ensayos antiparasitarios contra los estadios tripomastigotes y amastigotes se
realizaron los mismos métodos aplicados a epimastigotes, pero con un periodo de incubacion
de 24 h.

V1.9 Evaluacion de actividad tdxica de los extractos contra Artemia salina

Para evaluar el efecto toxico de los extractos de ST-C43 y S-C104, se realiz6 el
ensayo de letalidad con larvas de A. salina, el cual es considerado un método preliminar para
medir la toxicidad (Lagarto et al. 2001).

Para esto, se utilizaron quistes de A. salina (Royal, Estados Unidos), los cuales se
incubaron en solucion salina al 3.7%, pH 8, a temperatura ambiente, con aireacion por medio
de una bomba para acuario y expuestos a luz constante. La solucion se suplementé con 0.75
g/L de extracto de levadura (BD Bioxon). Los quistes eclosionaron en aproximadamente 24
hy se obtuvo un gran nimero de larvas (nauplios). Después de 48 h de la eclosion se realizd
el bioensayo en una placa de 24 pozos, por lo que se transfirieron 10 larvas a cada uno. Los
extractos fueron evaluados por triplicado a concentraciones de 50-300 pg/mL. Como control
positivo se utilizo dicromato de potasio (K2Cr.07, Sigma-Aldrich) a 100 pg/mL y como
control negativo solucion salina al 3.7%. Las microplacas se incubaron a temperatura

ambiente durante 24 h bajo iluminacion constante. Después del tiempo de exposicion, se
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contd el nimero de larvas muertas y vivas. Para considerar el bioensayo como valido, se
tomd en cuenta si el porcentaje de mortalidad del control negativo no superd el 10%
(Fernandez-Calienes et al. 2009).

Los extractos/particiones/fracciones se clasificaron como extremadamente toxicos
(CL50< 10 pg/mL), muy toéxicos (10< CL50 <100), moderadamente toxicos (100< CL50
<1,000) y no téxicos (CL50> 1,000 pg/mL) (Valdés-Iglesias et al. 2003).

V1.10 Evaluacion de actividad hemolitica de los extractos contra eritrocitos humanos

Para este ensayo, las muestras de sangre humana se obtuvieron a partir de un
voluntario sano y se colectaron en tubos con anticoagulante EDTA (BD Vacutainer, Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). Los glébulos rojos se recuperaron de la sangre y se
lavaron tres veces con PBS estéril (pH 7.2). A partir del Gltimo lavado se preparé una
suspension de eritrocitos al 5% en PBS estéril. Se agregaron concentraciones de 50-300
ug/mL de cada extracto de ST-C43 y S-C104 por triplicado a una solucion de PBS, recibieron
una suspension al 5% de eritrocitos humanos y se incubaron a 37 °C durante 30 min. Después
de esto, las células se centrifugaron a 3,000 rpm (Sorval Legen Micro 21R, Thermo Fisher
Scientific) y el sobrenadante se utilizd para medir la absorbancia de la hemoglobina liberada
a 540 nm en un lector de microplacas (Biochrom Asys UVM-340). Para los controles positivo
y negativo se utilizaron agua destilada y PBS respectivamente (Zohra 'y Fawzia 2014).

El porcentaje de hemdlisis para cada muestra se calculé con la siguiente formula:

_An

% hemolisis = ———— x100
% hemolisis Ap_Anx

Donde:
Am= absorbancia de la muestra
A, = absorbancia del control positivo

An = absorbancia del control negativo
Se consideraron como no hemoliticos a los extractos que presentaron un porcentaje

de hemdlisis menor de 10% a 1,000 pg/mL (Martinez et al. 2013; Hernandez et al. 2014;
Alonso-Geli et al. 2015).
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V1.11 Obtencién de tripomastigotes de T. cruzi

Para la obtencion de la forma tripomastigote de T. cruzi se centrifugaron 10 mL de
cultivo de 1.2x10° de epimastigotes en término de la fase exponencial a 10,000 g durante 15
min a 10 °C. Los parasitos se suspendieron en orina de triatomino artificial (TAU: NaCl 190
mM, tampodn de fosfato 8 mM, pH 6, KCI 17 mM, CaCl> 2 mM, MgCl, 2 mM) y se incubaron
a 28 °C duran te 2 h. Posteriormente se diluyeron en TAU suplementado con L-prolina 10
mM (TAUP) y se incubaron a 27 °C (Contreras et al. 1985; Santos et al. 2006).

V1.12 Cultivo celular HUVEC

Se utiliz6 una linea celular Human umbilical vein endotelial cells (HUVEC, Sigma-
Aldrich) en medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM, Sigma-Aldrich). A partir de un
crioconservado, se realizé una resiembra en la que se desecho el medio de cultivo para
después agregar solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y tripsina e incubar durante 5-7
mina 37 °C a 5% de CO2. Posteriormente se desechd la tripsina para agregar 5 mL de medio
DMEM, se incuba durante 24-48 h a 37 °C con 5% de CO>. Finalmente se realiz6 un conteo
de células con tincién de azul tripan y cdmara de Neubauer hasta obtener una confluencia de
al menos 80% (Baudin et al. 2007).

V1.13 Obtencién de amastigotes de T. cruzi

Para la obtencién de amastigotes de T. cruzi se utilizaron células HUVEC a una
concentracion de 1x10° cel/mL (ajustado con cdmara de Neubauer) en placas de 12 pocillos
en medio DMEM enriquecido con 10% de suero fetal bovino y se incubaron a 37 °C durante
24 h con 5% de CO2 y 95% de humedad (Tempone et al. 2005). Posteriormente, las células
HUVEC fueron infectadas in vitro con los tripomastigotes en una proporcién parasito:célula
de 10:1 y se incubaron a 37 °C durante 24 h con 5% de CO, en medio DMEM enriquecido
con 10% de suero fetal bovino. La diferenciacion in vitro de los amastigotes y las células
HUVEC fue realizada por tincion de azul tripan (Neira et al. 2014).

V1.14 Evaluacion citotoxica de los extractos
Para este ensayo se utilizaron células Huvec en una concentracion de 1.4 x10°

células/mL en placas de 24 pocillos en medio DMEM enriquecido al 10% de suero fetal
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bovino y se incubaron a 37 °C durante 72 h con 5% de CO- en atmdsfera himeda. Las células
fueron expuestas a diferentes concentraciones de los extractos obtenidos de ST-C43 y S-
C104 (50-300 ug/mL) y se utilizaron células mantenidas sin extractos como control negativo,
asi como con DMSO 1%. Las células se incubaron a 37 °C durante 24 h y la citotoxicidad se
determind mediante conteo por camara de Neubauer con azul de tripan y por el método
colorimétrico MTT con ayuda de un espectrofotdmetro a 560 nm (Zapata et al. 2009). Para

obtener el porcentaje de citotoxicidad se utilizé la siguiente formula:

. ) o DO control negativo — DO tratamiento
Porcentaje de citotoxicidad = - x 100
DO control negatio

El valor obtenido se expres6 como concentracion letal (CLsp) con un 95% de
confianza.

Los extractos se clasificaron como altamente citotoxicos (CLso<10 pg/mL),
citotoxicos (CLsp>10<100 pg/mL), moderadamente citotéxicos (CLsp>100<1000 pg/mL) y
potencialmente no citotoxicos (CLso>1000 pg/mL) (Osorio et al. 2007).

Ademas, se calculd el indice de selectividad de los extractos, el cual indica la relacion
entre la CLso citotdxica y la CLso del microorganismo blanco (Rodriguez-Garza et al. 2025),
en este caso T. cruzi. Para esto se utilizo la siguiente formula:

CLsgcitotoxicidad

Indice de selectividad = : —
CLgotripanosomicida

Los extractos se consideraron como no selectivos contra T. cruzi (1S<2),
moderadamente selectivos (1S>2<3) y selectivos (1IS>3) (Valencia et al. 2011). Entre més
alto sea el indice de selectividad, mas activo sera el extracto contra los parasitos que contra
las células de la persona, lo cual reduce la aparicion de efectos adversos ocasionados por el

extracto (Garcia-Huertas et al. 2018).

V1.15 Caracterizacion de los extractos

Como evaluaciones preliminares, se aplicaron pruebas bioquimicas a los extractos de
ST-C43y S-C104. Se realizaron las pruebas de Molisch para carbohidratos junto a Antrona
para estos y azucares en general, reactivo de Millon para tirosina (aminoacidos), prueba de

Biuret para aminoacidos y péptidos, prueba de Liebermann-Burchard para esteroles y
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triterpenos, prueba de Baljet para sesquiterpelactonas, prueba de Shinoda para flavonoides,
prueba de Taninos para alcoholes fenolicos, prueba de Dragendorff para alcaloides y pruebas
para deteccion de cumarinas, quinonas y saponinas (Cazares-Jaramillo et al. 2023).

V1.16 Fraccionamiento de los extractos por cromatografia en columna

Previo al fraccionamiento se realizaron pruebas de solubilidad con n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo y metanol (todos los reactivos utilizados fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich) (Birch et al. 2019), sin embargo, el hexano fue descartado de la metodologia
posterior. Se preparé la columna de fraccionamiento (22 x 300 mm) con 20 g de silica gel 60
G (70-230 pum, 60-200 wm) y 500 mg de los extractos de ST-C43 y S-C104 por separado y
realizada con 20 mL de un sistema de solventes de baja a alta polaridad. Primeramente,
ambos extractos fueron eluidos con cloroformo en diferentes columnas, después con 20 mL
de cloroformo-acetato de etilo (9:1). Las fracciones eluidas fueron nombradas ST-C43-CEA
y S-C104-CEA. Después de esto, la proporcién de acetato de etilo aumentd gradualmente
hasta que quedd solamente acetato de etilo puro en las columnas. Posteriormente, estas
fracciones fueron mezcladas con metanol (9:1); la concentracion de metanol incrementd
gradualmente hasta obtener metanol puro en las columnas. Estas fracciones fueron
nombradas S-C43-EAM y S-C104-EAM (Tabla 1). Cada fraccion fue evaporada con un
rotavapor. Finalmente se realiz6 una cromatografia en capa fina para unir fracciones con

perfiles cromatograficos similares (Sebak et al. 2021).

Tabla 1. Gradiente de solventes utilizados para los extractos de ST-C43 y S-C104.

Gradiente
Cloroformo 100%

Cloroformo-Acetato de etilo 9:1

Cloroformo-Acetato de etilo 8:2

Cloroformo-Acetato de etilo 7:3

Cloroformo-Acetato de etilo 6:4

Cloroformo-Acetato de etilo 5:5

Cloroformo-Acetato de etilo 4:6

Cloroformo-Acetato de etilo 3:7
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Cloroformo-Acetato de etilo 2:8

Cloroformo-Acetato de etilo 1:9
Acetato de etilo 100%

Acetato de etilo-Metanol 9:1
Acetato de etilo-Metanol 8:2
Acetato de etilo-Metanol 7:3
Acetato de etilo-Metanol 6:4

Acetato de etilo-Metanol 5:5
Acetato de etilo-Metanol 4:6
Acetato de etilo-Metanol 3:7

Acetato de etilo-Metanol 2:8
Acetato de etilo-Metanol 1:9
Metanol 100%

V1.17 Identificacion de los compuestos quimicos

Se selecciono la fraccion ST-C43-EAM-F2 debido a su indice de selectividad de >10
para identificar los compuestos presentes. La identificacion se realizd6 mediante
cromatografia liquida acoplada a masas por servicio externo en la empresa Accura Monterrey
S.A.deC.V.

V1.18 Anélisis estadistico

Para los analisis de inhibicion se utilizaron analisis de regresion dosis-respuesta con
un intervalo de confianza del 95%. Se realiz6 una prueba PROBIT para calcular el CLsp, asi
como los limites superiores e inferiores. Ademas de esto se realiz6 una prueba de
significancia de Tukey post hoc para determinar las diferencias estadisticas entre los
tratamientos con el programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v. 25.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, EUA). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y los datos
presentados con su desviacion estandar, los valores fueron previamente revisados para
normalidad y homocedasticidad con la prueba de Shapiro-Wilk y Brown-Forsythe,

respectivamente (Al-Adhroey et al. 2010).
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VIl. RESULTADOS

VI1.1 Extracciéon de compuestos
Después de la concentracion de los extractos de ST-C43 y S-C104 se obtuvo un valor

de 0.4% de rendimiento después de 15 dias de incubacion a 28°C a 150 rpm.

VI11.2 Ensayo de antagonismo de T. cruzi vs. actinomicetos

El nimero de epimastigotes de T. cruzi disminuyo proporcionalmente de acuerdo con
la concentracién de Streptomyces, por lo que ST-C43 y S-C104 lograron inhibir al
protozoario en un 97.75% y 97.5% a una concentracion de 5x107 cel/mL (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de inhibicion del ensayo de antagonismo de ST-C43 y S-C104 contra T. cruzi.

Concentracion de Mortalidad de epimastigotes de T. cruzi (% + SD)
Streptomyces (UFC/mL) ST-C43 S-C104
1x107 93.25+0.072 92.33+£2.352
2x107 94.25+0.142 93.33+2.36°
3x10’ 95.17 +1.012 9450 + 1.47
4x10’ 96.42+1.022 96.00 £ 3.432
5x10° 97.75+1.89° 97.50+2.17°

Trypanosoma cruzi a una concentracion de 1.2x10° células/mL. Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado. Los porcentajes de inhibicion son expresados + SD con diferencias significativas (p<0.05) indicadas

por diferentes letras dentro de la misma columna conforme a la prueba post hoc de Tukey.

VI11.3 Evaluacion de actividad tripanosomicida, téxica, citotdxica y hemolitica de los
extractos contra T. cruzi.

Al realizar los ensayos de inhibicion con los extractos de ST-C43 y S-C104 se
encontro que poseen una CLso de 100-110 pg/mL para epimastigotes, 102-116 pg/mL para
tripomastigotes, pero solamente ST-C43 demostrd actividad contra amastigotes. Ademas de

esto, los extractos demostraron ser no toxicos, no citotoxicos, ni hemoliticos (Tabla 3).
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Tabla 3. Evaluacién de actividad tripanosomicida (epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes), toxica,

citotoxica y hemolitica, indice de selectividad de los extractos de ST-C43 y S-C104 (CLso en pg/mL, limite

inferior y limite superior).

Actividad ST-C43 S-C104
Epimastigotes 100 (89-108) 110 (91-121)
Tripomastigotes 102 (91-107) 116 (97-129)
Amastigotes 198 (178-217) >300
Toxicidad >1000 (no tdéxico) >1000 (no tdxico)
Citotoxicidad >1000 (no citotdxico) >1000 (no citotdxico)
Hemodlisis >1000 (no hemolitico) >1000 (no hemolitico)
indice de selectividad >10 >10

La toxicidad fue evaluada en A. salina, la citotoxicidad en células Huvec y la hemdlisis con eritrocitos humanos.

VI1.4 Actividad tripanosomicida, toxica, citotoxica y hemolitica de las fracciones

A partir de las fracciones de acetato de etilo-metanol, se aislaron cuatro fracciones de
la cepa ST-C43 y tres de la cepa S-C104. Las pruebas de actividad anti-T. cruzi mostraron
que las fracciones 1 a 4 de ST-C43-EAM presentaron valores de CLso 105-116 pg/mL
epimastigote. Estas fracciones no demostraron ser tdxicas ni citotoxicas, segin los ensayos
realizados con A. salina y células Huvec a concentraciones superiores a 300 pg/mL. Ademas,
las fracciones no mostraron efectos hemoliticos en eritrocitos, a excepcion de las fracciones
F1 y F3, que evidenciaron actividad hemolitica a concentraciones elevadas (245 y 256
pg/mL, respectivamente). En contraste, las fracciones obtenidas de la cepa S-C104 no
presentaron actividad contra Trypanosoma, ni toxicidad ni hemdlisis, como se resume en la
Tabla 4.

Tabla 4. Evaluacion de actividad tripanosomicida (epimastigotes), téxica y hemolitica de las fracciones de ST-C43 y S-C104

(ug/mL, limite inferior y limite superior).

Fraccion Actividad
Tripanosomicida Téxica Hemolitica IS
ST-C43-EAM-F1 105 (96-108) >1000 (no téxico) 245 (227-266) >10
ST-C43-EAM-F2 115 (102-122) >1000 (no toxico) >1000 (no hemolitico)  >10
ST-C43-EAM-F3 107 (100-116) >1000 (no téxico) 256 (240-271) >10
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ST-C43-EAM-F4 116 (110-128) >1000 (no toxico) >1000 (no hemolitico) ~ >10
S-C104-EAM-F1  >1000 (sin actividad) >1000 (no tdxico) >1000 (no hemolitico)  N.A.
S-C104-EAM-F2  >1000 (sin actividad) >1000 (no toxico) >1000 (no hemolitico)  N.A.
S-C104-EAM-F3  >1000 (sin actividad) >1000 (no tdxico) >1000 (no hemolitico)  N.A.

IS: indice de selectividad; N.A.: No aplica.

VI1.5 Caracterizacion de los extractos

A partir del analisis bioquimico aplicado a los extractos de ST-C43 y S-C104, se
obtuvieron resultados positivos para carbohidratos, aminoacidos, péptidos, fenoles,
alcaloides, cumarinas y sesquiterpenlactonas presentes en los extractos de los actinomicetos.
Por otro lado, se obtuvo un resultado negativo para flavonoides, saponinas, colesterol,

esteroles, quinonas y terpenos (Tabla 5).

Tabla 5. Naturalezas obtenidas en los extractos mediante un perfil bioquimico.

Naturaleza Resultado Naturaleza Resultado
Carbohidratos + Fenoles +
Aminoacidos + Sesquiterpenlactonas +
Flavonoides - Quinonas -
Proteinas + Terpenos -

+: Presencia; -: Ausencia.

VI11.6 Identificacién de los compuestos quimicos

Debido a que Unicamente las fracciones de ST-C43-EAM demostraron actividad anti-
T. cruzi, se eligieron para su analisis mediante LC-MS/MS con el fin de identificar sus
compuestos activos. Este analisis permitio la identificacion de dos compuestos: K-252-C-
aglicona estaurosporina, la cual pertenece a la familia de los alcaloides, y anfomicina, un
antibiotico. La Tabla 6 presenta los datos obtenidos por LC-MS/MS para estos compuestos,

mientras que sus estructuras quimicas se ilustran en la Figura 3.
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Tabla 6. Compuestos identificados de ST-C43-EAM-F2 por LC-MS/MS.

Nombre Tiempo de retencion  Peso molecular Valor m/z
Anfomicina 12.28 1290.4 1318.6900
K-252-C-aglicona estaurosporina 10.54 311.4 334.0501

(b)

Figura 3. Estructura quimica de (a) K-252-C-aglicona estaurosporina y (b) anfomicina.

33



VIII. DISCUSION

En los Gltimos afios, los actinomicetos se han utilizado como grandes productores de
diferentes tipos de compuestos y, particularmente, Streptomyces es el género que mas ha sido
explorado (Shepherdson et al. 2023). Estas bacterias han sido ampliamente utilizadas como
biocontrol, actividad antitumoral y antiinflamatoria (Salwan y Sharma 2020). Se ha prestado
mas atencién microorganismos como bacterias, hongos, virus y recientemente se les ha dado
importancia a paréasitos, especificamente protozoarios. Investigaciones anteriores han
evidenciado la efectividad de diversas especies de Streptomyces frente a protozoos, como el
acido fenazina-carboxilico producido por S. canus, que ha mostrado actividad contra
Toxoplasma gondii y Plasmodium falciparum (Pagmadulam et al. 2020), asi como el orlistat,
aislado de S. toxytricini, con efecto sobre Giardia lamblia (Arglello-Garcia et al. 2020), y
otros actinomicetos que han demostrado actividad frente a Entamoeba histolytica
(Balakrishnan et al. 2022). En cuanto a parasitos hemoflagelados, se ha reportado que la
venturicidina A posee una alta actividad contra Leishmania donovani y T. brucei, este tltimo
responsable de la tripanosomiasis africana (Hauser et al. 2024). No obstante, aiin son escasos
los estudios que reportan metabolitos bioactivos provenientes de especies de Streptomyces
con efecto especifico contra T. cruzi (Cartuche et al. 2020).

En este proyecto, la extraccion de compuestos extracelulares producidos por
Streptomyces obtuvo un 0.04% de rendimiento con medio de cultivo ISP2 en un tiempo de
incubacion de 15 dias, sin embargo, algunas especies que han tenido un valor de hasta 20-
30% de rendimiento son S. fradiae y S. lomondensis en tiempos que van desde 48 horas hasta
21 dias (Kaaniche et al. 2020; Tangerina et al. 2020; Ni et al. 2021). Aunque no se ha
reportado algo respecto a S. thermocarboxydus, se han intentado aumentar los porcentajes de
rendimiento en cultivos de fermentacion manipulando diferentes pardmetros (Yao et al.
2023), por lo que podria indicar que esta especie requiere de mas tiempo en cultivo para
obtener mayores concentraciones de extractos.

En cuanto a las pruebas de antagonismo de ST-C43 y S-C104 contra T. cruzi, los
actinomicetos inhibieron el crecimiento de T. cruzi en casi su totalidad con porcentajes de
92.33 a 97.75%. Algunos estudios han demostrado que este género ha logrado inhibir

bacterias patdgenas en porcentajes de hasta el 100% (Butt et al. 2024). En el caso de
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protozoos hemoflagelados como Leishmania spp., se han documentado efectos antagdnicos
utilizando concentraciones de Streptomyces entre 1-2x10® unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL) (Vivero-Gémez et al. 2025). No obstante, hasta ahora no se han
reportado estudios que evallen el antagonismo contra T. cruzi utilizando concentraciones
similares de actinomicetos. A pesar de ello, los elevados niveles de inhibicion observados en
el presente estudio indican que estos Streptomyces podrian generar metabolitos bioactivos,
como avermectinas, compuestos conocidos por su actividad tripanosomicida, lo que
explicaria la mortalidad celular detectada en T. cruzi (Qureshi et al. 2021).

Respecto a las pruebas de actividad tripanosomicida de los extractos, se obtuvo CLso
de 100 pg/mL de ST-C43y 110 pg/mL de S-C104 para epimastigotes de T. cruzi, lo cual es
mas elevado a lo reportado por Gamaleldin et al. 2020, contra T. brucei con una CLso de 16.6
pug/mL del mismo estadio. De igual manera, se obtuvo un CLsg de 102 pg/mL de ST-C43 y
116 pg/mL de S-C104 para tripomastigotes, valores elevados comparados por lo realizado
por Martinez-Peinado et al. 2021, quienes obtuvieron un CLsode 1.67 pg/mL en este estadio.
Con relacion en los bioensayos realizados con amastigotes, se obtuvieron concentraciones de
inhibicién de 198 pg/mL, lo que contrasta con lo reportado por Cartuche et al. 2020, quien
reporta dosis de 0.13-4.42 pug/mL, por lo que se puede considerar que tuvo nula actividad
contra este estadio. Los CLso de los extractos obtenidos para cada estadio de T. cruzi se
encuentran dentro del rango previamente reportado de 4-150 pg/mL por parte de
Streptomyces contra T. brucei (Valencia et al. 2011; Garcia-Huertas et al. 2018; Birch et al.
2019).

Ademas de esto, los extractos de ambas cepas no presentaron actividad tdxica en la
evaluacion con A. salina, nula actividad hemolitica con eritrocitos de una persona sana, ni
presentaron actividad citotoxica cuando se realizaron ensayos con células Huvec. Estos
hallazgos respaldan lo previamente descrito que los productos de actinomicetos, entre los
cuales se menciona el género Streptomyces, no presentan riesgo para la salud humana
(Cuozzo et al. 2023), lo cual fue confirmado con su indice de selectividad de >10.

De los extractos de ST-C43, las fracciones ST-43-EAM-F1 a F4 conservaron la
actividad antiparasitaria, con valores de CLso entre 105-116 pg/mL, en concordancia con
estudios previos (Zheng et al. 2021). En contraste, las fracciones derivadas de la cepa S-C104

(S-C104-EAM-F1 a F3) no mostraron capacidad inhibitoria frente a T. cruzi, lo que podria
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atribuirse a la ausencia de compuestos activos o a la falta de interacciones sinérgicas
necesarias para su accion (Luan et al. 2020). Por otro lado, las fracciones ST-43-EAM-F1y
F3 presentaron actividad hemolitica a concentraciones de 245-256 pg/mL, respectivamente.
Aunque no se detectaron saponinas, compuestos previamente asociados con efectos
hemoliticos (Zapata et al. 2009), esta actividad podria estar relacionada con la presencia de
otros metabolitos bioactivos con efectos nocivos sobre células humanas (Luan et al. 2020).

En consecuencia, los ensayos posteriores excluyeron tanto a la cepa S-C104 como a
las fracciones hemoliticas ST-43-EAM-F1y F3, debido a su falta de actividad antiparasitaria
0 por su relacién con medidas de seguridad. Esta exclusion podria estar relacionada con la
ausencia de grupos de genes biosintéticos en S-C104, responsables de la produccion de
compuestos con actividad antiparasitaria, a diferencia de ST-C43 (Cerna-Chéavez et al. 2024).
Se ha informado que la presencia de nitrato reductasa, una enzima que influye directamente
en el metabolismo de T. cruzi, de manera similar a los farmacos benznidazol y nifurtimox,
podria explicar esta diferencia (Nayaka et al. 2020). El perfil bioquimico de los metabolitos
extracelulares revel6 la presencia de carbohidratos, aminoacidos, fenoles, alcaloides,
cumarinas y lactonas sesquiterpénicas, compuestos reconocidos por desempefiar diversos
roles bioldgicos, entre ellos el control biolégico y la actividad antitumoral Jakubiec-
Krzesniak et al. 2018; Alam et al. 2022; Donald et al. 2022). Los valores moderados de CL50
se ubicaron entre 100y 191 pg/mL, una dosis considerablemente menor en comparacién con
las dosis terapéuticas de benznidazol (5-7 mg/kg/dia en adultos) y nifurtimox (8-10
mg/kg/dia) (Nayaka et al. 2020).

De manera destacada, la fraccion ST-43-EAM-F2 contenia anfomicina, un compuesto
previamente reportado con actividad antiparasitaria frente a P. falciparum y T. gondii
(Pagmadulam et al. 2020), ademas de ser conocido por su capacidad para inhibir la sintesis
de peptidoglicano en bacterias Grampositivas (Zhang et al. 2023). También se identifico la
presencia de K-252-C-Aglicona (estaurosporina), un alcaloide aislado de Streptomyces sp.
196 y de S. staurosporeus, reconocido por su capacidad para inhibir quinasas (Zhang et al.
2023), asi como por sus propiedades antibacterianas (Kumar et al. 2019) y antifangicas (Li
et al. 2014; Khosravi-Babadi et al. 2021). Estos resultados refuerzan observaciones previas
que sefialan que los compuestos proteicos producidos por Streptomyces, particularmente por

algunas cepas especificas, pueden ejercer efectos antiparasitarios (Inahashi et al. 2015),
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aunque no son los Unicos responsables de la actividad contra especies de Trypanosoma. La
estaurosporina, perteneciente al grupo de los alcaloides, ha sido descrita como inhibidor de
la sintesis de ADN en células eucariotas (Maatsuura y Fett-Neto 2015), mientras que la
anfomicina, un lipopéptido, actda blogueando la sintesis de sacaridos vinculados al dolicol
en celulas eucariotas, proceso necesario para la glicosilacion de glicoproteinas (Rubinchik et
al. 2011).

En conclusion, este estudio destaca el potencial de Streptomyces thermocarboxydus
(ST-C43) y Streptomyces sp. S-C104 como fuentes prometedoras de compuestos con
actividad antiparasitaria frente a T. cruzi. Aunque la actividad detectada fue moderada en
comparacion con reportes anteriores sobre T. brucei, la ausencia de toxicidad en modelos de
bioseguridad, junto con la identificacién de metabolitos bioactivos como la anfomicinay la
estaurosporina, respalda su posible aplicacion en estrategias de biocontrol. Los hallazgos
sugieren gue factores como las condiciones especificas de cultivo y posibles interacciones
sinérgicas entre compuestos podrian influir en la eficacia antiparasitaria observada. Se
recomienda realizar investigaciones adicionales orientadas a la purificacion de los
compuestos activos, la elucidacion de sus mecanismos de accion y el analisis genémico de
los grupos de genes biosintéticos, con el objetivo de optimizar el potencial terapéutico de los

metabolitos extracelulares producidos por Streptomyces.
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IX. CONCLUSION

Los metabolitos extracelulares producidos por las cepas ST-C43 y S-C104 mostraron
actividad inhibitoria frente a Trypanosoma cruzi, con valores de CLso que variaron entre 102-
191 pg/mL. Estos compuestos se caracterizaron por su baja toxicidad, ausencia de
citotoxicidad y falta de efectos hemoliticos, ademas de presentar indices de selectividad
favorables.

En particular, las fracciones ST-C43-EAM-F2 y ST-C43-EAM-F4 destacaron por
mantener valores de CLso entre 115-124 pg/mL, junto con un perfil de seguridad compatible
con potencial uso terapéutico. El analisis quimico permitié identificar anfomicina y
estaurosporina K-252-C-aglicona, compuestos con propiedades antiparasitarias previamente
descritas. Estos resultados resaltan el potencial de los metabolitos derivados de ST-C43 como
candidatos prometedores en el desarrollo de nuevas terapias contra la enfermedad de Chagas.
En contraste, las fracciones obtenidas de la cepa S-C104 no evidenciaron actividad
tripanocida relevante.

En resumen, los compuestos bioactivos presentes en los metabolitos extracelulares de
Streptomyces, especialmente los de ST-C43, constituyen una fuente prometedora de nuevos
agentes antiparasitarios. Sin embargo, se requieren estudios in vivo adicionales, lo que
incluye evaluaciones preclinicas, para confirmar su eficacia y seguridad antes de considerar

su aplicacion clinica.
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X. PERSPECTIVAS

Verificar si los compuestos aislados poseen actividad tripanosomicida.

Analizar la permeabilidad de las células utilizadas con el fin de conocer el dafio

provocado a amastigotes.
Determinar el mecanismo de accién de los compuestos sobre T. cruzi.

Establecer la actividad de los compuestos sobre diferentes DTUs de T. cruzi.
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