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RESUMEN

La beauvericina, una micotoxina producida por algunas especies de hongos
entomopatdégenos como Beauveria bassiana, tiene diversas actividades bioldgicas:
antibacteriana, antifungica, antiviral y especialmente antitumoral ya que posee un
potencial terapéutico como agente anticanceroso en ensayos in vitro e in vivo. Este
tipo de hongos pueden desarrollarse en cultivos solidos los cuales se ha observado
poseen un gran potencial para la sintesis de metabolitos secundarios y compuestos

bioactivos de interés farmacéutico.

En el presente estudio se realiz6 una identificacibn molecular de ocho hongos
entomopatdgenos, posteriormente se amplifico el gen bbBeas y con las secuencias
obtenidas se realizd un andlisis filogenético que muestra la similitud de este gen en
diferentes especies de hongos entomopatégenos. Por otra parte se realizé un cultivo
en estado sdélido de B. bassiana con caparazdén de camardn y se le determind la
expresion del gen bbBeas a los 6, 9 y 12 dias de crecimiento para poder relacionar de
manera indirecta los niveles de expresidn con la produccion de beauvericina también
se realizd6 una semipurificacion de la beauvericina a partir de los extractos de
fermentacién soélida utilizando una columna de tamiz molecular y una extraccién en

fase soélida.

Solamente en dos de las cuatro cepas identificadas como B. bassiana se logré
amplificar el gen bbBeas. Esto es atribuido a su variabilidad genética, también se
encontrd que los niveles de expresion del gen bbBeas son mayores a los nueve dias
en un cultivo sélido, mientras que el analisis filogenético muestra una relacion del gen
bbBeas con genes de depsipéptidos sintetasa de otras especies de hongos
posiblemente como resultado de un proceso evolutivo convergente. La
semipurificacion de la beauvericina indica que la mayor concentracibn de la
beauvericina se encuentra en la fraccion cuatro de la extraccion en fase sélida. Estos
datos sugieren que es adecuado detener el cultivo en estado sélido a los nueve dias
para la produccién de metabolitos bioactivos como la beauvericina, siendo importante
la evaluacion de la expresién del gen bbBeas en cepas de B. bassiana debido al
amplia variabilidad genética entre aislados.



ABSTRACT

Beauvericina, a mycotoxin produced by some species of entomopathogenic fungi
such as Beauveria bassiana, has several biological activities: antibacterial, antifungal,
antiviral and antitumor, it has a therapeutic potential as an anticancer agent in in vitro
and in vivo tests. These types of fungi can be developed in solid cultivation which
have been observed to possess a great potential for secondary metabolites and
bioactive compounds synthesis with pharmaceutical interest.

In this study, a molecular identification of eight entomopathogenic fungi was made,
later the bbBeas gen was amplified with the sequences obtained a phylogenetic
analysis was carried out showing the similarity of this gene in different
entomopathogenic fungi species. Besides, a B. bassiana cultivation in solid state with
shrimp shell was made and the bbBeas gene expression was determined within 6, 9
and 12 days of growth to link in an indirect way the expression levels with
beauvericina production, also a beauvericina semi-purification was made starting with
the solid fermentation extracts using a molecular sieve column and a solid phase
extraction.

Only two of the four strains identified as B. bassiana amplify the bbBeas gen, this is
attributed to the gen variability, it was also found that the bbBeas gene expression
levels are bigger at nine days of culture, while the phylogenetic test shows the relation
between the bbBeas gen and depsipeptide synthetase of other species of fungi, due
to a convergent evolutionary process. The semipurification of beauvericina indicates
that the biggest concentration of beauvericina is found in fraction four of the solid
phase extraction. These data suggest that stopping the cultivation at solid state within
nine days for the production of bioactive metabolites like beauvericina is suitable;
being important the evaluation of the bbBeas gene expression in B. bassiana strains

due to the broad genetic variability between isolates.
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Abreviaturas

HE: Hongos entomopatdgenos

BEA: Beauvericina

RFLP: Analisis de los productos de digestion
VIH: Virus de inmunodeficiencia humana
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M. anisopliae: Metarhizium anisopliae

M. robertsii: Metarhizium robertsii

1. javanica: Isaria javanica

I. fumosorosea: Isaria fumosorosea

D-HYIV: D-2-hidroxiisovalerato

L-Phe: L-fenilalanina

Hbu: Acido DL-2-hexabutirico

RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
MAPK: Mitogen-Activado por Protein Kinasas

PKA: Proteina kinasa A

RTKs: Receptor de Tirosina Kinasa

AMPc: Adenisil monofosfato ciclico

PDA: Agar dextrosa-papa

FES: Fermentacién en estado sélido

FCCP: Carbonil-o-trifluorometoxifenilhidrazona

BEAS: Beauvericina sintetasa

BbBEAS: Beauvericina sintetasa en B. bassiana
bbBeas: Gen que codifica para la beauvericina sintetasa en B. bassiana
ES: Enniatina sintetasa

BS: Bassianolido sintetasa



PS: Péptido sintetasa

HP: Proteina hipotética

ABC: Area bajo la curva

EFS: Extraccion en fase solida

kDa: Kilodalton
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9. ANEXOS



1. INTRODUCCION
La BEA es una reconocida micotoxina de la familia de compuestos conocida como

depsipéptidos ciclicos y es producida por algunos hongos como B. bassiana y
Fusarium spp. (Wang & Xu, 2012) y es sintetizada por una via no ribosomal propia de
los hongos mediante la enzima beauvericina sintetasa la cual esta codificada por el
gen bbBeas en la especie B. bassiana y lleva a cabo la biosintesis utilizando D-HYIV
y L-Phe como sustratos (Wang & Xu 2012; Jiang et al., 2013). La beauvericina ha
mostrado poseer gran variedad de actividades bioldgicas como: insecticida,
antibacteriana, antifungica, antiviral y antitumoral (Grove & Pople 1980; Castlebury et
al., 1999; Ganassi et al., 2002; Shin et al., 2009; Meca et al., 2010; Wang & Xu, 2012)
debido a que el cancer es la primera causa de muerte a nivel mundial con 8.2
millones de defunciones en 2012 y en México ocupa el segundo lugar como causa de
muerte (2007) (Rios et al., 2015), ha incrementado el interés en el estudio de la BEA
como agente antitumoral por su efecto citotoxico en gran variedad de células
cancerosas, disminucion de peso y tamafo de tumores en ensayos in vivo (Cheng et
al., 2009; Heilos et al., 2017) y por sus interesantes mecanismos de accién
propuestos como: aumento intracelular de calcio, participacibn de proteinas
antiapoptoticas y proapoptéticas, liberacion del citocromo C, MAP kinasas entre otros
(Kouri et al., 2003; Lin et al., 2005; Watjen et al., 2014).

La produccién de BEA se lleva a cabo mediante cultivos liquidos también conocidos
como cultivos sumergidos de hongos productores de BEA y para su purificacion se
aprovechan sus propiedades fisicoquimicas por lo que generalmente se utilizan
extracciones en fase soélida previas a la purificacién por HPLC preparativo (Meca et
al., 2010; Valencia et al., 2011; Jiang et al., 2013)

El cultivo en estado sélido es un medio de cultivo de bajo costo que posee una alta
productividad de compuestos bioactivos donde los microorganismos invaden
materiales soélidos insolubles e inertes que poseen cierto grado de humedad (Ruiz-
Leza et al., 2007; Thomas et al., 2013). Diferentes estudios ponen en evidencia la
capacidad del cultivo en estado sélido para producir compuestos bioactivos de valor
agregado como: enzimas, metabolitos secundarios, antibiéticos, pigmentos, &cidos



organicos, alcaloides, factores de crecimiento, compuestos aromaticos entre muchos
otros (Singhania et al., 2009; Nagavalli et al., 2015; Farinas, 2015; Goncalves et al.,
2016; Oliveira et al., 2016; Pérez-Sanchez et al., 2017) y posee numerosas ventajas
frente a la fermentacién liquida o sumergida ademas de que al llevarse a cabo en
birreactores pequefios y cerrados facilita el escalamiento a nivel industrial (Martins et
al., 2011; Jain et al., 2013; Behera & Ray, 2016). Sin embargo, este tipo de cultivo no

se ha utilizado para la produccion de BEA.

Los hongos HE son aquellos que infectan diferentes ordenes de insectos
causandoles micosis y la muerte (Rondot & Reineke 2016). En el presente trabajo se
identificaron molecularmente cepas de HE para asegurar que se trataran de especies
de HE productoras de beauvericina, posteriormente se identificé y amplificé el gen
bbBeas para evaluar sus niveles de expresion en un medio de cultivo en estado
sélido, con la finalidad de tomar como indicativo el tiempo de cultivo donde se
expresa mas el gen bbBeas con la mayor produccién de BEA, por otro lado utilizando
las secuencias obtenidas del gen bbBeas y otras secuencias ya reportadas en la
base de datos del GenBank de diferentes genes homodlogos se realizé un arbol
filogenético y un alineamiento de sus secuencias traducidas a aminoacidos finalmente
se realizd una semipurificacién de la BEA a partir de una fermentaciéon en estado

solido.



2. MARCO TEORICO

2.1 Hongos entomopatogenos
Los HE son aquellos que parasitan diferentes érdenes de insectos por lo que son

enemigos naturales de las plagas en los ecosistemas agricolas lo que los convierte
en candidatos de un manejo sustentable de plagas (Meyling et al., 2007; Rondot &
Reineke 2018) y una alternativa mas a los insecticidas quimicos, ya que los HE no
causan resistencia en las plagas ni contaminan los alimentos obtenidos como lo
hacen los insecticidas quimicos (Fernandes & Bittencourt 2008), lo que ha derivado
en la formulacién y comercializacion de bioinsecticidas a base de conidios de HE
especialmente de las especies B. bassianay M. anisopliae (Faria & Wraight 2007).

2.1.1 Proceso de infeccion de los HE

El proceso de infeccion de los HE inicia con una adhesién del conidio con la cuticula
externa del insecto mediante diferentes interacciones de componentes encontrados
tanto en el conidio como en la cuticula mediante interacciones no covalentes como
electrostaticas o hidrofobicas, una vez anclado el hongo al insecto mediante la
sintesis de diferentes enzimas liticas penetra la cuticula para tener acceso a los
nutrientes de la hemolinfa los cuales activan la via de sefnalizacion responsable de la
sintesis de gran variedad de metabolitos secundarios por lo que empiezan a ser
sintetizados en esta etapa de la infeccidn, finalmente estos metabolitos causaran la
muerte al insecto, mientras el hongo produce metabolitos secundarios también
aumenta la expresién genes antioxidantes que ayudan al hongo a resistir el estrés
oxidativo, ocasionado por el sistema inmune del insecto por otra parte los HE también
han desarrollado otras estrategias para evadir el sistema inmune de los insectos
como cambiar su estructura celular a blastoesporas o a cuerpos hifales que hacen al
hongo mas resistente a diversos factores o que lo enmascaran haciéndolo
imperceptible frente al sistema inmune del insecto (Pucheta et al., 2006; Pedrini et al.,
2007; Dubovskiy et al., 2013 Mascarin et al., 2016; Lai et al., 2017).



2.2 Métodos de identificacion de HE
La identificacion molecular de especies de HE resulta de gran importancia para

reconocer e identificar las especies candidatas a ser una alternativa bioldgica a los
insecticidas (Rehner & Buckley 2005), asi como para diferenciar especies cercanas
que no pueden ser distinguida mediante identificacion morfoldgica o bioquimica ya
que la identificacibn molecular se basa en la amplificacidn y secuenciacion de
diferentes partes del genoma caracteristicas y unicas de cada especie, por lo que son
una herramienta fiable para la identificacidon de especies (Santos & Linardi 2003; Al-
hemaid et al., 2014)

2.2.1 Identificacion bioquimica

La identificacién bioquimica se basa en las caracteristicas tintoriales, morfoldgicas y
bioquimicas de los microorganismos tomando las habilidades de estos para producir
enzimas o metabolitos facilmente detectables, los cuales son caracteristicos de una
especie 0 grupo de especies ya que cada una de estas modifican de manera
caracteristica el ambiente que las rodea mediante la captacién de sustancias
necesarias para su crecimiento. Estas reacciones bioquimicas producto de las
interacciones microorganismo-medio de cultivo dependen del metabolismo de cada
microorganismo lo que lo hace una herramienta u(til para la identificacién y

clasificacion de microorganismos (Farmer et al., 1985; Santos & Linardi, 2003).

2.2.2 Analisis de los patrones de digestion

El analisis de los patrones de digestion se trata de un método de identificacion de
especies en que ha sido desplazado por otros métodos de identificacion mas fiable
como los métodos moleculares, sin embargo, aun tiene importancia en la tipificacién
de aislados. Se basa en el reconocimiento de secuencias particulares y/o polimorficas
para cada especie, para amplificarlas mediante PCR y posteriormente la digestion de
estos productos mediante enzimas de restriccidén generando patrones de bandas (una
serie de bandas de un tamano medible) para cada una de las enzimas de restriccion
los patrones de bandas pueden ser distinguidos por electroforesis de gel de agarosa,

sin embargo, los fragmentos originados no son claramente diferenciados en el gel de



agarosa ya que es necesario que las longitudes entre fragmentos sea lo
suficientemente grande para que exista un diferente grado de migracién en el gel de
agarosa, por otra parte no se pueden conocer los cambios en el genoma de estos
fragmentos, porque no se realiza una secuenciacion ademas de que mas de una
especie puede originar los mismo o muy similares patrones de digestion originando

una identificacidon errénea de especies (Llorens et al., 1997; Poczai et al., 2013).

2.2.3 Regiones ITS y genes ribosomales

Las secuencias ITS son secuencias que separan los genes ribosomales entre si
(figura 1) y debido a su alta conservacién y a que son diferentes entre especies
resulta util su amplificacion y secuenciacién junto con la de los genes ribosomales
para la identificacidén molecular de especies. Este método al identificar las especies a
nivel molecular puede diferenciar especies que no pueden ser diferenciadas mediante
identificacion morfolégica y bioquimica, también tiene ventaja frente a otros métodos
de identificacién molecular debido a que los genes ribosomales y las secuencias ITS
se encuentran en gran cantidad de copias en el genoma lo que facilita su
amplificacion, por lo que son ampliamente utilizadas para la identificacion molecular
de especies y nos brindan la posibilidad de tener una base de datos universal para
tener un contexto de comparacién (Huang et al., 2009; Al-hemaid et al., 2014).

e — 285 \{]

ITS

Figural: Generes ribosomales y regiones ITS. Modificada de White 1990.

2.2.4 B-Tubulina

Las tubulinas son una familia de proteinas que esta formada por las tubulinas alfa (a),
beta (B) y gamma (y) y comparten una similitud de hasta el 40% entre ellas. Las
tubulinas alfa y beta son subunidades esenciales de los microtubulos de las células



eucariontes y se originaron hace 1500 millones de afios junto con las células
eucariontes por lo que tienen un origen muy antiguo lo que ha ocasionado que los sus
genes presenten una gran divergencia de una especie a otra, sin embargo, esta
divergencia evolutiva solo se presenta en el sitio del gen que codifica para el extremo
C terminal de las tubulinas alfa y beta ya que el resto del cuerpo de las tubulinas esta
fuertemente conservado, para llevar a cabo de forma correcta su funcién. Debido a
esta divergencia evolutiva la amplificacidn y secuenciacion de los genes de las
tubulinas alfa y beta es un método, ampliamente utilizado para la identificacion
molecular de especies posee ventaja frente a los métodos de identificacion
morfoldgica y bioquimica por diferenciar las especies a nivel molecular, sin embargo,
la amplificacidn de estos genes es mas complicada a comparacion de los genes
ribosomales y secuencias ITS ya que los genes de las tubulinas no se encuentran en
gran cantidad de copias en el genoma como sucede con los genes ribosomales y
secuencias ITS (Llanos et al., 1999; Oakley, 2000).

2.3 Metabolitos secundarios de HE
Se trata de compuestos organicos sintetizados por los HE que no poseen un rol

directo en el crecimiento del hongo pero si en su proceso infectivo ya que son
sintetizados durante este y provocan la muerte al insecto (Pucheta et al., 2006).

Los metabolitos secundarios de HE muestran tener un complejo proceso de
produccién el cual estd ligado a sefales de transcripcion que regulan los genes
responsables de la sintesis de estos metabolitos, estas sefiales de transcripcion son
producto de cascadas de senalizacién de tipo proteina kinasa A dependiente de
AMPc y de tipo MAPK, las cuales estan mediadas por receptores anclados a
proteinas G los cuales son activados por nutrientes disponibles en las diferentes
etapas de infeccidén del hongo (Barranco et al., 2013; Lai et al., 2017). Los metabolitos
secundarios mejoran la adaptabilidad del hongo en su entorno natural y su desarrollo
durante su proceso infectivo (Carollo et al., 2010), en muchos casos la funcién de los
metabolitos secundarios es desconocida, sin embargo, se han elucidado y aislado

varios de ellos como enniatinas, beauvericina, basianoloides, oosporeina, destruxinas



A, B y E, serinociclinas entre otros mostrando interesantes actividades biol6gicas
(Gonzalez et al., 2007; Carollo et al., 2010; Sivanathan & Scherkenbeck, 2014).

2.4 Beauvericina
La beauvericina (figura 2) es una micotoxina de la familia de los depsipéptidos

ciclicos producida por varios hongos, tales como B. bassiana'y Fusarium spp. (Wang
& Xu, 2012) contiene en su estructura tres residuos de D-HYIV vy tres residuos de
metilfenilalanina de forma alternada, es estructuralmente similar a las enniatinas pero

poseen actividad bioldgica diferente (Meyling & Eilenberg, 2007).

Figura 2. Molécula de la Beauvericina. Tomada de Wang & Xu, 2012.
2.4.1 Sintesis de la beauvericina

La sintesis de la beauvericina se lleva a cabo por un mecanismo no ribosomal propio
de los hongos, el cual se basa en la unién aminodcidos fuera de un ribosoma
mediante una enzima en el caso de la beauvericina la enzima es la BEAS la cual
requiere de una fuente rica en nitrégeno y una de carbono y posee un peso molecular
de 351 kDa y lleva a cabo la biosintesis utilizando D-HYIV y L-Phe como sustratos,
(figura 3) (Wang & Xu, 2012). Sin embargo, debido a la variabilidad genética del gen
gue codifica para esta enzima y a la similitud de esta con otras enzimas responsables
de la sintesis de diferentes depsipéptidos. Existen otras depsipéptidos sintetasas, las
cuales difieren con la beauvericina sintetasa en cuanto a la selectividad de los
sustratos especialmente del aminoacido y preferentemente aceptan N-metil-L-
fenilalanina y algunos otros amino4cidos con cadenas alifaticas hidrofdbicas lo que da
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lugar a seis analogos de beauvericina (Wang & Xu, 2012) por otro lado si se utiliza el
Hbu y la DL-3-fluorofenilalanina como sustratos se obtienen seis derivados de la
beauvericina lo que disminuye la disponibilidad de sustratos para la sintesis de BEA y

con ello su produccion. (Sivanathan & Scherkenbeck, 2014).

7\ /CHs
" Metilfenilalanina
e
+ X3
O D-HYIV
HyC~ > “OH
OH

Beauvericina

Figura 3. Sintesis de beauvericina. Representacion esquematica que muestra la via no ribosomal de
sintesis de la BEA, catalizada por la enzima BEAS tomando como sustratos la metilfenilalanina y D-2-
hidroxiisovalerato.

2.4.2 Produccion de beauvericina

Se ha reportado la produccion de BEA a partir de cultivos en estado liquido, sin
embargo, su produccion mediante este tipo de cultivo requiere mantener condiciones
asépticas, extraccion de los productos de fermentacidbn y mantener en buen
funcionamiento los biorreactores que suelen ser de gran tamafo lo que implica un
proceso costoso, por otra parte se utiliza una gran cantidad de medio de cultivo para
producir pequenas cantidades de BEA la cual finalmente resulta dificil de purificar por



lo que su produccién es muy costosa si se produce en un medio liquido o sumergido
(Grove & Pople, 1980; Shin et al., 2009; Jiang et al.,/ 2012).

2.4.3 Purificacion de la beauvericina

Los procesos de purificacidn aprovechan las caracteristicas fisicoquimicas de los
depsipéptidos por lo que se utilizan solventes no polares los cuales se mezclan con
medio cultivo o fermentacion para extraerlos, posteriormente se separan los restos
sélidos del solvente mediante centrifugacion o filtracion, después los metabolitos
extraidos se someten a una EFS usando una columna de silica con el fin de separar
los componentes polares previamente obtenidos de acuerdo a su grado de polaridad,
en diferentes estudios comparten que el ultimo método de purificacion y aislamiento
de BEA es el HPLC preparativo y que posterior a esto se necesita un detector para su
correcta identificacion los cuales en la mayoria de los casos se utilizan anclados al
cromatdgrafo y son MS o resonancia magnética (Logrieco et al., 2002; Yiping et al.,
2007; Meca et al., 2010; Jiang et al., 2013; Rachmawati et al., 2018).

2.4.4 Actividad bioldgica de la beauvericina

2.4.4.1 Actividad insecticida de la beauvericina
La produccion de la beauvericina y otros metabolitos secundarios ocurre cuando el

HE llega a la hemolinfa del insecto y se distribuye ampliamente en el cuerpo
causando toxicidad y finalmente provocar la muerte del insecto, como resultado de su
actividad insecticida (Whang & Xu, 2012).

La primera vez que se demostré que la beauvericina poseia esta actividad biolégica
fue en el ano de 1969 por Hamill et al., quienes utilizaron a Artemia salina como
organismo modelo para estudiar su actividad insecticida (Hamil et al, 1969),
posteriormente se han realizado diferentes estudios que demuestran la actividad
insecticida de la BEA en organismos modelos como Calliphora erythrocephala, Aedes
aegypti y Schizaphis graminum entre otros donde se observa que la BEA posee
mayor actividad insecticida en comparacion a un grupo al cual se le administré otros
metabolitos secundarios de B. bassiana como eniantinas y analogos de beauvericina
y frente a un grupo control (Grove & Pople, 1980; Ganassi et al., 2002).



2.4.4.2 Actividad antimicrobiana
A diferencia de muchos antibioticos que bloquean la biosintesis de peptidoglicano en

las bacterias, los mecanismos por los cuales la BEA tiene efecto antimicrobiano no
estan relacionados con la biosintesis de peptidoglicano (Wang & Xu, 2012). Ha
demostrado su actividad antimicrobiana en diferentes estudios en contra de bacterias
patdbgenas como: Escherichia coli, Enterococcus faecium, Salmonella enterica,
Shigella dysenteriae, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Clostridium
perfringens, Pseudomonas aeruginosa,, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus
donde concentraciones variables de BEA inhiben el crecimiento de estas bacterias
tanto en medios liquidos como en solidos. Los mecanismos de accién de cémo la
BEA posee efecto antimicrobiano permanecen sin elucidar pero se ha propuesto que
actua en los ribosomas o a nivel del ADN ya que también posee efecto antifingico y
porque no distingue entre bacterias Gram positivas y Gram negativas, lo que sugiere
que su mecanismo de accién no inhibe la sintesis de peptidoglicano (Castlebury et
al., 1999; Meca et al., 2010; Wang et al., 2011; Wang & Xu, et al., 2012).

2.4.4.3 Actividad antifungica
Se ha demostrado que la beauvericina posee un fuerte efecto de sinergismo al

aplicarse en conjunto con concentraciones subinhibitorias de ketoconazol, ya que
aumentd considerablemente la supervivencia de ratones inmunosuprimidos
infectados por hongos patégenos oportunistas como Candida parapsilosis, ademas
disminuyé el numero de UFC de esta especie de hongo en diversos érganos como
rinones, pulmones y cerebro; y tales efectos no se observaron en los grupos a los que
solamente se les administré concentraciones terapéuticas de ketoconazol. El
mecanismo de acciébn de como la BEA produce un efecto sinérgico no se ha
elucidado pero se relaciona con bloquear la entrada y salida de sustancias a la célula
fungica (Zhang et al., 2007), por lo que la beauvericina administrada en conjunto con
otros farmacos antimicéticos puede dar lugar a nuevas terapias antimicéticas
efectivas contra diferentes especies de hongos patdgenos.
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2.4.4.4 Actividad antiviral
En el tratamiento de enfermedades retrovirales, como en el caso del virus del VIH-1,

se ha encontrado que la beauvericina es un potente y selectivo inhibidor de la
integrasa del VIH-1, sin embargo, su mecanismo de accion todavia no se ha
comprendido. En comparacion con las enniatinas la concentracion inhibitoria (Clsg) de
beauvericina requerida para inhibir la integrasa del VIH-1 es hasta 10 veces menor;
sin embargo, la beauvericina y los otros depsipéptidos ciclicos no ejercen efecto
inhibitorio en contra de la transcriptasa reversa (Shin et al., 2009). Debido a que
hasta ahora no se ha encontrado un inhibidor selectivo para la integrasa del VIH-1, se
puede considerar a la beauvericina como una prometedora molécula en el tratamiento

del VIH-1 en conjunto con otros farmacos antirretrovirales.

2.4.5 Actividad citotoxica de la beauvericina en ensayos in vitro

La actividad citotéxica de la BEA se ha demostrado mediante ensayos in vitro en
diferentes lineas celulares de cancer como: leucemia linfoblastica humana CCRF-
CEM, carcinoma epidermoide KB y KBv200, cancer de mama BC-1 y cancer de
mama metastasico MDA-MB-231, cancer de pulmén de células no pequenas A549,
cancer de prostata metastasico PC-3M, melanoma humano MDA-MB43, cancer de
colon humano HCT-8 y HCT116, cancer cerebral SF295, hepatoma de rata H4IIE,
hepatoma humano HepG2, entre otras. Sin embargo, no se ha elucidado un
mecanismo de accién de como la BEA lleva a cabo la apoptosis celular, aunque se
han propuesto varios, ninguno de estos es especifico para una linea celular en

particular.

Entre los mecanismo de accién propuestos resaltan: la activacion de diferentes MAP
kinasas, regulacién de las proteinas antiapoptéticas y proapoptéticas, cambios en el
potencial de membrana mitocondrial, liberacidén del citocromo C, aumento intracelular
de calcio y activacidbn de caspasas, aunque ninguno de estos esta relacionado
Unicamente a un tipo de linea celular cancerosa. (Nilanonta et al., 2002; Jow et al.,
2004; Lin et al., 2005; Chen et al., 2006; Zhang et al., 2006; Whang et al., 2011; Do
Nascimento et al., 2012; Watjen et al., 2014; Lu et al., 2016).
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2.4.6 Actividad antitumoral de la beauvericina en ensayos in vivo

La beauvericina ha demostrado actividad antitumoral en modelos murinos
demostrando. Sin embargo, sélo se han reportado dos ensayos in vivo de la actividad
antitumoral de la beauvericina, empleando modelos murinos. En los dos ensayos in
vivo se encuentra una disminucion significativa del tamano y peso de los tumores, en
el primer ensayo in vivo se realizé con ratones desnudos de cinco semanas de edad
a los cuales se les administré por via subcutanea células de retinoblastoma Y79 (2 x
10° células), usando como vehiculo 200 pL de solucién salina. Para el tratamiento
canceroso de retinoblastoma se administr6 semanalmente una solucion 3 pM de
beauvericina alrededor de la zona del tumor durante un periodo de 8 semanas. Los
resultados evidenciaron que el peso y tamano del tumor extraido disminuy6

significativamente respecto al grupo control (Cheng et al., 2009).

El segundo ensayo in vivo realizado fue llevado a cabo utilizando ratones BALB/c y
CB-17/SCID de 6 a 8 semanas de edad a los cuales se les administré por via
subcutanea células de carcinoma de colon de un modelo murino CT26 (4 x 10°
células) y células humanas de carcinoma cervical KB3-1 (1 x 10° células),
respectivamente, utilizando como vehiculo medio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute). Para el tratamiento de ambos carcinomas se administraron
intraperitonealmente 5 mg de beauvericina por kilogramo de peso del roedor
diariamente durante dos ciclos, el primer ciclo de 5 dias y el segundo de 4 dias con
dos dias entre el primer y segundo ciclo. Los resultados evidenciaron que en ambos
casos de carcinoma el peso y tamano del tumor extraido disminuyé significativamente
respecto al grupo control, también se encontraron areas necréticas y aumenté en la

fragmentacion del ADN dentro de los tumores (Heilos et al., 2017).

2.4.7 Mecanismo de accion de la beauvericina sobre células cancerigenas

Aunque se han propuesto diversos mecanismos de accion de como la beauvericina
causa apoptosis en células cancerosas y disminuye el tamano de los tumores en
ensayos in vivo aun requieren ser dilucidados con mayor detalle, ademas que no se
ha propuesto un mecanismo Unico para cada linea celular cancerosa (Rios et al.,
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2015; Heilos et al., 2017). Entre los mecanismos propuestos destacan la capacidad
de modificar las concentraciones idnicas intracelulares, modificacion de las funciones
celulares, induccion de apoptosis mediante la via mitocondrial, la activacién de

caspasas y activacion de MAP kinasas. (Rios et al., 2015).

2.4.7.1 MAP kinasas
Las MAP quinasas (MAPK por sus siglas en inglés, Mitogen-Activated Protein

Kinases), consisten en un grupo de proteinas quinasas de serina o0 treonina que
fosforilan sustratos para la regulaciéon de la expresion génica, mitosis, proliferacién,
motilidad, metabolismo y programaciéon de muerte celular (Chang & Karin, 2001). La
via de las MAPK resulta de la activacion de receptores de tirosina sobre la superficie
celular mediante estimulos mitogénicos como factores de crecimiento y citoquinas,
que desencadenan su propia activaciéon (figura 4). La via de las MAPK se encuentra
activa en al menos el 30% de las neoplasias humanas y se han identificado
mutaciones en Ras, Braf y RTKs; las mutaciones en Ras se asocia con carcinoma de
pancreas (63-90%), colon (36-50%), pulmén (19-30%) y melanoma (15-20%) (Baraja
2009; Prior et al., 2012; Luke et al., 2014; Lu et al., 2016).

En diferentes estudios se ha evaluado el efecto que presenta la BEA en diferentes
proteinas kinasas relacionadas con la proliferacion celular, angiogénesis,
supervivencia celular y metastasis, encontrandose que inhibe de forma selectiva la

fosforilacién de algunas de ellas (Watjen et al., 2014).
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Figura 4. Interaccion especifica y secuencial entre los miembros de una cascada de MAPK para
generar una respuesta. Donde MEKK1 interactia con MKK4 inactiva para formar un complejo MEKK1-
MKK4. MEKK1 fosforila y activa a MKK4 lo que origina una disociacion del complejo. MKK4 libre y
activa lleva a cabo interacciones especificas con JNK. Una vez que JKN es activada, el complejo
MKK4-JNK se disocia y JNK activada va cuesta abajo dentro del nucleo para llevar a cabo el efecto.
Modificada de Chang & Karin, 2001.

2.4.7.2 Capacidad ionéfora de la beauvericina
La beauvericina presenta propiedades ionéforas como muchos de los antibiéticos que

también poseen la estructura de un hexadepsipéptido ciclico. Los ioné6foros
transfieren iones especificos a través de la membrana celular, utilizando
transportadores o canales, dependiendo de su selectividad. Esto conduce a una
alteracién del contenido idnico y por ende de las funciones celulares produciéndose
un efecto citotéxico que induce a la apoptosis (Benz, 1978; Kouri et al., 2005).

Se ha demostrado que las propiedades ionéforas de la beauvericina afectan el
balance iénico y el pH fisiolégico en una gran variedad de células, inhibiendo el
metabolismo celular mediante la despolarizacién de la membrana mitocondrial y la
citélisis (Kouri et al., 2005). Este tipo de mecanismo que utiliza la beauvericina es
semejante al utilizado por muchos agentes desacoplantes mitocondriales como
valinomicina y carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, por sus siglas
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en inglés) los cuales interrumpen la cadena transportadora de electrones
incrementando el consumo de oxigeno y produciendo isquemia celular e hipoxia
(Prince et al., 1974).

2.4.7.3 Proteinas antiapoptoéticas y proapoptéticas: Familia Bcl-2
Las proteinas de la familia Bcl-2 son aquellas que regulan procesos de

permeabilizacion mitocondrial y constituyen una clave en la via intrinseca de la
apoptosis celular mediante su interaccién con receptores de muerte celular en la
mitocondria liberando el citocromo C (Adams & Cory, 1998). Las proteinas Bcl-2
comprende familias homoélogas, la familia proapoptética conformada por Bad, Bak y
Bax las cuales inducen la apoptosis y la familia antiapoptética conformada por Bcl-2 Y
Bcl-XL las cuales inhiben la apoptosis (McDonnell et al., 1996; Lin et al., 2005).

La actividad citotoxica que presenta la beauvericina se relaciona con estas dianas
bioldgicas. Se ha reportado la regulacion de la familia Bcl-2 en células de cancer
pulmonar de células no pequenas tratadas con beauvericina, resultando en una
disminucién de la expresidén de Bcl-2 y no afectando la expresién de Bad y Bak (Lin et
al., 2005).

2.4.7.4 Cambios en el potencial de membrana mitocondrial
La BEA permite la formacion de canales selectivos de cationes (Kouri et al., 2003;

Kouri et al., 2005). La beauvericina, al ser una molécula ionéfora también tiene la
capacidad de formar poros en la membrana celular los cuales se han observado son
selectivos, y se ha propuesto un modelo que explica la formacién de estos poros por
parte de la beauvericina, este modelo sugiere la formacién de complejos de
beauvericina tipo “Sandwich’, es decir, moléculas de beauvericina apiladas de forma
vertical, las cuales facilitan asi su entrada a la bicapa lipidica de la membrana celular
y el acceso de iones desde cualquier extremo del poro que se va formando por dichos
complejos, permitiendo asi la difusién de un gradiente electroquimico (lvanov et al.,
1973; Kouri et al., 2003; Kouri et al., 2005;). La formacion de los poros en la bicapa
lipidica afecta el potencial de membrana mitocondrial especificamente por el
incremento de Ca?* lo que desencadena la, liberacién de citocromo C y la activacion
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de caspasas, que culminan finalmente en la apoptosis celular (Lin et al., 2005; Kouri
et al., 2005; Wang & Xu, 2012).

2.5 Fermentacion en estado soélido
La fermentacién en estado sélido es un medio de cultivo caracterizado por su bajo

costo energético asociado a una alta productividad de compuestos bioactivos donde
los microorganismos como hongos y bacterias invaden materiales sélidos insoluble
en agua los cuales varian su nivel de humedad desde un 30 a un 80% (Ruiz-Leza et
al., 2007; Thomas et al., 2013), utilizado recientemente para la produccion de
compuestos bioactivos utilizando como sustratos gran variedad de desechos
agroindustriales, especialmente de metabolitos secundarios ya que su produccion en

un ambiente natural es muy bajo.

En los ultimos afos ha sido una atractiva alternativa frente a la fermentacion liquida o
sumergida ya que la fermentacion en estado sélido provee al microorganismo de tres
fases para su desarrollo; una fase liquida, una sélida y una gaseosa que se asemejan
al ambiente natural del microorganismo y contribuye a la produccion de componentes
activos como metabolitos secundarios (Hélker et al., 2003; Singhania et al., 2008).

2.5.1 Produccion de compuestos bioactivos por fermentacion en estado sélido

La fermentacion en estado sélido (FES) ha demostrado ser un exitoso proceso de
produccién de compuestos bioactivos por ejemplo Robinson & Nigam, (2001) y
Singhania et al., (2009) muestran gran cantidad de metabolitos secundarios vy
enzimas que han sido producidos por diferentes microorganismos en diferentes
estudios utilizando FES como es el caso de Farinas (2015), Gongalves et al., (2016),
Oliveira et al., (2016) y Pérez-Sanchez et al., (2017), que producen metabolitos y
enzimas de interés industrial, de igual manera Longo & Sanroman, (2006) muestra la
gran variedad de sabores y compuestos aromaticos obtenidos de diferentes
microorganismos, también se han producido antibiéticos (Tabaraie et al, 2012;
Nagavalli et al, 2015), etanol (Yu et al, 2008), entre otros como: pigmentos,

aminoacidos, &cidos organicos, surfactantes, alcaloides, factores de crecimiento,
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biopesticidas, antimicoticos, compuestos fendlicos (Yazid et al., 2017; Sadh et al,,
2018).

Los compuesto producidos muchas veces estan asociados a la fase estacionaria del
crecimiento del microorganismo por lo que en varios casos solamente se producen
cuando este se encuentra desarrollandose en su hospedero o habitat natural por lo
que la FES representa un area de oportunidades para la produccién biotecnolégica
industrial de compuestos bioactivos los cuales son dificilmente producibles en medios
de cultivo habituales, ademas cuando los microorganismos crecen en una FES son
capaces de expresar genes que solo se expresan infectando a su hospedero natural
o en un modelo de infeccion in vivo (Mayorga-Reyes et al., 2012; Yang et al., 2015).

2.5.2 Ventajas de la fermentacion en estado sélido

La fermentacién en estado sélido ofrece una serie de ventajas frente a los procesos
convencionales de fermentacion sumergida o liquida los cuales son comunmente
utilizados para la produccion de compuestos ademas de que ha demostrado ser un
exitoso proceso para la alta productividad de compuestos bioactivos y presenta una
serie de ventajas frente a la fermentacion sumergida o liquida ya que esta ultima
requiere un enorme gasto energético y de agua, extraer los productos de la
fermentacion y mantener en funcionamiento los biorreactores donde se llevan a cabo
(Singhania et al., 2009; Tabaraie et al., 2012; Farinas, 2015).

La FES a diferencia de la fermentacion sumergida o liquida que utiliza sustratos
comerciales de valor agregado la FES utiliza residuos agroindustriales que se pueden
adquirir facilmente ademas se ha encontrado que la fermentacién en estado sélido
supera considerablemente a la fermentacion sumergida o liquida en cuanto a la
cantidad de biocompuestos producidos (Abdeljalil et al., 2014; Gongalves et al., 2016;
Oliveira et al., 2016; Pérez-Sanchez et al., 2017).

Por otra parte la FES al llevarse a cabo en un compartimento cerrado y no necesitar
de un afluente de agua ademas que la baja cantidad de agua libre en el medio brinda
al hongo un habitat similar al natural lo que promueve la produccién de metabolitos

que el cultivo liquido no se producen o se producen con un bajo rendimiento esta
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marcada diferencia en la produccion de compuestos bioactivos se le ha atribuido a
que el contacto del microorganismo con las fase gaseosa, liquida y sdlida y con los
nutrientes disponibles es diferente entre la fermentacion en estado soélido y la
fermentacion sumergida o liquida. La FES al llevarse a cabo en biorreactores
pequenos y cerrados facilita el escalamiento a nivel industrial, aunque se ha
observado una buena produccién de algunos metabolitos en fermentacién liquida o
sumergida la FES la supera en costo y beneficio (Robinson & Nigam, 2001; Graminha
et al., 2008; Martins et al., 2011; Jain et al., 2013; Behera & Ray, 2016).

2.5.3 Caparazén de camaréon

Se trata del exoesqueleto del camardon y al igual que el exoesqueleto de los
artropodos estd compuesto principalmente de cadenas de quitina y otros
sustituyentes como carbonato calcico y proteinas tales como: esclerotina, artropodina
y resilina las cuales en conjunto son denominadas escleroproteinas y otorgan rigidez
al exoesqueleto, las principales diferencias en los exoesqueletos de los artrépodos
son las variaciones en estructura y cantidad de resilina, presencia de pigmentos y
cantidad de carbonato calcico, este ultimo se encuentra en mas cantidad en los
crustaceos que en los insectos (Vincent & Wegst, 2004; Heredia et al., 2007; Michels
et al., 2016).
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3. HIPOTESIS
Los niveles de expresion del gen de la beauvericina sintetasa de Beauveria bassiana

son inducidos por el caparazén de camardn en un cultivo sélido y esta relacionado

con el tiempo de fermentacion.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
|dentificar el gen perteneciente a la beauvericina sintetasa en Beauveria bassiana

(bbBeas) y evaluar sus niveles de expresion inducidos por el caparazén de camaron

a diferentes tiempos de cultivo sélido.

4.2 Objetivos particulares
1. Identificar molecularmente a los HE mediante la amplificaciéon y secuenciacion

de los genes ribosomales y de las secuencias ITS.

2. ldentificar y amplificar el gen de la beauvericina sintetasa en Beauveria

bassiana.
3. Evaluar los niveles de expresion del gen de la beauvericina sintetasa en
Beauveria bassiana (bbBeas) en diferentes condiciones de cultivo mediante la

medicion de la densitometria de banda.

4. Purificar la beauvericina a partir de los extractos de fermentacion sélida.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismo
Los cultivos monoesporicos de 4 cepas de B. bassiana (11 y 12 originarias del

cepario de biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana unidad
Xochimilco y UAMI y UAMII del cepario de la Universidad Autonoma Metropolitana
unidad Iztapalapa), una cepa de /. javanica, una cepa de I. Fumosorosea (lja e Ifu
respectivamente ambas originarias del cepario de la Universidad Auténoma
Metropolitana unidad Iztapalapa), una de M. anisopliae y otra de M. robertsii (MCua y
MXoc respectivamente ambas originarias del cepario de la Universidad Auténoma
Metropolitana unidad lztapalapa), fueron activadas en agar dextrosa-papa (Difco ®),
recolectadas en una solucién al 30% de glicerol y conservadas a -70°C con el fin de
garantizar su viabilidad.

5.1.1 Obtencion de cultivos monoesporicos

Para la obtencion de cultivos monoespéricos de las cepas utilizadas se realizaron
diluciones de los conidios de cada una de ellas y se hicieron crecer en un medio
dextrosa-papa a 25 ° C durante 15 dias, en cajas Petri. Transcurridos los 15 dias de
crecimiento se tomé con ayuda de una pipeta Pasteur previamente esterilizada una
colonia aislada de una de las cajas Petri la cual fue resembrada en un matraz
erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de agar dextrosa papa a 25°C durante 15 dias,
pasados esos 15 dias las esporas fueron recolectadas con 50 mL de una solucién de
Tween 80 al 0.05% (v/v) en un frasco estéril y resembradas cada 3 meses usando

como medio de mantenimiento agar dextrosa-papa.

5.1.2 Viabilidad

Para el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) de las cepas de HE se
sembraron 300 conidios de cada una de ellas en agar dextrosa-papa (Difco ©) y
dejandolas crecer durante 10 dias a 25°C, la viabilidad fue expresada como
porcentaje de sobrevivencia relacionando las UFC contadas en la caja después del
tiempo de cultivo y el numero de conidios sembrados los cuales fueron contados
utilizando una camara de Neubauer.
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5.2 Condiciones del cultivo sélido
Los cultivos en estado sélido contenian 500 g de materia hiimeda ,1. g-L ™' de MgSO4

- 7H20, 1 g-L'de NaCl, 15 g-L" de KH2PO4 - 7H20, 0.1 g-L"' de FeSO4 - 7H20,
0.028 g-L" de ZnSO4 — 7H20, 0.032 g-L™' de MnSO4 — H20, 6 g-L " de (NH4)?S04, 10
g-L" de sacarosa, 165.44 g-L"' de bagazo de cafia (soporte sélido) y para la
induccidn de la produccion de metabolitos y enzimas se utilizé caparazén de camardn
(60 g-L™"). El cultivo en estado sélido contenia una humedad del 75% P/V, un pH de
5.0 y 2x10° conidios monoespéricos por gramo de materia himeda, el cultivo se dej6
crecer durante 12 dias a 25°C. Las sales fueron afadidas y disueltas en el agua junto
con el caparazén de camardn a esta solucion se le ajustd el pH y fue esterilizada al
igual que el bagazo de cafna, la solucidn se dejoé enfriar posteriormente se le
inocularon los conidios monoespéricos y se mezcld perfectamente en un matraz
erlenmeyer con el bagazo de cafa en condiciones estériles (Barranco-Florido et al.,
2002).

5.2.1 Tratamiento del caparazén

Se utilizd caparazon de Litopenaeus vannamei obtenido de diferentes basureros de
marisquerias. La preparacion del caparazon consistidé primero en retirar antenas,
extremidades y cabeza del crustdceo asi como restos de tejido del cuerpo. Fue
tratado con una solucion de 0.1M de NaOH durante 30 minutos con agitacion,
después se lavé dos veces con agua destilada y enseguida fue tratado con una
solucién 0.2M de HCI durante otros 30 minutos y nuevamente se lavd con agua

destilada. El caparazén se dej6 secar a temperatura ambiente y finalmente se molié.

5.3 Identificacion molecular.

5.3.1 Extraccion de ADN

Se hizo crecer cada uno de los cultivos monoespéricos de HE (lja, Ifu, MXoc, Mcua,
11, 12, UAMI y UAMII) en seis cajas Petri para cada cepa en agar dextrosa papa a
25°C durante 15 dias de cada uno de los cultivos monoesporicos, al terminar el
tiempo de crecimiento el micelio de las cajas fue tomado para la extraccion de ADN la

cual se llevo a cabo en un area aséptica previamente desinfectada con una solucién
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de etanol al 70% y todo el material utilizado fue previamente esterilizado con el fin de
eliminar DNAsas. El micelio fue colocado en un mortero de porcelana con ayuda de
una espatula de metal y a éste fue agregado nitrégeno liquido para congelar el
micelio y poder lisar las células con ayuda de un pistilo, inmediatamente después de
consumirse el nitrégeno fueron transferidos rapidamente aproximadamente 100 mg
del pulverizado a un microtubo de 1.5 mL, este fue cerrado después de que todas las
trazas de nitrbgeno se consumieran y puesto en un recipiente con nitrégeno
manteniéndolo éste ultimo tapado ya que se puede generar mucha presion dentro de
los microtubos y pueden abrirse.

Posteriormente, se utilizo el kit comercial DNeasy Plant mini Kit (QIAGEN®) primero
se agregaron rapidamente 400 uL del buffer de lisis (AP1) procurando que este toque
rapidamente todo el pulverizado de cada microtubo posteriormente los microtubos
fueron puestos en un bafio Maria a 65°C durante 10 min moviéndolos suavemente
cada 3 minutos. El contenido del tubo se pasé cuidadosamente dentro de la columna
morada (DNeasy Mini spin) y ésta se centrifugd por 2 min a 14000 rpm en una
microcentrifuga (eppendorf®), posteriormente la membrana de la columna fue
desechada y se tomo el filtrado procurando no tomar el pellet formado al fondo del
tubo y fue transferido a un nuevo microtubo al cual se le agregaron 1.5 volumenes del
buffer AW1, fue homogeneizado por pipeteo suave y transferido a la columna blanca
(DNeasy Mini spin) y la cual se centrifugd 1 min a 8000 rpm en una microcentrifuga
(Eppendorf®). Finalmente la membrana de la columna fue transferida a un nuevo
microtubo al cual se le agregaron 40 pyL de agua libre de nucleasas luego se dejé
reposar a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugé 1 min a 8000 rpm en
una microcentrifuga (Eppendorf®) este Gltimo paso se repitié una vez mas, el ADN fue

conservado en refrigeracion entre 4 y 8°C.

El analisis de la calidad y la cuantificacion del ADN fueron llevados a cabo en un
Nanodrop (Thermo scientific®), mientras que la integridad del ADN fue analizada
observando la presencia de barrido en la banda de ADN con una electroforesis de gel
de agarosa al 1% corrida a 80 volts durante 30 minutos en una camara de
electroforesis (BIO-RAD®).
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5.3.2 Amplificacion de las regiones ribosomales e ITS

Para amplificar las regiones ITS1 y ITS2 asi como el gen ribosomal 5.8 se utilizaron
los oligonucleétidos universales (IDT®) TS4 (5° - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -
3) y ITS5 (5 -GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G- 3) (White et al, 1990)
adquiridos de Fermelo Biotec (IDT®) mediante la técnica de PCR realizando 6
reacciones con un volumen de reaccion de 50 pL cada una contenia 20 ng del ADN
molde, 20 umol de cada oligonucle6tido, 2 mM de una mezcla de dNTP’s, 5 uL de
buffer de Taqg a una concentraciéon de 10X con 20 mM de MgCl2 incluido (Thermo
scientific®), una unidad de Taq polimerasa (Thermo scientific®) y con lo que basta

para 50 pL de agua libre de nucleasas.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MAXIGENE I
(AXIGEN®) con las siguientes condiciones: una desnaturalizacién inicial de 10
minutos a 94°C seguida de 31 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 30
segundos de alineamiento a 57°C y 45 segundos de elongacién a 72°C finalmente un
ciclo de elongacién final de 7 minutos a 72°C. Los productos de amplificacién fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1% tenido con RedGel® y corrido a 100 volts
durante 20 min en una camara de electroforesis (BIO—RAD®), fueron visualizados
utilizando un transiluminador de luz UV (ULTRA VIOLET PRODUCTYS).

5.3.2.1 Purificacion de los productos de PCR
Para la purificacion del producto de PCR, seis reacciones de PCR de 50 uL cada una

fueron homogeneizadas y corridas en un gel de agarosa al 1.5% en un pozo de 3 cm
de largo por 0.4 cm de ancho resultado de unir 8 pozos del peine de la camara de
electroforesis con cinta adhesiva, se corri6 a 80 volts durante 45 minutos. La banda
del gel de agarosa fue recortada con una navaja teniendo cuidado de recuperar la
minima cantidad de agarosa, la banda recortada fue purificada con el kit comercial kit
QIlAquick PCR Purification gel Kit®, agregando tres volimenes de buffer QG respecto
al peso de la banda recortada y fue puesto a 50°C en un bano maria durante 10 min
con la finalidad de disolver la banda posteriormente el contenido fue transferido la
columna QIAquick la cual se centrifugdb a 8000 rpm en una microcentrifuga
(eppendorf®) y el sobrenadante fue desechado a después se lavo la columna
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agregando 750 uL de buffer PE y centrifugandola a 8000rpm en una microcentrifuga
finalmente el ADN se recolecté dejando reposar la columna con 60 uL de agua libre
de nucleasas y centrifugando la columna una vez mas a 8000rpm en una

microcentrifuga en un nuevo microtubo de 1.5 mL.

5.3.2.2 Secuenciacion
Los fragmentos amplificados y purificados fueron enviados a secuenciar en la Unidad

de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM por el método de
dideoxiterminacién y cada secuencia fue comparada con la base de datos GenBank,
para ello los archivos .ab1 fueron abiertos con el programa Chromas y seleccionando
en este la opcion BLAST. Las secuencias fueron analizadas tomando en
consideracion los valores la descripcion, cobertura e identidad de las secuencias del
GenBank mas homologas a las obtenidas.

5.4 Analisis bioinformatico

5.4.1 Amplificacion parcial del gen bbBeas

Los oligonucleétidos para la amplificacion del gen bbBeas fueron disefados a partir
de alineamientos de secuencias de ADN y ARNm del gen de la beauvericina
sintetasa en diferentes especies de hongos productores de beauvericina para
encontrar las secuencias conservadas en todas las secuencias. Las secuencias
utilizadas fueron: ARNm del gen beauvericina sintetasa de la especie Fusarium
venenatum (codigo de acceso GenBank: JX975482.1), ADN del gen de la
beauvericina sintetasa de la especie Beauveria bassiana clon BbBVRC (cddigo de
acceso GenBank: HQ141932.1), ADN del gen de la beauvericina sintetasa de la
especie Beauveria bassiana aislado Bb0062 (cédigo de acceso GenBank:
JQ617289.1) y con ARNm del gen de la beauvericina sintetasa de la especie
Beauveria bassiana aislado ARSEF 2860 (cédigo de acceso del GenBank:
XM_008604824.1).

Las secuencias fueron descargadas desde el portal del GenBank en formato FASTA
y cargadas a la plataforma en linea Biology Workbench creando una cuenta vy

seleccionando la opcion Nucleic Tools y Add new nucleic, posteriormente se
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seleccionaron todas las secuencias cargadas y se realizdé un alineamiento multiple
seleccionando la opcion CLUSTALW Multiple sequence Aligmment, finalmente se
localizaron las regiones conservadas en todas las secuencias cargadas y se
disenaron los oligonucleétidos teniendo en consideracidon el tamafno y temperatura de

alineamiento de los oligonucleétidos asi como el tamafo del fragmento a amplificar.

5.4.2 Construccion del arbol filogenético y alineamiento de aminoacidos

Fueron descargadas secuencias en formato fasta de la base de datos del GenBank
pertenecientes a diferentes secuencias de péptido sintetasa de diversas especies de
hongos éstas fueron agrupadas en un solo archivo fasta junto con las secuencias
previamente obtenidas del gen bbBeas de las cepas UAMI y UAMII, posteriormente
todas las secuencias fueron recortadas eliminando los extremos no alineados de
todas las secuencias utilizando el programa MEGA 6, una vez recortadas fueron
sometidas a un analisis en la plataforma en linea Bellerophon (http:/comp-
bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl) con el fin de descartar la probabilidad de
haber creado quimeras en las secuencias al momento de la edicion de éstas.
Finalmente para generar el arbol filogenético fue utilizando el programa MEGA 6 y el
método estadistico de reconstruccidn filogenética de maxima verosimilitud; evaluando
la robustez de los nodos con 1000 repeticiones de bootstrap; y con un modelo de
sustitucion de nucleétidos de Jukes-Cantor.

La traduccibn a aminoacidos de las secuencias con mayor homologia a las
secuencias de las cepas UAMI y UAMII fueron descargadas en formato fasta de la
base de datos del GenBank, recortadas y alineadas utilizando el programa MEGA 6

con el fin de buscar secuencias conservadas en la beauvericina sintetasa.

5.5 Amplificacion y secuenciaciéon del gen bbBeas

La amplificacién del gen bbBeas se utilizaron los oligonucleétidos disenados a partir
de las secuencias conservadas Beau_synFW (Foward) 5-ATT-GGA-TGA-TGG-CTA-
CAC-CG-3' y Beau_syn2 (Reverse) 5- CTT-TCC-GGT-GGC-AGT-GCG-3’ (IDT®)
mediante la técnica de PCR realizando 6 reacciones con un volumen de reaccidén de

50 pL cada una que contenian 20ng del ADN molde, 20 umol de cada oligonucleétido,
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2mM de una mezcla de dNTP’s, 5 uL de buffer de Tag a una concentracion de 10X
con 20 mM de MgCI2 incluido (Thermo scientific®), una unidad de Taq polimerasa
(Thermo scientific®) y cbp 50 uL de agua libre de nucleasas. Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en un termociclador MAXIGENE Il (AXIGEN®) con las siguientes
condiciones termales: una desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 94°C seguida de
31 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94°C, 30 segundos de alineamientos
a 60°C y 45 segundos de elongacion a 72°C finalmente, un ciclo de elongacion final
de 7 minutos a 72°C. Los productos de amplificacién fueron visualizados como se

describe previamente.

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados como se describe
anteriormente, finalmente cada secuencia fue comparada con la base de datos

GenBank utilizando la herramienta BLAST.

5.6 Extraccion y purificacion del RNA total
La extraccion de ARN total se realizé por triplicado para cada uno de los 3 diferentes

tiempos de cultivo (6, 9 y 12 dias), todo el material utilizado fue nuevo y libre de
nucleasas mientras que los solventes utilizados fueron grado biologia molecular, se
tomo6 una muestra de aproximadamente un gramo de fermentacion y fue puesto en un
mortero con nitrégeno liquido y pulverizado con ayuda de un pistilo y parte de este
pulverizado (aproximadamente 150 mg) fue transferido a un microtubo de 1.5 mL y

este fue puesto rapidamente en un recipiente con nitrégeno liquido.

El RNA se extrajé utilizando TRIzol® primero se afiadi6 a la muestra un mL de TRIzol®
se homogenizé y centrifugdé en una centrifuga GS-15R® (BECKMAN) refrigerada a
4°C a 12000 rpm durante 10 min, posteriormente se dejaron reposar a temperatura
ambiente 5 min, pasados los 5 min la fase del sobrenadante fue tomada
cuidadosamente y transferida a un nuevo microtubo de 1.5 mL el cual contenia 200
UL de cloroformo y se agitdé vigorosamente durante 15 segundos después se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 10 min, al termino de los 10 minutos se
centrifugé nuevamente a 12000 rpm durante 15 min a 4°C, enseguida fueron tomados
cuidadosamente y la fase superior fue transferida a un nuevo microtubo de 1.5 mL

que contenia 500 pL de isopropanol y se dejo reposar durante 10 min a temperatura
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ambiente, pasados los 10 min se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a 4°C
posteriormente se tiro el sobrenadante.

El botén de ARN formado fue lavado con etanol al 75% agregando 1 mL de éste, se
homogeniz6 suavemente con pipeteo y se centrifugd 10 min a 7500 rpm durante 5
min a 4°C, finalmente el ARN se dejé secar durante 10 min a temperatura ambiente y
éste fue suspendido en 50 pL de agua tratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC).

La concentracion de RNA total de todas las muestras fue determinada en un
Nanodrop® (Thermo scientific) y su integridad fue analizada mediante electroforesis
de gel de agarosa al 1% utilizando buffer TAE 1X preparado con agua DEPC
posteriormente el gel fue tefiido con RedGel® y visualizados en un transiluminador de
luz UV (ULTRA VIOLET PRODUCTS).

5.7 RT-PCR
Los niveles de expresion del gen bbBeas fueron evaluados mediante RT-PCR,

tomando como control el RNA ribosomal 18S; se utilizé el kit comercial Qiagen One
Step RT-PCR kit®. El volumen de reaccion fue de 50 pL y cada reaccién contenia 0.5
Hug de RNA total, 20 pmol del oligonucledtido Beau_synFW, 20 pumol del
oligonucleétido Beau_syn2, 2mM de una mezcla de dNTP’s, 10 yL de RT-PCR 5X
buffer, 10 yL de solucién Q 5X y 2 yL de enzima para el gen bbBeas, mientras que
para el control ribosomal 18S fueron utilizados los oligonucleétidos 18S RNAr L 5'-
CCA-TCC-AAT-CGG-TAG-TAG-CG-3’ Y 18S RNAr R 5-GTA-ACC-CGT-TGA-ACC-
CAT-T-3.

Tanto para el control positivo como para el gen bbBeas se utilizaron las siguientes
condiciones: 30 min a 50°C para la transcripcién reversa, 15 min a 95°C para la
activacion inicial, seguida de 40 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a 94°C, 30 s de
alineamiento a 55°C , 1 min de extension a 72°C. Después de la amplificacion los
productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1.5% tefiidos con RedGel® y
visualizados en un transiluminador de luz UV. Las reacciones de RT-PCR para el gen
bbBeas y los controles ribosomales se realizaron por triplicado.
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5.8 Cuantificacion por densitometria
Para cuantificar la expresion del gen bbBeas fue necesario separar por electroforesis

—en geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro de etidio durante 20 minutos- los
productos obtenidos por RT-PCR (inyectando 3uL de cada uno), para después ser
visualizados con luz UV en un transiluminador; se utilizo el fotodocumentador Kodak
Digital Science 1D 3.6 para obtener las imagenes correspondientes y analizarlas por
densitometria, utilizando como parametros el area de cada banda (pixeles) y la
intensidad asignada por el software (unidades arbitrarias); los valores obtenidos de
intensidad y area fueron multiplicados entre si para cada una de las bandas, tomando
como referente de concentracidn el valor obtenido a partir de la banda de 800 pb del
marcador de tamafio molecular de Axygen® (M-ADN-100BP, Cat. PID0173430)
(Mayorga-Reyes et al., 2012). Se realiz6 un ANOVA de los valores de concentracion
obtenidos, por triplicado, para cada ADNCc.

5.9 Purificacion de la beauvericina

5.9.1 Obtencion del extracto de fermentacion

Para la obtencidn del extracto total de la fermentacion se peso la materia humeda del
matraz y se transfirié a un vaso de precipitado de 1 L al cual posteriormente se le
agregd 1:1 de agua destilada y fue homogenizado durante 5 min con agitacién
utilizando un vara de vidrio. Finalmente se obtuvo el extracto total liquido de la

fermentacién por filtracidn y compresion directa de la materia de la fermentacion.

5.9.2 Semipurificacion de los metabolitos secundarios de B. bassiana

Los productos de la fermentacion sélida fueron centrifugados en una centrifuga
refrigerada (Sorvall® RC-5B) durante 10 minutos a 10000 rpm a 4°C, posteriormente
se elimind el precipitado. El sobrenadante se filtr6 a travées de membranas
(Whatman®) primero con un diametro de membrana de 0.7 pm y posteriormente con
un diametro de membrana de 0.45 pum utilizando un equipo de filtrado de vacié
(Millipore®), para eliminar las proteinas mayores a 10,000 kDa del sobrenadante
filtrado éste se centrifugd nuevamente en tubos Centricon (BioRad®, Irlanda) en una
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centrifuga (BECKAMN® GPR Centrifuge) durante 20 minutos a 3000 rpm, la fase
inferior perteneciente a los metabolitos fue tomada vy liofilizada.

Se tomaron 390 mg del liofilizado -correspondientes a un cultivo en estado sélido de
500 gramos- y se suspendieron en 5 mL de buffer de fosfatos 50mM pH=8.0 y se
hicieron pasar por una columna de tamiz molecular (Bio-Gel® P-6) de 50 c¢m la cual
fue preparada agregando 16 gramos de Bio-Gel® P-6 suspendidos en 350 mL de
etanol al 30% a una columna de vidrio de 50 cm de largo por 1 cm de ancho
utilizando una bomba peristaltica con un flujo continuo de 3.25 min por mL. Los
metabolitos se eluyeron utilizando el mismo buffer de fosfatos donde fueron
resuspendidos y se obtuvieron 18 fracciones de 6 mL cada una con un flujo constante
19.5 min por fraccion. Las fracciones obtenidas fueron analizadas con un barrido UV
en un rango de 190 a 400 nm en un espectrofotometro UV-VIS. Lambda 35
(PerkinElmer®).

Las fracciones 4,5, 6, 14 y 15 presentaron una absorbancia alrededor de los 205nm
(longitud de onda donde absorbe la BEA) por lo que cada una de ellas fue sometida a
una extraccion liquido-liquido con 10 mL de hexano el cual fue colocado en otro tubo
de ensayo y evaporado utilizando corriente de nitrégeno finalmente fueron
reconstituidas con 200 pL de fase movil y 10 uL de cada una de estas fue inyectado
en el cromatégrafo 1260 infinity (Agilent Technologies®) con la finalidad de observar la
presencia de BEA comparando su espectro y tiempo de retencién con los del
estandar de BEA. Sin embargo, solamente las fracciones 4, 5 y 6 tuvieron picos con
un tiempo de retencién y espectro similar al del estdndar de BEA por lo que las
fracciones 14 y 15 fueron descartadas.

Se obtuvieron nuevamente las fracciones 4, 5 y 6 de la columna de tamiz molecular y
fueron homogenizadas entre si, esta vez se les realiz6 una extraccion en fase sélida
primero haciéndolas pasar por un cartucho C18 al cual después se le realizdé un
lavado de éste con 10 mL de buffer de fosfatos 50 mM pH=7 posteriormente se
eluyeron de éste 5 fracciones de 4 mL cada una con acetonitrilo al 100% las cuales
fueron transferidas a tubos de ensayo y llevadas a bafo maria para eliminar el
acetonitrilo finalmente fueron reconstituidas con 200 uL de fase mévil e inyectadas en
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el cromatografo 1260 infinity (Agilent Technologies®) con detector de arreglo de
diodos.

5.9.4 Analisis cromatografico

Las 5 fracciones fueron analizadas por HPLC en un cromatdgrafo 1260 infinity
(Agilent Technologies®) con detector de arreglo de diodos, utilizando una columna
C18 de alta eficiencia (Macherey-Nagel® Alemania Ref: 760079.46) con una fase
movil isocratica de metanol 45%, acetonitrilo 45% y acetato de amonio 10mM 10%,
antes de realizar la corrida cromatografica se purgaron las mangueras de los
contenedores de los constituyentes de la fase mévil. EIl método cromatografico
consistioé en un flujo de 1mL/min de fase mdévil, una temperatura de columna de 40°C

y se inyectaron 10pL tanto del estandar de BEA (Sigma®) como de las muestras.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccion de ADN
El ADN extraido de las diferentes cepas de HE present6 concentraciones de entre los

10 hasta los 43.4 ng-uL™ lo que indica que se obtuvieron concentraciones adecuadas
de ADN para llevar a cabo la técnica de PCR, en todas las extracciones realizadas se
obtuvieron valores entre 1.79 y 2 para la relaciéon 260/280 nm (tabla 1), mientras que
para la relacion 260/230 nm se obtuvieron valores entre 1.8 y 2.2 (tabla 1) lo que
indica que el ADN posee una buena pureza ya que estos valores son indicativos de
bajas concentraciones de proteinas y carbohidratos respectivamente, los cuales son
contaminantes comunes del ADN provenientes de restos celulares (Tapia-Tussell et
al., 2006; Solomon et al., 2016;). Por otro lado la extraccion de ADN con el kit de
extraccion DNeasy Plant mini Kit (QIAGEN®) fue apropiada ya que el ADN de todas
las cepas presenta integridad (figura 5) lo que indica también que el método de lisis
celular fisico de congelacién con nitrégeno liquido fue el adecuado tal como lo indica
Van et al., (1998) donde se concluye que la pulverizacion de la muestra utilizando
nitrégeno liquido, mortero y pistilo se encuentra entre las mejores tres maneras de

romper las células obteniendo un ADN integro.
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Tabla1. Pureza y concentracién del ADN obtenido de las cepas de HE.

Cepa Relacion Relacién Concentracién de
260/280 260/230 ADN (ng/uL)
B. bassiana cepali 1.86 2.1 22
B. bassiana cepa 12 1.88 2.22 60
B. bassiana cepa UAMI 2 2 23
B. bassiana cepa UAMII 1.95 2.2 10
M. robertsii cepa MXoc 1.9 219 15.5
M. anisopliae cepa MCua 2 2 12.4
I. javanica cepa lja 1.85 2.11 20.1
I. javanica cepa Ifu 1.79 2.07 43.4
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Figura 5. Gel de agarosa al 1% mostrando la integridad del ADN de las cepas de HE. M. Marcador de
PM 1: Cepa 11 2: Cepa 12. 3: Cepa UAMI. 4: Cepa UAMII. 5: Cepa MXoc. 6: Cepa MCua. 7: Cepa lja.
8: Cepa Ifu.
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6.2 Viabilidad
La viabilidad de las diferentes cepas de HE utilizados se encuentra entre los 86.2 y

96%, siendo la mas alta con 96% de la cepa UAMII de B. bassiana y la mas baja con

86.2% de la cepa 12 de B. bassiana.

Tabla 2. Viabilidad de las cepas de HE

Microorganismo Cepa Viabilidad%

11 94.4
12 86.2

B. bassiana
UAMI 90.8

UAMII 96

M. robertsii MXoc 91.6
M. anisopliae MCua 91.1
lja 89.5

I. Javanica
Ifu 86.5

En la tabla 2 se observa que en todos los casos se obtuvieron rendimientos
superiores al 85% lo que indica que se obtuvo una buena viabilidad en todas las
cepas e HE utilizadas y los valores se relacionan con Oliveira et al., (2015) quien
determina la viabilidad de varias cepas de B. bassiana y Metarhizium anisopliae en
diferentes medios de cultivo y encuentra que la mayor viabilidad obtenida (entre 54.4
y 93.4%) fue utilizando el medio de cultivo PDA el cual también fue utilizado en este
estudio. La variabilidad de viabilidad entre cepas de B. bassiana puede deberse a la
tolerancia entre un aislado y otro en cuanto a diferentes factores externos como:
temperatura, disponibilidad de nutrientes, humedad, pH etc. esto es atribuido a su

variabilidad genética (Huang & Feng, 2009).
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6.3 Identificacion molecular

Todos los amplificados tuvieron visiblemente el mismo tamarno en el gel de agarosa
(figura 6) ya que todas las cepas se encuentran entre 559 y 603 pb lo cual se
relaciona con Yang et al., (2007), que menciona que la longitud del amplificado en
todos los casos es cercano a 600 pb.

M123456738

Figura 6. Gel de agarosa al 1% con los productos de PCR de los genes ribosomales y secuencias ITS,
de las cepas de HE identificadas molecularmente. M: Marcador, 1: B. bassiana cepa UAMI 2: B.
bassiana cepa UAMII 3: B. bassiana cepa 11 4: B. bassiana cepa 12 5: M. cepa Xoc 6: M. cepa Cua 7:
I. cepaja 8: I. javanica cepa fu.

Para la identificacion molecular de las cepas 11, 12, UAMI y UAMII se obtuvieron
fragmentos de una longitud de 561, 559, 562 y 568 pb, respectivamente, segun la
base de datos de GenBank todas las cepas poseen una identidad del 100% a cuatro
aislados de B. bassiana; aislado NBAII-Bb69, aislado PB Percevejo Bronz SC, aislado
F. Carrap y aislado Perc. Bronz. SC (1), a partir de este punto las cepas 11, 12 y
UAMII poseen una identidad del 99% con los aislados VKBb03 y 5A mientras que la
cepa UAMI posee el mismo grado de homologia pero con los aislados voucher FJAT-
9719 y 88 (Tablas. 3-6), lo que indica que estas cepas pertenecen a la especie B.
bassiana y que comparten identidad con varias secuencias del GenBank.
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Tabla 3. Identidad de la cepa 11 con base al GenBank

Numero de acceso

Descripcion Cobertura% Identidad%
Beauveria bassiana aislado
NBAII-Bb69 97 100
Beauveria bassiana aislado 97 100
PB Percevejo Bronz SC
Beauveria bassiana aislado 97 100
F. Carrap.
Beauveria bassiana aislado
7 100
Perc. Bronz. SC (1) 9
Beauveria bassiana aislado
VKBb03 97 %
Beauveria bassiana aislado 97 99

5A

0i|380743568|JQ434752.1

0i|364524467|JN195743.1

0i|364524465|UN195741 .1

0i|364524464|JN195740.1

gi|1321388299|MG548313.1

gi|1063188731|KX255641.1

Tabla 4. Identidad de la cepa 12 con base al GenBank

NuUmero de acceso

Descripcion Cobertura% Identidad%
Beauvez’le:3 i?isBisgg aislado 97 100
kS
Beauveria bassiana aislado 97 100

F. Carrap.

e 100
BeauveriaVbKale;sézna aislado 97 99
Beauveria bassiana aislado 97 99

5A

9i[380743568|JQ434752.1

0i|364524467|JN195743.1

0i|364524465JN195741.1

0i[364524464|JN195740.1

gi|1321388299|MG548313.1

gi|1063188731|KX255641.1
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Tabla 5. Identidad de la cepa UAMI con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Beauveria bassiana aislado 96 100 i380743568|JQ434752.1
NBAII-Bb69 9 '
Beauveria bassiana aislado 96 100 i1364524467|JN195743.1
PB Percevejo Bronz SC g '
Beauveria bassiana aislado .
96 100 0i|364524465|JN195741 .1
F. Carrap.
Beauveria bassiana aislado 96 100 i1364524464|JN195740.1
Perc. Bronz. SC (1) g '
Beauveria bassiana aislado 9% 99 i1378556206|JQ320366.1
voucher FJAT-9719 9 :
Beauveria bassiana aislado 96 99 9i|298573194|HM189220.1

88

Tabla 6. Identidad de la cepa UAMII con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Beauveria bassiana aislado 96 100 i1380743568/JQ434752.1
NBAII-Bo69 9 '
Beauveria bassiana aislado 96 100 i1364524467|JN195743.1
PB Percevejo Bronz SC g '
Beauveria bassiana aislado .
96 100 0i[364524465|JN195741.1
F. Carrap.
Beauveria bassiana aislado 96 100 i1364524464|JN195740.1
Perc. Bronz. SC (1) 9 '
Beauveria bassiana aislado 96 99 i|1321388299|MG548313.1
VKBb03 g '
Beauveria bassiana aislado .
96 99 gi|1063188731|KX255641.1

5A

La longitud del amplificado de la cepa lja fue de 586 pb con una identidad del 99% a .
javanica cepa RCEF4687 (tabla 7), mientras que la cepa Ifu obtuvo un fragmento de
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una longitud de 586 pb con una identidad del 92% con [. javanica aislado ACP, sin
embargo, también posee una identidad del 92% con . fumosorosea aislado FAFU-2
(tabla 8) esto se le atribuye a que aislados pertenecientes a I javanica y a I
fumosorosea muestran una estrecha relacion tanto morfolégica como genética, ya
que Gallou et al., (2016), observé que tanto aislados de /. javanica e I. fumosorosea
pueden ubicarse dentro de un mismo clado evolutivo en varios arboles filogenéticos
basados en secuencias ITS, B-tubulina y factor de elongacion 1-a las cuales también
fueron utilizadas para la identificacion molecular, el posicionamiento de /. javanica e I.
fumosorosea en un mismo clado evolutivo utilizando las regiones ITS y el factor de
elongacion 1-a también algo similar fue observado por D’Alessandro et al., (2014)
donde no solo se observa relacion entre estas especies si no también con otras del

género Isaria.

Tabla 7. Identidad de la cepa lja con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
fsar i;fgizig;’;epa 96 99 gil357942720|JN204422.1
Isaria ja"anfcszge”es para 96 99 gi|116174501|AB277860.1
Paecilomyces javanicus genes 9 99 gi|109638190|AB263744.1
para 18S

Isaria éi"’;f’éc’jsgéagg;ﬁ“c“er 95 99 gi|806984386|KM234215.1
P aecggg;y ZeFfsﬂér: ZSS%r 1036”3 96 99 gil18448732|AF461747.1
Isaria javanica aislado voucher 94 99 0i[806984384|KM234213 1

CHE-CNRCB 305/2
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Tabla 8. Identidad de la cepa Ifu con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Isaria javanica aislado ACP 85 92 0i|1334718617|MG837718.1
Isaria fumosorosea aislado .
FAFU-2 85 92 0i|1334718616|MG837717.1
Isaria fi isl
saria fumosorosea aislado 85 92 gi|1334718615|MG837716.1
FAFU-1
Isaria javanica cepa BEO1 85 92 0i|1333448670|MG825098.1
Isaria /ava”’cfgcepa NB IFR- 85 92 gi|1127253875|KX898415.1
Isaria i . )
saria javanica cepa CHE 85 92 9i|998454857|KT225593.1

CNRCB 324

Por otro lado, la cepa MXoc y la cepa MCua tuvieron una longitud de 603 pb y 600 pb
respectivamente ambas poseen una identidad del 99% con el aislado FAFU-1 de M.
anisopliae, también mostraron una identidad con los aislados E377 de M. robertsii y
KTU-49 de M. anisopliae. Sin embargo, para éstos la cepa MCua tuvo una identidad
del 100% y la cepa MXoc del 99% con el resto de los aislados son diferentes entre las
dos cepas (tablas 9 y 10) en todos los casos se obtuvieron coberturas del 95% o
superiores. Ambas cepas comparten secuencias de M. anisopliae y de M. robertsii
con identidades y coberturas altas indica que el método de identificacion molecular
mediante las secuencias ITS no es adecuado para la identificacion molecular de
especies cercanas entre si como es el caso de M. anisopliae y de M. robertsii.

Los resultados se relacionan con Kepler & Rehner (2013) quienes mencionan que las
regiones ITS poseen baja capacidad para diferenciar especies del género
Metarhizium, por otra parte al igual que Isaria las especies de Metarhizium se
encuentran estrechamente relacionadas morfoldgica y genéticamente y en algunos
arboles filogenéticos aislados de M. anisopliae y de M. robertsii se encuentran en un
mismo clado junto con otros aislados de diferente especies de Metarhizium (Kepler &
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Rehner, 2013; Kepler et al., 2015) lo cual también podria explicar la alta homologia de

las cepas MCu y MXoc con las especies M. anisopliae y M. robertsii.

Tabla 9. Identidad de la cepa MXoc con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Vietarfizi =
etarhizium robertsii cepa 95 99 gil1233688525|MF681566.1
E377
Metarhizium anisopliae .
aislado KTU-49 95 99 0i|224482296|FJ177473.1
Metarhizium anisopliae .
aislado KTU-26 95 99 0i|224482308|FJ177485.1
Metarhizium anisopliae .
aisladoFAFU-1 95 99 0i|1335028323|MG844433.1
Metarhizium spp. cepa .
95 99 0i|1233688592|MF681633.1
E1089
Metarhizium robertsii cepa 95 99 4i|1233688476|MF681517.1

E127

Tabla 10. Identidad de la cepa MCua con base al GenBank

Descripcion Cobertura% Identidad% Numero de acceso
Metarhizi isopli
etar ’z’“m,\jﬁso” lae cepa 97 99 gi|1328368789|MG786737.1
Metarhizium anisopliae .
e A 97 99 gi|1335028323|MG844433.1
P .
etarhizium anisopliae cepa 98 99 gi695167187|KM117232.1
RZU-10
Metarhizium anisopliae .
R 95 100 gi|224482296|F J177473.1
Metarhizi A
etarhizium spp. Aislado 97 99 gi|1233688541|MF681582.1
E650
Vetarhini )
etarhizium robertsii cepa 95 100 gil1233688525|MF681566.1

E377
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Los resultados indican que la identificacion molecular mediante la amplificacién y
secuenciacion de los genes ribosomales no es adecuada para la identificacién entre
subespecies o0 especies estrechamente relacionadas, Cheng et al., (2014) considera
la identificacion molecular mediante las secuencias ITS como una herramienta Util
para la identificacion de especies. Sin embargo, no se le atribuye aplicabilidad para
diferenciar especies cercanas entre si 0 subespecies, por otro lado Hinrikson et al.,
(2005) menciona que este método no es adecuado para la diferenciacién de
subespecies ya éstas poseen regiones dentro de las secuencias ITS las cuales son
91.9 al 99.6% idénticas en las subespecies lo que dificulta su identificacion.

Finalmente Jing-Jie et al., (2013) y Wang et al., (2013) mencionan que existen
diferencias genéticas en otros sitios del genoma de B. bassiana suficientemente
importantes para dividir aislados de ésta especie en diferentes clados evolutivos. Lo
anterior sugiere el uso de otro método de identificacion molecular en conjunto a éste,
como lo realizado por A'llesandro et al., 2014 y por Gallou et al., 2016 donde utilizan
otras regiones del genoma ademas de las regiones ITS para identificar
molecularmente especies de HE como el gen de la B-tubulina y el factor de

elongacion 1-a.

6.4 Amplificacion parcial del gen bbBeas

Con los oligonucleétidos Beau_synFW y Beau_syn2 se logr6 la amplificacién del gen
bbBeas en las cepas UAMI y UAMII, sin embargo, en las cepas 11, 12, lja, Ifu, MXoc
y MCua no hubo amplificacién (figura 7). Las secuencias de las cepas UAMI y UAMII
poseen tamanos de 778 y 787 pb respectivamente y que tienen homologia con el gen
bbBeas de B. bassiana especificamente con el sitio que codifica para el dominio de
adenilacion, y con genes responsables de la sintesis de ciclodepsipéptidos en
aislados del género Fusarium y con la beauvericina sintetasa del aislado ARSEF
2679 de I. fumosorosea (Tablas 11y 12).
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Tabla 11 Homologia del fragmento amplificado de la cepa UAMI con el gen bbBeas

Descripcion Cobertura% Homologia% Numero de acceso
Beauveria bassiana aislado 98 97 i1386873574)JQ617289.1
Bb0062 gen BEAS g '
Beauveria bassiana clon .

BbBVRC BEAS gen 98 97 0i|309252532|HQ141932.1
Beauveria bassiana aislado 98 96 i1667662428/XM_008604824.1
ARSEF 2860 BEAS RNAm 9 - )
Beauveria bassiana aislado 98 9% i[208658288|EU886196. 1

ATCC 7159 BEAS gen g '

Fusarium oxysporum

aislado FB1501 97 70 0i[283574792|GU294760.1
ciclopéptido sintetasa gen
Isaria Fumosorosea aislado 97 69 gi|1089711464[XM_018843786.1

ARSEF 2679 BEAS ARNm

Tabla 12 Homologia del fragmento amplificado de la cepa UAMII con el gen bbBeas

Descripcion

Cobertura%

Homologia%

NuUmero de acceso

Beauveria bassiana
aislado Bb0062 gen BEAS

Beauveria bassiana clon
BbBVRC BEAS gen

Beauveria bassiana
aislado ARSEF 2860
BEAS RNAmM

Beauveria bassiana
aislado ATCC 7159 BEAS
gen

Fusarium oxysporum f.
cucumerinum enniatina
sintetasa

Isaria Fumosorosea
aislado ARSEF 2679
BEAS ARNm

94

94

94

94

73

88

96

96

96

95

72

69

0i[386873574|JQ617289.1

0i[309252532|HQ141932.1

gi|667662428|XM_008604824.1

gi[208658288|EU886196.1

gi[724471665|KP000028. 1

0i|1089711464|XM_018843786.1
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La ausencia del fragmento amplificado del gen de la beauvericina sintetasa en las
cepas del género Isaria'y Metarhizium (figura 7) es atribuido a que en el alineamiento
para el disefio de los oligonucledtidos no se utilizaron secuencias pertenecientes a
especies de éstos géneros, sin embargo, hubo ausencia de amplificado en las cepas
11 y 12, aunque se traten de B. bassiana lo cual puede deberse a variaciones
genéticas que se han encontrado en aislados de B. bassiana (Jing-Jie et al., 2013;
Wang et al., 2013).

Ha sido reportado (Liuzii et al., 2017) que las péptido sintetasas no ribosomales de
hongos poseen al menos tres dominios uno de ellos es el dominio de adenilacién
encargado de reconocer los aminoacidos al momento de llevar a cabo la sintesis de
péptidos, el sitio catalitico de dichos dominios es altamente conservado por lo que la
variacion genética a la que se le atribuye la ausencia de amplificado en las cepas 11
y 12 no se encontraria en el sitio catalitico de adenilacién, pero si en un sitio aledafo
a éste el cual podria ser el sitio de unién de los oligonucleétidos. Esto sugiere el
disefio de unos nuevos oligonucleétidos realizando un nuevo alineamiento con mas
secuencias del gen bbBeas o tomar los sitios cataliticos para su disefio, con el fin de
evitar la ausencia de amplificado en algunas cepas de B. bassiana.

Diferentes autores (Rehner & Bukley, 2005; Wang et al., 2013) han analizado los
procesos evolutivos de B. bassiana y han relacionado la variabilidad de patogenicidad
y virulencia entre aislados de B. bassiana a cambios en el genoma llevados a cabo
por procesos evolutivos posiblemente en genes que codifican para enzimas
productoras de metabolitos secundarios como es el caso del gen bbBeas. Dichas
variaciones genéticas en éste gen no tendrian lugar en los sitios cataliticos de
adenilacion ya que estos son altamente conservados pero si en otras zonas dentro
del dominio de adenilacidbn que pueden variar de una especie 0 subespecie a otra
(Liuzzi et al., 2017).

Las variaciones genéticas podrian evitar la unién de los oligonucleétidos utilizados y
como consecuencia la ausencia de amplificado, por otra parte también podrian
comprometer la produccion de BEA tal como lo reporta Luangsa et al., (2009) donde
encuentra que el gen responsable de la sintesis de beauvericina en cepas del género
Isaria estd en una zona del genoma denominada hotspot es decir una parte del
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genoma altamente propensa a mutar y a presentar altos niveles de recombinacién
geneética, en el mismo estudio se presentan cepas de B. bassiana que no producen
beauvericina en las condiciones que utilizan por lo que es de esperarse que de igual
manera el gen bbBeas se encuentre en una hotspot comprometiendo la produccién
de beauvericina, Valencia et al., (2011) también encuentra marcadas diferencias en la
produccidon de BEA entre cepas de B. bassiana aisladas de diferentes lugares, éstas
mutaciones y recombinaciones en el gen bbBeas resaltan la importancia de la

seleccion de cepas para la produccion de BEA.

Figura 7. Gel de agarosa al 1% donde se visualizan los productos de PCR de la amplificacién parcial
del gen bbBeas para las cepas UAMI y UAMII, la amplificacion inespecifica para las cepas de Isaria y
la ausencia de amplificado para el resto de las cepas. 1: Marcador, 2: I. javanica cepa lja, 3: I. javanica
cepa lIfu, 4: M. robertsii cepa MXoc 5: M. anisopliae cepa Cua 6: B. bassiana cepa UAM |, 7: B.
bassiana Cepa UAMII, 8: B. bassiana Cepa 11, 9: B. bassiana cepa 12. 10: Control negativo.

Las secuencias obtenidas con los oligonucleétidos disefiados mostraron una
homologia con el gen bbBeas (tablas 11y 12) de B. bassiana aislado Bb0062 y B.
bassiana clon BbBVRC de 97% la cepa UAMI y de 96% la cepa UAMII, con B.
bassiana aislado ARSEF 2860 ambas cepas 96% y con B. bassiana cepa ATCC 7159
la cepa UAMI 96% y la cepa UAMII 95%, con coberturas del 97 y 98% para la cepa
UAMI y 94% para la cepa UAMII. Por otro lado también mostraron una homologia con
el gen de la beauvericina sintetasa de . fumosorosea aislado ARSEF 2679 de 69%
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para ambas cepas pero con una cobertura del 97% para la cepa UAMI y de 88% para
la cepa UAMII.

Aunque ambas secuencias mostraron homologia con el gen de la beauvericina
sintetasa en I. fumosorosea no hubo amplificado en las cepas lja e Ifu que pertenecen
al género Isaria esto se le atribuye a que la homologia es inferior al 70% y aunque las
péptido sintetasas tienen en comun la presencia de tres dominios (dominio de
adenilacion, dominio transportador de aminoacidos y dominio de condensacion)
(Zhang et al., 2013; Liuzzi et al., 2017) se ha observado que éstos poseen marcadas

diferencias de una especie a otra (Jirakkakul et al., 2008).

Debido a la ausencia de amplificado para las cepas 11 y 12 de B. bassiana, Isaria 'y
Metarhizium se hizo una variacion de la temperatura de alineamineto de los
oligonucleétidos Beau_synFW y Beau_syn2 empleando un gradiente de temperatura
con la finalidad de confirmar la ausencia de amplificado del gen de la beauvericina
sintetasa en las cepas de Isaria y Metarhizium. Es sabido que la variacion en la
temperatura de alineamiento posee un papel importante en la uniéon de los
oligonucleétidos ya que si la temperatura de alineamiento es muy baja, se obtiene un
PCR menos especifico, ya que los oligonucleétidos no se comportan de una manera
exigente al momento de unirse a sus sitios complementarios por el contrario si la
temperatura es muy alta la especificidad serd mayor y requerira de un 100% de
complementariedad (Eguiarte et al., 2007).

El gradiente fue realizado usando temperaturas inferiores a la Tm de los
oligonucleétidos con el fin de promover la unién de los oligonucleétidos. El gradiente
(figura 8) mostré que se obtuvieron bandas de amplificacion inespecificas en las
cepas del género Isaria y Metarhizium las cuales no corresponden al tamano
esperado y pueden estar atribuidas a que los oligonucleétidos son especificos para la
especie B. bassiana.

La disminucién de la temperatura de alineamiento hizo que los oligonucleétidos se
unieran a otros sitios del genoma de Isaria'y Metarhizium que no corresponden al gen

de la beauvericina sintetasa, por lo que al ir aumentando la temperatura de
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alineamiento las bandas inespecificas se atenuan progresivamente. Sin embargo,
pueden corresponder a sitios del genoma de Isariay Metarhizium que codifican para
dominios de enzimas responsables de la sintesis de destruxinas en el caso de
Metarhizium y enniatinas en el caso de [saria dichos dominios se han reportado
comparten similitud con dominios de la beauvericina sintetasa (Xu et al., 2009; Liuzzi
etal., 2017).

123456789 101112131415 161718 19 202122 2324 25 26

Figura 8. Gel de agarosa al 1% con los productos del gradiente de temperatura de alineamiento. 1:
Marcador de peso molecular, 2: I. javanica (cepa lja) 56°C, 3: I. javanica (cepa Ifu) 56°C, 4: Control
positivo (B. bassiana cepa UAMI) 56°C, 5: M. robertsii (cepa MXoc) 56°C, 6: M. anisopliae (cepa
MCua) 56°C, 7: I. javanica (cepa lja) 57°C, 8: I. javanica (cepa Ifu) 57°C, 9: Control positivo (B.
bassiana cepa UAMI) 57°C, 10: M. robertsii (cepa MXoc) 57°C, 11: M. anisopliae (cepa MCua) 57°C,
12: I. javanica (cepa lja) 58°C, 13: I. javanica (cepa Ifu) 58°C, 14: Control positivo (B. bassiana cepa
UAMI) 58°C, 15: M. robertsii (cepa MXoc) 58°C, 16: M. anisopliae (cepa MCua) 58°C, 17: I. javanica
(cepa lja) 59°C, 18: I. javanica (cepa Ifu) 59°C, 19: Control positivo (B. bassiana cepa UAMI) 59°C, 20:
M. robertsii (cepa MXoc) 59°C, 21: M. anisopliae (cepa MCua) 59, 22: . javanica (cepa lja) 60°C, 23: I.
javanica (cepa Ifu) 60°C, 24: Control positivo (B. bassiana cepa UAMI) 60°C, 25: M. robertsii (cepa
MXoc) 60°C, 26: M. anisopliae (cepa MCua) 60°C.

También se realiz6 un gradiente en la temperatura de alineamiento para las cepas 11
y 12 de B. bassiana (figura 9) esperando que al disminuir la Tm hubiera una
amplificacion del gen bbBeas. Sin embargo, no se obtuvo ninguna banda lo cual
apoya la presencia de la ya mencionada variabilidad genética entre aislados de B.

bassiana especialmente en el dominio de adenilacién.
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Figura 9. Gel de agarosa al 1% donde se muestran los productos de PCR obtenidos con el gradiente
de temperatura de alineamiento 1: Marcador de peso molecular, 2: Control positivo (B. bassiana cepa
UAMI) 56°C, 3: B. bassiana cepa 11 56°C, 4: B. bassiana cepa 12 56°C, 5: Control positivo (B.
bassiana cepa UAMI) 57°C, 6: B. bassiana cepa 11 57°C, 7: B. bassiana cepa 12 57°C, 8: Control
positivo (B. bassiana cepa UAMI) 58°C, 9. B. bassiana cepa 11 58°C, 10. B. bassiana cepa 12 58°C,
11. Control positivo (B. bassiana cepa UAMI) 59°C. 12: B. bassiana cepa 11 59°C, 13 B. bassiana cepa
12 59°C, 14: Control positivo (B. bassiana cepa UAMI) 60°C, 15: B. bassiana cepa 11 60°C. 16: B.
bassiana cepa 12 60°C.

6.4.1 Traduccion de los amplificados del gen bbBeas

En B. bassiana la sintesis de BEA se lleva a cabo mediante un proceso llamado
sintesis no ribosomal en el cual existe unién de aminoéacidos fuera de un ribosoma y
es llevado a cabo por enzimas multifuncionales, es decir enzimas con diferentes sitios
cataliticos con distintas funciones implicadas en la sintesis de péptidos (Zobel et al.,
2016; Sussmuth & Mainz, 2017). Estas enzimas multifuncionales contienen al menos
tres dominios presentes en su estructura un dominio de adenilacién el cual lleva
acabo el reconocimiento de aminoacidos, un dominio peptidil transportador
encargado de transportar las unidades intermediarias de la sintesis y un dominio de
condensacion que cataliza la union de aminoacidos y la formacién de la estructura
final, dichos dominios poseen sitios cataliticos altamente conservados (Zhang et al.,
2013; Liuzzi et al., 2017).

Los fragmentos amplificados del gen bbBeas codifican para el “dominio de
adenilacion” y tienen una homologia con las enzimas beauvericina sintetasa vy
enniatina sintetasa. El alineamiento de las secuencias deducidas de aminodcidos

(figura 10), indicé que las secuencias obtenidas de las cepas UAMI y UAMII poseen
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alta homologia con estas enzimas: la cepa UAMI 96% y la cepa UAMII 92% con la
enniatina sintetasa de B. bassiana D1-5 (KGQ11754.1); 96% (UAMI) y 91% (UAMII)
con la beauvericina sintetasa de B. bassiana (AFJ44691.1); 95% (UAMI) y 90%
(UAMII) con la beauvericina sintetasa ARSEF 2860 (XP_008603046.1); 73% (UAMI) y
69% (UAMIl) con la enniatina sintetasa de Hirsutella minnesotensis 3608
(KJZ71937.1); 69% (UAMI) y 65% (UAMII) con la beauvericina sintetasa de /.
fomosorosea ARSEF 2679 (XP_018708236.1), asi como 70% (UAMI) y 66% (UAMII)
con la enniatina sintetasa de Fusarium oxysporum (EXL90988.1).

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos (figura 10), muestra que las
secuencias del gen bbBeas obtenidas de las cepas UAMI y UAMII poseen tres
regiones importantes que también estan presentes en otras beauvericina sintetasas y
enniatinas sintetasas de diferentes especies de hongos.

La primera de éstas regiones esta semiconservada en las ocho secuencias utilizadas
ya que tres (XP_018708236.1, KJZ71937.1 y EXL90988.1) de de las secuencias
utilizadas difieren especificamente en los aminoacidos con posiciones: 4, 10 y 13
respecto a ésta region semiconservada la cual comprende de quince aminoacidos, la
segunda y tercera regién importantes en el dominio de adenilacion poseen doce
aminodcidos cada una los cuales estan conservados en las ocho secuencias
utilizadas, dentro de estas tres secuencias se encuentran sitios importantes en el
dominio de adenilacion previamente descritos por Jirakkakul et al., (2008), en una
bassianolido sintetasa en la especie Xylaria spp.

El primero de éstos sitios tiene quince aminoacidos (GELVIESPGIARGYI) y esta
ubicado en la primera regidon (semiconservada) indicada en el alineamiento, el
segundo comprende de seis aminodcidos (YRTGDL) ubicado en la segunda region
conservada indicada en el alineamiento y el tercer sitio con once aminoacidos
(DSQVKIRGQRYV) ubicado en la tercera region conservada indicada en el
alineamiento.

La presencia de regiones conservadas en el alineamiento y su homologia con los
sitios reportados por Jirakkakul et al., (2008), indican la presencia de sitios
conservados en las enzimas beauvericina sintetasa, enniatina sintetasa y
bassianolido sintetasa de diferentes especies de hongos como: B. bassiana,
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Fusarium oxysporum, |. fumosorosea, Hirsutella minnesotensis y Xylaria spp.
especificamente en el dominio de adenilacién, la homologia entre éstas enzimas en
diferentes sitios ya ha sido reportada por varios autores (Zhang et al., 2013; Zobel et
al., 2016; Liuzzi et al., 2017).

Lo anterior sugiere que estas regiones podrian tratarse de sitios cataliticos
conservados en todas estas especies ya que tanto la beauvericina, las enniatinas y
los bassianolidos poseen una estructura similar por tratarse de depsipéptidos ciclicos
y ser sintetizados por enzimas multifunciones es decir por enzimas con varios sitios
cataliticos. Sin embargo, el alineamiento de aminoacidos (figura 10) también muestra
diferencias importantes en las secuencias con las que se realiz6 debido a las
inserciones y deleciones que ocurren en los sitios hotspot provocando cambios
conformacionales en la enzima previamente descritos por Liuzzi et al., (2017) los

cuales pueden explicar la diferencia en la produccion de BEA entre una cepa y otra.
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Lk kkokk k-dkk-fekk.kkkkk-kk k%] x - *
UAMI 1 VHPDDPDRLAPVGAVIGELLIESPGIARGYIRAPATDRNP
UAMII 1 VHPDDPDRLAPVGAVIGELLIESPGIARGYIRAPATDRNP
AFJ44691.1 817 VHPDDPDRLAPVGAVIGELLIESPGIARGYIPRAPATDRNP
KGQ11754.1 817 VHPDDPERLAPVGAVIGELLIESPGIARGYIPAPATDRNP
XP 008603046.1 743 VHPDDPDRLAPVGAVIGELLIESPGIARGYIRAPATDRNP
XP_018708236.1 813 ADPEDPDRLAPIGAVIGELLIESPGVARGYIRAPAGDAVP
© KJZ71937.1 818 IDPNDPNRLVPIGAVGELVIESPGIARDYINVAPMPDRSP
EXLS0988.1 812 IDPSDPNRLVPIGAIGELVIESPGIARDYI[ITPPPTEKSP
* - * kk  ---k ok [kkkkkkkkkkkk|- kkk - kkkk
UAMI 40 FLETAPAWYAPRQLPAGVKEYRTGDLARYASDGTVVCLG
UAMII 40 FLETAPAWYAPRQLPAGVKFYRTGDLARYASDGTVVCLG
AFJ44691.1 857 FLETAPAWYAPRQLPAGVKFYRTGDLARYARDGTVVCLG
KGQ11754.1 857 FLETAPAWYAPRQLPAGVKFYRTGDLARYARDGTVVCLG
XP 00860304¢6.1 783 FLETTPAWYAPRQLPAGVKFYRTGDLARYARDGTVVCLG
XP_018708236.1 853 FLEEPPKWYAPREMPRGVKFYRTGDLARYARDGTVVCLG
~ RJZ71937.1 858 FEFVTAPTWYPSKQLPDGEFKFYRTGDLARYASDGTIVCLG
EXL90988.1 852 FFSTVPAWYPSKQLPNGLKFYRTGDLARYASDGTVVCLG
o[k kkk kR Ak kR kK| kkk  -kkk- -k koK kkk-
UAMI 80 RIDSQVKIRGQRVEMGAVETRLRQQLPSDMTVVAEAVKR
UAMII 80 RIDSQVKIRGQRVEMGAVETRLRQQLPSDMTVVAEAVKR
AFJ44691.1 897 RIDSQVKIRGQRVEMGAVETRLRQQLPSDITVVAEAVKR
KGQ11754.1 897 RIDSQVKIRGQRVEMGAVETRLRQQLPSDITVVAEAVKR
XP 008603046.1 823 RIDSQVKIRGQRVEMGAVETRLRQQVPSDITVVAEAVKR
XP_018708236.1 893 RVDSQVKIRGQRVHISAVETRLRQHLPGDVTVVAEAVKR
- KJz71937.1 898 DSQVKIRGQRVEMGAVENRLRQOMPDDMAIVVEAVNR
EXL90988.1 892 DSQVKIRGQRVHIL.GAVETHLRQQLPDDMSIVVEAVKT
e 2 s 5 ks
UAMI 120 SDSSGSTVIAAFLIDSSETNNA-———— SAASAKDARILD
UAMII 120 SDSSGSTVIAAFLIDSSETNNA—-———- SAASAKDARILD
AFJ44691.1 937 SDSSGSTVITAFLIDSSDKNNA-———— SAASAKDARILD
KGQ11754.1 937 SDSSGSTAITAFLIDSSETNNV-————— SAASAKDARILD
XP 008603046.1 863 SGSSGSTVITAFLIDSSDKNNS————— SAASAKDARILD
XP_018708236_1 933 SDAAGSTVITAFLMSPSMMERNGADVKAAEGDDAALILG
© KJZ71937.1 938 SDSSSSTVLTAFLIGSSQAAKEN-—--VNTKSAEDVHILD
EXL90988.1 932 SDSPTSTVLVAFLIVS—————————— KGTEAAGDATILD
*_scc . kk kkkk kkok-kk: k  -kkk K
UAMI 155 QKRATQEMNEKLCQVLPPHSVPSCYICMHALPRTATGK
UAMII 155 OQOKATQEMNEKLCQVLPPHSVPSCYICMHALPRTXPXK
AFJ446°91.1 972 QTATQEMNAKLCQVLPPHSVPSCYICMHDLPRTATGK
KGQ11754.1 972 QIATQEMNEKLCQVLPPHSVPSCYICMHALPRTATGK
XP 008603046.1 898 OQTATQEMNAKLCQVLPPHSVPSCYICMHALPRTATGK
XP 018708236.1 973 RDAVRDVDDKLRQVLPPHSVPTCYVCMNALPRTATGK
© RKJZ71937.1 975 QSATKEINAKLEQVLPRHSVPSCYICMGNLPRTATGK
EXL90988.1 962 LAATKEMSAKLEQVLPRHSIPSCYISMQHIPRTATGK

Figura 10. Alineamientos de las secuencias de aminodcidos de la beauvericina sintetasa y de la
enniatina sintetasa de diversos origenes.

UAMI y UAMII, Secuencias obtenidas de las cepas UAMI y UAMII de B. bassiana. AFJ44691.1,
Beauvericina sintetasa de B. bassiana; KGQ11754.1, Enniatina sintetasa de B. bassiana D1-5;
XP_008603046.1, Beauvericina sintetasa de B. bassiana ARSEF 2860; XP_018708236.1, BEAS
beauvericina sintetasa de /. fumosorosea ARSEF 2679; KJZ71937.1, Enniatina sintetasa de Hirsutella
minnesotensis 3608; EXL90988.1, Enniatina sintetasa de Fusarium oxysporum. Los aminodacidos
iguales se muestran con un *. Las secuencias conservadas de aminoéacidos mencionadas en el texto
estan encerradas en cuadros.
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6.4.2 Filogenia

El arbol filogenético del gen bbBeas y otras péptido sintetasas (figura 11) muestra
que el gen de la beauvericina sintetasa en B. bassiana e |. fumosorosea poseen el
mismo ancestro en comun mas reciente, dentro de ese mismo clado se encuentran el
resto de péptido sintetasas de B. bassiana, Fusariumy G. intermedia el otro clado del

arbol tenemos a las péptido sintetasas de Metarhizium, Tricoderma'y Bipolaris.
gg - B.bassiana_ARSEF_2860 BEAS

83 B.bassiana_ATCC7159 BEAS
B.bassiana_clone_BbBVRC BEAS

1% oo 1 B. bassiana_isolate_Bb0062 BEAS
71 UAMI
87 L UAMII
o | fumosorosea ARSEF 2679 BEAS

B.bassiana_ARSEF_2860_1 BS
100 B.bassiana ATCC7159_1 BS
100 43 B.bassiana_bassianolide BS

100 IF.oxysporum ES
85 |F_scirpi ES
F.oxy sporumFB1501 PS
63 ——— F.axysporum f. sp. lycopersici 4287 ES
F.verticillioides7600 HP

iy
59 G.intermedialLF061 BEAS

100 ———— T.atroviride IMI 206040 PS
L T.gamsiTGAMO1_03719 ES

B.zeicola_26-R-13 HP
M.majusARSEF 297 BS
100 M. brunneumARSEF3297 BS
B‘TE M.robertsiARSEF23 BS

95

=
0.05
Figura 11. Andlisis filogenético de los genes de la beauvericina sintetasa (BEAS), enniatina sintetasa
(ES), bassianolido sintetasa (BS), péptido sintetasa (PS) y otras proteinas hipotéticas (HP) de
diferentes origenes. El método estadistico de reconstruccion filogenética utilizado fue el de maxima
verosimilitud; la robustez de los nodos se evalu6 con 1000 repeticiones de bootstrap; el modelo de
sustitucién de nucleétidos fue Jukes-Cantor. Las secuencias de referencia fueron tomadas del
GenBank y todas tienen una longitud de 722 pb. La barra representa 5 sustituciones por 100
nucleétidos.
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La estrecha relacion evolutiva en el gen bbBeas con otros genes de observada en la
figura 11 hace que algunas de las secuencias utilizadas posean ancestros en comun
aunque se trate de diferentes enzimas en diferentes especies de hongos, sin
embargo, también existe la presencia de clados evolutivos dentro del &arbol
filogenético lo cual puede deberse a la previamente mencionada gran variabilidad
genética en aislados de B. bassiana (Fernandes et al., 2006; Estrada et al., 2007;
Fernandes et al., 2009; Ferri et al., 2012) y mas especificamente a la variabilidad del
gen bbBeas (Liuzzi et al., 2017) también descrita anteriormente.

A pesar de éstas variaciones en las diferentes enzimas productoras de péptidos y a la
presencia de clados evolutivos en el arbol filogenético, también se ha reportado que
este tipo de enzimas encargadas de la sintesis no ribosomal de péptidos ademas de
poseer los dominios de adenilacion, peptidil transportador y condensacién pueden
presentar dominios extras en la enzima segun el péptido que sinteticen entre los que
resaltan: un segundo dominio de adenilacion, dominio de epimerizacion, dominio de
heterociclacion, dominio de oxidacion, dominio N-metilacién, dominio de tiolacién
entre otros que son activadores de intermediarios en la sintesis de péptidos
(Jirakkakul et al., 2008; Xu et al., 2009; Zhang et al., 2013; Liuzzi et al., 2017). Debido
a que las secuencias utilizadas pertenecen al dominio de adenilacién el cual contiene
regiones conservadas y que estd presente en todas las enzimas pueden permitir
obtener una relacién filogenética entre todas las secuencias utilizadas explicando asi

la divergencia evolutiva de este gen en diferentes especies.

6.5 Niveles de expresion del gen bbBeas en cultivo sélido
Debido a que la fermentacion en estado solido ha demostrado ser un exitoso proceso

de produccién de compuestos bioactivos de valor agregado a bajo costo y con
ventajas frente a otros tipos de cultivo es importante determinar el tiempo de cultivo
sélido donde se obtiene la mayor expresion del gen como una medida indirecta de la
produccién de BEA, por lo cual se realizaron cultivos en estado sélido de B. bassiana
donde se observd la variacion de la expresion del gen bbBeas en tres diferentes
tiempos de cultivo sélido.
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Figura 12. Electroforesis al 1% con los productos de RT-PCR del gen bbBeas a diferentes tiempos de

cultivo.

En la figura 12 se observa claramente que el gen bbBeas se expresa en los 6,9y 12
dias del cultivo sélido de B. bassiana ya que se observan fragmentos de
aproximadamente 800 pb en los tres tiempos los cuales corresponden al ADNc
generados por expresién del gen la cual es variable en cada tiempo comparandolo
con el control ribosomal 18S que permanece constante, sin embargo, la diferencia en

la intensidad de las bandas no es visible a simple vista.

Posteriormente se cuantifico la cantidad de ADNc (figura 13) la cuantificacion por
densitometria se realizd tomando el area de cada banda (pixeles) y la intensidad de
éstas para relacionarlas con el area e intensidad del marcador el cual contiene una
concentracién conocida de ADN y asi reportar la expresiéon en ng de ADNc-uL™".
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Figura 13. Cuantificacion de la expresion del gen bbBeas por densitometria, representado en ng de
ADNc-pL™

En la figura 13 se observa que los niveles de expresidén del gen varian de acuerdo
con el tiempo de cultivo, donde el mayor nivel de expresion fue de 10.62 ng/uL a los 9
dias con una diferencia significativa (F:54.26 , P <0.0001) respecto a los otros
tiempos 6 y 12 dias donde los niveles de expresion fueron 25.59 y 12.22 % menores
respectivamente, mientras que en los controles ribosomales no hubo una diferencia

significativa (F:0.5445 , P=0.6063) entre los tiempos de cultivo.

Los resultados sugieren que los niveles de expresién pueden tomarse como un
indicativo de la produccion de BEA, ya que estos resultados se relacionan con Jiang
et al., (2013) que determina la concentracion de BEA en un modelo de infeccién in
vivo de B. bassiana encontrando que hay una mayor cantidad de BEA a los nueve
dias de la infeccion, la baja concentracién de BEA que reporta los primero dias de
infeccion se relaciona con Chen et al., (2017) quien muestra que la expresiéon de los
genes implicados en la sintesis de metabolitos secundarios permanece baja los
primeros dias también en un modelo de infeccion in vivo de B. bassiana.
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Se ha reportado que la biosintesis de metabolitos secundarios esta regulada por
diferentes factores genéticos, epigenéticos y ambientales (Liuzzi et al., 2017) y que la
regulacion de los genes de B. bassiana que participan en el proceso de infeccion se
ha clasificado en cuatro fases segun la etapa de la infeccion es decir que existen
cuatro momentos en la infeccion de B. bassiana donde cambia de forma importante la
expresion de sus genes, la primera fase es cuando B. bassiana penetra la cuticula del
insecto, la segunda fase cuando invade la hemolinfa del insecto, la tercera cuando
inicia la formacion de cuerpo hifales dentro del insecto y la ultima cuando crece el
micelio encima del cuerpo del insecto (Chen et al., 2017; Lai et al., 2017).

La variabilidad de la expresidén del gen bbBeas en el cultivo solido y la relaciéon con su
expresion en modelos de infeccion in vivo indican que el cultivo en estado soélido
simula una infeccién in vivo de B. bassiana ya que es capaz de activar la via de
senalizacion responsable de su expresion la cual segun Lai et al., (2017) se trata de
un receptor anclado a proteinas G el cual se activa segun la etapa de infeccién en la
gue se encuentre B. bassiana ya que los genes relacionados a los metabolitos se

expresan cuando el hongo entra en contacto con la hemolinfa del insecto.

La subunidad alfa de la proteina G anclada al receptor puede activar la adenilato
ciclasa la cual incrementa los niveles de AMPc y como consecuencia de esto se inicia
la transduccion de sefales activando la proteina kinasa (PKA) dependiente de AMPc,
dando lugar a la expresion del gen bbBeas, esto esta relacionado con Barranco et al.,
(2013) ya que menciona que la produccién de metabolitos secundarios esta regulada
por MAPK y con PKA dependiente de AMPc, también se ha encontrado que algunos
genes pueden expresarse en dos o hasta en tres etapas de la infeccién in vivo de B.
bassiana (Lai et al., 2017), por lo que la expresion del gen bbBeas puede depender
de mas de un factor, es posible que el caparazén de camarén presente en el medio
de cultivo sélido al tener similitud con la cuticula del insecto sea capaz de llevar a
cabo la misma transduccion de sefnales que en los modelos de infeccion in vivo de B.
bassiana y de esta manera expresar el gen bbBeas. Lo anterior da pauta a la

investigacion sobre la via o vias de senalizacion que se activan en el cultivo en
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estado sélido con caparazon de camardn que es responsable de la expresion del gen
bbBeas.

6.6 Purificacion de la beauvericina
Debido a que B. bassiana produce gran cantidad de metabolitos secundarios con

caracteristicas fisicoquimicas similares a la beauvericina y analogos de ésta (Wang &
Xu, 2012; Sivanathan & Scherkenbeck, 2014) resulta de gran importancia llevar a
cabo una adecuada purificacion de la BEA. La mayoria de los estudios en los que se
purifica la BEA lo hacen mediante una extraccion liquido-liquido si se trata de un
medio de cultivo liquido o liquido-sélido si se trata del cuerpo de un insecto infectado
por un HE, utilizando solventes organicos como el acetonitrilo o el metanol los cuales
posteriormente filtran e inyectan a HPLC preparativo (Logrieco et al., 2002; Jiang et
al.,, 2013; Rachmawati et al., 2018). Sin embargo, en otros casos después de la
extraccidon con solventes organicos se lleva a cabo una extraccion en fase soélida
(EFS) con el fin de eliminar contaminantes antes de ser inyectado al cromatografo
preparativo (Meca et al., 2010), en todos los casos se utiliza un detector de masas o
resonancia magnética nuclear para confirmar la presencia de BEA.

Para realizar una purificacibn mas completa a la mayoria de estudios reportados se
obtuvo el extracto total del cultivo sélido y se le eliminaron las proteinas mayores a
10,000 kDa para solo obtener los metabolitos, posteriormente éstos fueron pasados
por un tamiz molecular para separar las moléculas presentes por orden decreciente al
tamafno molecular de éste tamiz molecular se obtuvieron 18 fracciones las cuales

fueron analizadas mediante un barrido UV de 200 a 700nm (figura 14).
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Figura 14. Barrido UV de las obtenidas de la columna de tamiz molecular. A: fracciones 2-7. B:
fracciones 8-11. C: fracciones 12-14. D: fracciones 15-18.

De los espectros de absorcidn de estas fracciones se seleccionaron las fracciones 4,
5, 6, 14 y 15 ya que mostraron poseer una absorcion maxima de 205nm en el barrido
UV la cual corresponde a la longitud de onda donde se detecta la BEA (Logrieco et
al., 2002), éstas fracciones fueron sometidas a una extraccién liquido/liquido antes de
ser inyectadas al cromatografo, los cromatogramas de estas fracciones 4, 5,6 14y 15
(figura 15) muestran que todas poseen picos con un tiempo de retencidn similar al del
estandar de BEA (figura 16A). Sin embargo, al analizar los espectros de dichos picos
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(anexo 1) se observa que solamente las fracciones 4, 5 y 6 tienen similitud con el
espectro del estandar de BEA (figura 16B), por lo que las fracciones 14 y 15 del tamiz
molecular fueron descartadas. Debido a que las fracciones 4, 5 y 6 requerian de
mayor purificacidn por la visible presencia de otros componentes que afectan la
resolucién del pico de interés, se volvieron a obtener nuevamente del tamiz
molecular, fueron homogenizadas y al igual que Meca et al., (2010) fueron sometidas
a una extraccion en fase sélida (EFS) utilizando un cartucho C18 de la cual se
obtuvieron 5 fracciones de 4 mL cada una.
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Figura 15. Cromatograma de las fracciones de tamiz molecular indicando el pico mas cercano al

tiempo de retencién de BEA. A: fraccion 4. B: fraccion 5 C: fraccion 6. D: fraccion 14. E: fraccion 15.
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Figura 16. Estandar de BEA. A: cromatograma B: espectro

Los cromatogramas (figura 17) de las cinco fracciones obtenidas de la EFS muestran
una notable disminucion en los picos inespecificos por lo que los picos a los que se
les atribuye la presencia de BEA poseen una mayor resolucién y similitud con el
estandar de BEA (figura 16) en cuanto a tiempo de retencién, lo que sugiere podria
tratarse de BEA, lo cual se relaciona con Logrieco et al., (2002) que identifica BEA en
sus muestras mediante una comparacién de sus espectros con el espectro del
estandar de BEA. Sin embargo, la presencia de BEA en sus muestras fue confirmada
mediante HPLC anclado a espectroscopia de masas (MS).
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Considerando que el pico presente en todas las fracciones obtenidas con la EFS se
trata efectivamente de BEA se realizé una estimacién de la concentracién de
beauvericina para cada una de las fracciones (tabla 13) similar a lo realizado por
Logrieco et al., (2002) que cuantifican la cantidad de BEA de las muestras tomando
en cuenta el area bajo la curva (ABC) de los espectros UV de sus muestras y el del
estandar de BEA.

Tabla 13. Estimacioén de la concentracién de BEA

Concentracién estimada

Fraccion de la EFS ABC del espectro de BEA en pg/fraccion de
4mL
1 259719 0.024
2 2778 0.00026
3 199640 0.018
4 51588 0.0048
5 33380 0.0031

Estimacion de la concentracién de BEA en las diferentes fracciones obtenidas de la EFS. Utilizando el
ABC del pico del estandar de beauvericina que posee un valor de 723727 el cual equivale a una
concentracion de 0.017 pg/mL.

Debido a que se inyecto la misma cantidad (10 pL) del control y las muestras la
estimacion se llevo a cabo realizando una regla de tres utilizando el ABC del espectro
del pico al que se le atribuye la presencia de BEA de cada fraccion de la EFS y el
ABC del espectro del estandar de BEA. La estimacién de la concentracion de BEA en
las diferentes fracciones obtenidas de la EFS indica que las fracciones 1 y 3 poseen
la mayor cantidad de BEA pero se puede observar que el espectro de la fraccién 4
(figura 17D) presenta una mayor pureza en relacién al resto de las fracciones de la
EFS. Sin embargo, la concentracion de BEA es muy baja en todas las fracciones lo
que sugiere utilizar otro método de purificaciéon o utilizar un solvente organico como el

acetonitrilo para extraer los metabolitos de la fermentacion en estado sélido.
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7. CONCLUSIONES
La identificacién molecular mediante la amplificacion y secuenciacion de los

genes ribosomales y secuencias ITS indicé que cuatro de las cepas utilizadas
perteneces a la especie B. bassiana, dos a I. javanica, una a M. robertsii y una
a M. anisopliae. Sin embargo, se sugiere el uso de otro gen para la

identificacion de especies estrechamente relacionadas entre si.

Solamente dos de las cuatro cepas identificadas como B. bassiana
amplificaron la regidén parcial del gen bbBeas correspondiente a una parte del
dominio de adenilacién, por lo que se propone el diseio de nuevos
oligonucleétidos basados en secuencias que codifican para los sitios cataliticos
de la enzima BbBEAS.

La especie B. bassiana expresa el gen bbBeas en el cultivo en estado sélido
siendo su mayor expresion a los 9 dias de cultivo, lo que sugiere que el
caparazén de camardn activa la via de sefnalizaciéon para la produccion de
BEA.

Los fragmentos obtenidos del gen bbBeas de las cepas UAMI y UAMII
comparten ancestros en comun con otras péptido sintetasa asi como regiones

conservadas importantes en la sintesis de depsipéptidos.

La columna de tamiz molecular y la EFS con cartuchos C18 es un método
adecuado para la semipurificacion de BEA. Sin embargo, se sugiere un mayor
proceso de purificacion y un mejor método de identificacion.
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Anexo 1. Espectros de los picos de las fracciones obtenidas del tamiz molecular con tiempo de

retencion mas cercanos al estandar de BEA. A: fraccion 4. B: fraccion 5. C: fraccion 6. D: fraccion 14.

E: fraccion 15.
75



XVII Congreso Nacional de
Biotecnologia y Bioingenieria

25 al 30 de junio de 2017, Puerto Vallarta, Jalisco

AMPLIFICACION PARCIAL DEL GEN BbBEAS (BEAUVERICINA SINTETASA)
CORRESPONDIENTE A LA VIA DE SINTESIS DE BEAUVERICINA
José Norberj[}o Vasquez Bonilla'; Juan Esteban Barranco F|0ﬁd02; Maria Angélica Gutiémrez Navaz; Marcela Hurtado y
de la Pefia”. 'Maestria en Ciencias Farmacéuticas, 2Dti:prartamento de Sistemas Biologicos. Universidad Autonoma
Metropolitana-Xochimilco. Ciudad de México C.P. 14387. Correo electronico del responsable del trabajo:
norberto.vasquez_bonilla@gmail.com

Palabras clave: Hongos entomopatogenos, Secuencias conservadas, Beauvericina.

Introduccién. La beauvericina es una reconocida
micotoxina producida por algunos hongos
entomopatégenos, tales como Beauveria bassiana (B.
bassiana) y Fusarium spp.“] y forma parte de una familia
de compuesto llamada depsipéptidos ciclicos los cuales
en su mayoria son de origen natural especialmente
producidos por microorganismos_‘g} El interés de esta
clase de metabolitos en la comunidad cientifica se debe a
sus interesantes mecanismos de accién en su amplia
gama de actividades Dbiolégicas tales como
inmunosupresor, antibiotico, antifingico, antiinflamatorio,
actividades antitumorales y antivirales e demostrando su
mayor potencial terapéutico como agentes
anticancerosos™™. La biosintesis de la beauvericina a
partir de la especie B. bassiana requiere de una fuente
rica en nitrégeno y una rica en carbono, y se lleva a cabo
por la enzima beauvericina sintetasa @

El objetivo de este trabajo es amplificar parcialmente el
gen codificante de la beauvericina sintetasa en B
bassiana para el monitorea de sus niveles de expresion.

Metodologia. La amplificacién parcial del gen de la
Beauvericina sintetasa se realizé por la técnica de PCR
con el disefio de los oligonucledtidos Foward: 5-ATT
GGA TGA TGG CTA CAC CG-3' y Reverse: 5-CTT TCC
GGT GGC AGT GCG-3' los cuales fueron disefiados
hasindose en el alneamiento de las secuencias
conservadas del gen de la beauvericina sintetasa en
diferentes cepas de B. bassiana y Fusarium spp. La
reaccion de PCR fue con las siguientes condiciones: 5
min. de desnaturalizacion inicial a 94°C, 30 ciclos de 30
seg. de desnaturalizacion a 94°C, 30 seg. de
alineamiento a 60°C, 45 seg. de extension a 72°C y 7
min. de extension final a 72 °C. Los productos de PCR se
analizaron con electroforesis de gel de agarosa al 1%,
posteriormente se é)uriﬁz:é utilizando el kit QlAquick PCR
Purification Gel Kit™ y finalmente se secuencio.

Resultados. Con los oligonucledtidos disefiados se
obtiene un fragmento de aproximadamente 750pb en el
gel de agarosa al 1% (Fig. 1).

1o00pb *

750pb

soopb

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1 marcador, caml
2 control negative, carril 3 control positivo y carril 4 el producto de PCR.

La secuenciacidn mostré que el fragmento amplificado
con los oligonucledtidos disefiados tiene un tamafio de
778pb. vy basandose en la base de datos de GenBank
de nucledtidos es 97% idéntico al gen de la beauvericina
sintetasa que corresponde a la via de sintesis de la
beauvericina en la especie B. bassiana. Ademas posee
una similitud superior al 70% con el gen correspondiente
a la misma via de sintesis en otras especies de hongos
entomopatdgenaos como Fusanum spp.

Conclusiones. El producto de PCR obtenido pertenece a
un fragmento del gen de la beauvericina sintetasa en la
especie B. bassiana y los oligonucledtidos disefiados
pueden ser utilizados para monitorear los niveles de
expresion de esta enzima en B. bassiana lo cual permitira
evaluar la produccién de beauvericina en diferentes
medios y condiciones de cultivo.
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Actividad biologica de la micotoxina
beauvericina en células cancerosas

Biological activity of mycotoxin beauvericin in cancer cells

José Norberto Vasquez-Bonilla, Elani Julissa Cabrera-Vega, José Ignacio Vazquez-Olvera,
Maria Angélica Gutiérrez-Nava, Marcela Hurtado- y de la Pefa, Juan Esteban Barranco-Florido

Departamento de Sistemas Bioldgicos. Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. México.

Resumen

La beauvericina, una micotoxina producida por Beauveria bassiana y Fusarium spp, tiene diversas actividades biolégicas:
antimicrobiana, antifungica, antiviral y antitumoral. Ha demostrado su potencial terapéutico como agente anticanceroso
en lineas celulares de cancer de pulmaén, leucemia, prostatico y carcinoma epidermoide. Ademds, ha demostrado reducir
el crecimiento de tumores (retinoblastoma y cédncer de colon) en modelos murino y células humanas del carcinoma
cervical. EI mecanismo de la beauvericina involucra la via de las MAPK: MEK1/2-ERK42/44-90RSK y la via mitocondrial
con: incremento en la concentracion de calcio intracelular, la participacién de proteinas Bcl-2, cambios en el potencial
de membrana mitocondrial y activacion de caspasas. La beauvericina también es un inhibidor de la metastasis y
angiogénesis con una mejor actividad citotdxica que otros compuestos analogos. La beauvericina tiene una importante
area de oportunidades para la investigacion farmacéutica.

Abstract

Beauvericin is a mycotoxin produced by Beauveria bassiana and Fusarium spp. it has various biological activities:
antimicrobial, antifungal, antiviral and antitumor, It has shown a therapeutic potential as anticancer agent in cancer
cell lines, mainly lung cancer, leukemia, prostate cancer and epidermoid carcinoma, also reduces the tumor growth
(retinoblastoma and colon cancer) in murine model and human cervical carcinoma cells. The beauvericin mechanisms
involved the MAPK pathway: MEK1/2-ERK42/44-90RSK and the mitochondrial pathway with: increase in intracellular
calcium concentration, the participation of Bcl-2 proteins, changes in mitochondrial membrane potential and activation
of caspases. Beauvericin is also an inhibitor of metastasis and angiogenesis with a better cytotoxic activity than other
analogous compounds. Beauvericin has a large area of opportunities for pharmaceutical research.

Palabras clave: beauvericina, actividad citotéxica, Key words: beauvericin, cytotoxic activity, antitumor

actividad antitumoral. activity.
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Introduccion

La mayor fuente de nuevos productos quimicos con
actividades biologicas para las aplicaciones terapéuticas ha
sido siempre la naturaleza. En el area de oncologia, desde los
aflos 40, de las 155 moléculas aprobadas para el tratamiento
del cancer, el 73 % de ellas no son sintéticas, y de éstas el
47 % son productos naturales o compuestos directamente
derivados de ellos.! Los hongos producen una gran cantidad
de metabolitos con amplia aplicaciéon en medicina, entre
ellos podemos mencionar a los hongos entomopatdgenos que
infectan y controlan insectos plaga,? para hacerlo sintetizan
depsipéptidos ciclicos con actividad antitumoral.

Los depsipéptidos ciclicos se caracterizan por estar formados
de hidroxiacidos y aminoécidos unidos por enlaces amida y
éster. El interés que esta clase de metabolitos ha suscitado
en la comunidad cientifica se explica por su amplia gama
de actividades bioldgicas,® interesantes mecanismos de
accioén y atractiva arquitectura molecular ya que muchos
depsipéptidos muestran una variedad de efectos bioldgicos
muy prometedores tales como inmunosupresor, antibidtico,
antifingico, antiinflamatorio, actividades antitumorales y
antivirales demostrando su mayor potencial terapéutico como
agentes anticanceroso y actividad antiproliferativa de amplio
espectro contra diferentes lineas celulares de cancer humano,
tales como de carcinoma pulmonar, leucemia y de prostata,
mediante la activacion de las vias de apoptosis mediadas
por canales de calcio.** Por lo que resulta prometedor el
estudio de estos depsipéptidos como lo es la beauvericina,
ya que es factible su producciéon por cultivo sélido y los
microorganismos que la producen son inocuos para el ser
humano.

En el presente trabajo se expone una revision sobre la
potencial actividad biolégica de la beauvericina como agente
antitumoral en ensayos in vitro e in vivo, asi como una
discusion de los diferentes mecanismos de accion propuestos
a nivel celular.

Beauvericina

La beauvericina es una reconocida micotoxina producida
por algunos hongos entomopatdgenos, tales como Beauveria
bassiana (B. bassiana) y Fusarium spp.® y forma parte de
una familia de compuesto llamada depsipéptidos ciclicos los
cuales en su mayoria son producidos por microorganismos.>
La beauvericina fue aislada por primera vez de B. bassiana,’
especie que se ha comercializado para controlar diferentes
plagas de importancia agricola.”

5 FARMACEUTICAS

La sintesis de la beauvericina se lleva a cabo por un
mecanismo no ribosomal propio de los hongos el cual
requiere de una fuente rica en nitrégeno, una de carbono y de
la enzima beauvericina sintetasa (BbBEAS en B. bassiana)
la cual posee un peso molecular de 351 kDa y lleva a cabo
la biosintesis utilizando D-2-hidroxiisovalerato (D-HYIV) y
L-fenilalanina (L-Phe) como sustratos.® Sin embargo existen
dos depsipéptidos sintetasas mads, las cuales difieren con
la beauvericina sintetasa en cuanto a la selectividad de los
sustratos y preferentemente aceptan N-metil-L-fenilalanina y
algunos otros aminodcidos con cadenas alifaticas hidrofobicas
lo que da lugar a seis analogos de beauvericina,”!' por otro
lado si se utiliza el acido DL-2-hexabutirico (Hbu) y la DL-3-
fluorofenilalanina como sustratos se obtienen seis derivados
de la beauvericina.'?

Actividad biolégica

El alcance de las posibles interacciones entre los
microorganismos y otros sistemas vivientes a través de sus
metabolitos secundarios es enorme, y las mismas constituyen
una fuente inagotable para la obtencion de nuevos metabolitos
activos. El estudio de estas interacciones ha posibilitado que
en la actualidad se conozca un gran nimero de metabolitos
secundarios que presentan un variado espectro de actividades
bioldgicas como la beauvericina.

Laprimer actividad biologica descrita de la beauvericina fue su
actividad insecticida en 1969 por Hamill ez al.,’ y en estudios
posteriores con algunas especies de insectos.'® También se ha
demostrado en diferentes estudios la actividad antibacteriana
de la beauvericina,*''"* aunque se ha reportado su amplia
gama de actividad antimicrobiana, su mecanismo de accion
aun no ha sido elucidado, sin embargo, se ha propuesto que
actia sobre organelos celulares como ribosomas, nucleos
celulares y enzimas."s Otras actividades biologicas que se le
han atribuido a la beauvericina es antifingica en combinacion
con ketoconazol mostrando un efecto sinérgico '*y antiviral
reduciendo la actividad de la integrasa del VIH-1."7

Actividad antitumoral

La funcidén antitumoral de la beauvericina y la induccion de
la apoptosis celular se ha demostrado en diferentes lineas
celulares de cancer: leucemia linfoblastica humana CCRF-
CEM, carcinoma epidermoide KB y KBv200, cancer de
mama BC-1 y cancer de mama metastasico MDA-MB-231,
cancer de pulmén de células no pequefias A549, cancer de
prostata metastasico PC-3M, melanoma humano MDA-
MB43, cancer de colon humano HCT-8 y HCT1'¢, cancer
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cerebral SF295, hepatoma de rata H4IIE, hepatoma humano
HepG2 (Tabla 1), y es llevada a cabo mediante diferentes
mecanismos de accion.'*!8-26

Cancer pulmonar

En México, el cancer ocupa el segundo lugar como causa de
muerte. El cancer pulmonar especificamente, presenta una
distribucion de tasas de mortalidad por entidad federativa
y sexo, siendo mayor en hombres y en los estados de Baja
California Sur, Sinaloa, Sonora, Chihuahua y Nuevo Leon, su
tasa de mortalidad estandarizada por edad a nivel nacional es
de 8.0 %.'8

Lin y colaboradores realizaron estudios donde demostraron
la actividad apoptética (citotoxica) de las micotoxinas
beauvericina y bassiatina en células no pequefias de
cancer de pulmon (NSCLC por sus siglas en inglés) A549
de la coleccion ATCC, mediante un analisis de cuenta
viable con la prueba de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT por sus siglas en inglés);
y morfolégico, con la técnica de marcado de extremo
terminal de la desoxinucleotidil transferasa dUTP (prueba
TUNEL por sus siglas en inglés).!”” Este estudio demostrd
que la beauvericina disminuye el indice de supervivencia
celular con concentraciones entre 3 y 30 uM y que reduce

significativamente la sobrevivencia celular después de 24
horas con concentraciones entre 10 y 30 uM, en comparacion
con la bassiatina la cual no demostré tener actividad
antitumoral utilizando las mismas concentraciones. Sin
embargo, ambas micotoxinas no mostraron ser citotoxicas en
células normales de queratinocitos humanos inmortalizados
(HaCaT). La CI,, de la beauvericina, tras 24 horas de
exposicion, fue de 4.5+0.35 uM; los mecanismos de accion
por los cuales la beauvericina indujo la apoptosis en este
tipo de céncer fueron: activacion de caspasa 3, disminucion
del potencial de membrana y liberacion del citocromo C,
participacion de la familia de proteinas Bcl-2. Asi mismo, el
estudio morfoldgico mostrd la aparicion de fragmentacion
nuclear y formacion de cuerpos apoptoticos.

En un estudio posterior,'* se evalud la actividad citotoxica de
beauvericina y de otros compuestos provenientes de Fusarium
oxysporum (andlogos de oxisporidinona, cerevisterol y
fusarusida) mediante un andlisis de supervivencia con la
prueba MTT y tras 48 h de exposicion en tres diferentes lineas
celulares. La beauvericina mostr6 ser mejor agente citotoxico
contra células de cancer de prostata PC-3, cancer de pancreas
PANC-1 y céancer de pulmén A549 con una CI de 49.5+3.8
uM, 472429 puM y 10.4+1.60 pM respectivamente. La
beauvericina también presentdé una mejor selectividad
citotoxica hacia la linea celular de cancer de pulmoén, en

Tabla 1. Bioensayos sobre la actividad antitumoral in vitro de beauvericina.

, Mecanismo de la actividad .
Linea celular . . . Referencia
antitumoral de beauvericina
Cancer prostatico PC-3, cancer de pancreasPANC-1 No s¢ propone 14
y cancer de pulmoén A549. prop
. . , - Apoptosis mediante la via de sefializacion MEK 1/2/
Cancer de pulmoén de células no pequeias A549 ERKA2/44/90RSK 24
. . . 5 Liberacion de citocromo C, activacion de caspasas y
Cancer de pulmoén de células no pequefias A549 participacion de proteinas: Familia Bel-2 19
Células metastasicas de prostata PC-3M y Participacion de proteinas: Familia Bcl-2. Liberacion 27
metastasicas de cancer de mama MDA-MB-231 de citocromo C y activacién de caspasas.
Leucemia CCRF- CEM Liberacion de citocromo C y activacion de caspasas. 20
Carcinoma epidermoide KB, y cdncer de mama No se propone 71
BC-1
Carcinoma epidermoide KB y KBv200 Liberacion de citocromo C y activacion de caspasas. 22
Leucemia linfoblastica humana CCRF-CEM Incremento de la concentracion de calcio intracelular 23
Melanoma humano MDA-MBA43, cancer colén Incremento de la concentracion de calcio intracelular 26
humano HCT-8 y cancer cerebral SF295.
H?ergtocI::C?fozgaitg%nhﬁgigﬂ)agg?ﬁ;) Incremento de la actividad de caspasas e inhibicion 25
phs, , . y selectiva de la SRC MAP cinasas en H4IIE
células de glioma de rata C6.
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comparacion con el control positivo utilizado (cisplatino,
CI,, de 19.8+2.4 uM), los demds compuestos no demostraron
tener una actividad citotoxica significativa (CI,, mayores a
100 uM).

En ambas investigaciones, la beauvericina demostr6d tener
mayor actividad citotdxica en comparacion con otros
compuestos analogos, esto demuestra su funcién como
agente antitumoral en células de cancer de pulmoén. Su alta
selectividad citotoxica por esta linea celular se observa en los
valores de CI,;, que son menores a las de farmacos utilizados
para el tratamiento del cancer como cisplatino.

Cancer prostatico y de mama metastasico

La utilizacion de farmacos citotoxicos es una de las
terapias mas utilizadas para el tratamiento del cancer, la
cual inhibe la proliferacion celular de los tumores e induce
a la apoptosis.”’ Desde el afio 2003 se comenzd a tener mas
interés en investigaciones sobre la actividad anticancerigena
en la migracion celular, ya que se ha considerado como
una estrategia alternativa para el desarrollo de terapias
anticancerigenas.” Se ha reportado que la metastasis es
responsable de mas del 90% de muertes por cancer.”’ La
migracion celular es una causa critica de invasion de la
enfermedad a otros tejidos permitiendo la formacion de
tumores primarios y su diseminacion y metastasis. Asi
mismo, se sabe que la formacion de tumores solidos primarios
depende de la angiogénesis, es decir, la formacion de nuevos
vasos sanguineos para la obtencion del oxigeno y nutrientes
necesarios que permitan el crecimiento del tumor.

Un estudio de la inhibicién de la migracion de células de
cancer de prostata metastasico PC-3M y mama metastasico
MDA-MB-231, empleando el método de cicatrizacion
(Wound-healing) determind que la beauvericina producia
una inhibicion del 50 % de la migracion celular utilizando
concentraciones entre 2.0-2.5 y 3.0-4.0 uM respectivamente.
Asi mismo se evalu6 la actividad antiangiogénica de
beauvericina, midiendo su capacidad de interferir en la
formacion de células endoteliales (HUVEC-2), la CI,
fue de 3.0 uM. La beauvericina demostré claramente
tener actividad antiangiogénica y capacidad de inhibir la
migracion celular en ambas lineas celulares metastasicas
a concentraciones subletales. La actividad citotoxica de
la beauvericina también se compard con otros compuestos
analogos de oxisporidinona, bikaverina y 6-desoxibikaverina
en diferentes lineas celulares como cancer pulmonar de
células no pequeias NCI-H460, cancer de pancreas MIA
Pa Ca-2, cancer de mama MCF-7 y de glioma SF-268.
Unicamente beauvericina y bikaverina mostraron actividad

5 FARMACEUTICAS

antitumoral (CIS0 de beauvericina: 1.41, 1.66, 1.81 y 2.29
uM respectivamente) asi como citotoxicidad selectiva para
NCI- H469 y MIA Pa Ca-2.%

Los datos obtenidos en el estudio evidencian que la
beauvericina actua como un inhibidor de la metéstasis y
angiogénesis de células cancerosas, y que su actividad
citotoxica es mejor que la de otros compuestos analogos.

Leucemia

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades
que se distinguen por infiltracion de la médula osea,
sangre y otros tejidos, por células neoplasicas del sistema
hematopoyético.’® En general las leucemias son la principal
causa del cancer pediatrico, siendo una enfermedad que solo
representa entre 0.5y 3 % de todas las neoplasias malignas en
el mundo; sin embargo, constituye un importante problema
de salud publica, por la alta probabilidad de muerte a edades
tempranas y por el impacto social en los pacientes pediatricos
y sus familiares.’’ La leucemia linfoblastica aguda se ha
incrementado durante los ultimos afios; en México, ocupa
el séptimo lugar en cuanto a mortalidad en nifios de uno a
cuatro afos, con una tasa de 3.2/ 100,000 habitantes. Asi
mismo su incidencia en la Ciudad de México es una de las
mas altas en todo el mundo, esto coincide con la poblacién
hispana que vive en Estados Unidos, donde tienen mayor
incidencia que otros grupos étnicos.?

Las investigaciones que se han realizado con la beauvericina
han demostrado que ésta también induce la muerte en células
de leucemia linfoblastica humana CCRF-CEM, y que ademas
su efecto citotoxico depende de la concentracion y del tiempo
de exposicion. El efecto citotoxico fue cuantificado mediante
la prueba con MTT, utilizando concentracionesde 1,3, 5y 10
UM durante 24 h, hallandose una considerable disminucion
de la supervivencia celular a partir de una concentracion
de 3 uM. Basandose en los resultados obtenidos en este
estudio, puede considerarse que la concentracion y tiempo
de exposicion de las células a la beauvericina influye en la
activacion e intensidad del mecanismo de accion que lleva
a la apoptosis celular como: la liberacion del citocromo C,
activacion de la caspasa 3, fragmentacion del DNA celular
y formacion de cuerpos apoptoticos. La concentracion
mas alta de beauvericina (10 pM) demuestra que lleva a
cabo la apoptosis celular mediante el incremento de calcio
intracelular, el cual es atribuido a su capacidad iondfora
porque la apoptosis celular es mas rapida a concentraciones
altas. Sin embargo, concentraciones inferiores (desde 5 M)
obtienen un resultado similar de supervivencia celular pero
con un tiempo de exposicion superior.?
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Carcinoma epidermoide

El cancer de piel es la neoplasia mas frecuente en todo el
mundo. Se divide en melanoma y no melanoma, en este
ultimo entra el carcinoma basocelular y epidermoide. El
carcinoma epidermoide ocupa el segundo lugar en México
y es capaz de producir metastasis a los ganglios regionales
con una mortalidad de 25%. Debido a que este tipo de cancer
es de crecimiento lento se le ha considerado de muy poca
importancia, sin embargo, implica un gran factor de riesgo
para padecer otros canceres y recurrencias de acuerdo con el
patron histologico del paciente.*

Mediante un método colorimétrico, se demostrdo que la
beauvericina inhibe el crecimiento de células de carcinoma
epidermoide KB, Se obtuvieron valores de CI_ para diferentes
beauvericinas isoméricas biosintetizadas en un rango de: 10-
20 uM. Se evalud ademas su toxicidad sobre células normales
(Vero), una linea celular usada para evaluar los efectos a nivel
molecular de toxinas en células de mamiferos, hallando que la
beauvericina presentaba una toxicidad para esta linea celular
de 4.4-10uM; mientras que el control positivo utilizado
(elipticina), para esta misma linea celular, fue de 1.0 pM.?!

En contraste con los resultados obtenidos mediante el método
colorimétrico, en otro bioensayo sobre células de carcinoma
epidermoide KB en el que se us6 el método MTT modificado,
determinaron una CI,, de 5.76+0.55 uM. Los mecanismos
de accion propuestos en este estudio fueron la liberacion del
citocromo C y la activacion de las caspasas 9 y 3.2

Enla Tabla 1 se enlistan las caracteristicas mas importantes de
los bioensayos in vitro hasta aqui descritos.

Ensayos in vivo

Solo se han reportado dos ensayos in vivo de la actividad
antitumoral de la beauvericina, empleando modelos murinos. Se
utilizaron ratones desnudos de cinco semanas de edad a los cuales
se les administré por via subcutanea células de retinoblastoma
Y79 (2 x 10° células), usando como vehiculo 200 uL de solucion
salina. Para el tratamiento canceroso de retinoblastoma se
administré semanalmente una solucién 3 pM de beauvericina
alrededor de la zona del tumor durante un periodo de 8 semanas.
Los resultados evidenciaron que el peso y tamafio del tumor
extraido disminuy6 significativamente respecto al grupo
control, la ocurrencia del tumor en el grupo control fue del
75 % mientras que en el grupo tratado con beauvericina fue
del 20 %, asi mismo el peso del tumor de los animales tratados
con beauvericina fue de 0.36 g, por lo que disminuy6 en un
16 % respecto al grupo control. Esto permiti6 concluir en dicho
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estudio que la beauvericina presenta un efecto antitumoral en
modelos in vivo en cancer como retinoblastoma.** Aunque no se
utilizé un control positivo, la administracion de la beauvericina
via subcutanea in vivo demostrd su eficiencia porque tuvo un
efecto antiproliferativo de los tumores reduciendo su formacion,
peso y tamafio considerablemente.

Recientemente se realiz6 un segundo ensayo in vivo
utilizando ratones BALB/c y CB-17/SCID de 6 a 8 semanas
de edad a los cuales se les administro por via subcutianea
células de carcinoma de colon de un modelo murino CT26
(4 x 10° células) y células humanas de carcinoma cervical
KB3-1 (1 x 10° células), respectivamente, utilizando como
vehiculo medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute).
Para el tratamiento de ambos carcinomas se administraron
intraperitonealmente 5 mg de beauvericina por kilogramo de
peso del roedor diariamente durante dos ciclos, el primer ciclo
de 5 dias y el segundo de 4 dias con dos dias entre el primer
y segundo ciclo. Los resultados evidenciaron que en ambos
casos de carcinoma el peso y tamaiio del tumor extraido
disminuy6 significativamente respecto al grupo control,
también se encontraron areas necrdticas y aumento en la
fragmentacion del ADN dentro de los tumores. Sin embargo,
no hubo diferencias en la proliferacion celular en secciones
tumorales entre los grupos tratados y los grupos control. La
administracion de beauvericina via intraperitoneal demostréd
tener un efecto antitumoral reduciendo el peso y tamafio
de los tumores y promoviendo la necrosis tumoral, estos
autores proponen que es debido a la inhibicién del proceso
angiogénico, la liberacion del citocromo C y la capacidad
ionofora de la beauvericina.®

Mecanismo de accion de la beauvericina

Se han reportado diversos mecanismos que explican la
actividad citotoxica de la beauvericina. Entre ellos, destacan
la capacidad de modificar las concentraciones ionicas
intracelulares y las funciones celulares, asi mismo de inducir
apoptosis mediante la via mitocondrial y de MAPK. Sin
embargo, los mecanismos exactos por los cuales la apoptosis
es inducida son numerosos y ain requieren ser dilucidados
con mayor detalle.'”® Se han estudiado cuatro principales
mecanismos por los cuales esta micotoxina presenta actividad
citotoxica en las diferentes lineas celulares cancerigenas:

a) La induccion de apoptosis por la via de las MAP kinasas:
MEK 1/2-ERK42/44-90RSK 242

b) La capacidad iondfora de la beauvericina que
produce un incremento en la concentracion de calcio
intracelular.?2527:3¢



c) La participacion de proteinas
proapoptoticas: Familia Bcl-2.1937-%

antiapoptdticas 'y

d) Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, la
liberacion de Citocromo C y activacion de caspasas. 202227

La induccién de apoptosis por la via de las MAP kinasas:
MEK1/2-ERK42/44-90RSK

Las MAP quinasas (MAPK por sus siglas en inglés, Mitogen-
Activated Protein Kinases), consisten en un grupo de proteinas
quinasas de serina o treonina que fosforilan sustratos para
la regulacion de la expresion génica, mitosis, proliferacion,
motilidad, metabolismo y programacion de muerte celular.*
La via de las MAPK resulta de la activacion de receptores
de tirosina quinasa (RTKs por sus siglas en inglés, Receptor
Tyrosine Kinases) sobre la superficie celular mediante
estimulos mitogénicos como factores de crecimiento y
citoquinas, produciéndose una dimerizacion y fosforilacion
de estos receptores que desencadenan su propia activacion.
Posteriormente la union de Ras a GTP en el comienzo de toda
la via de sefializacion, y culminando con la activacion de ERK
(ERK por sus siglas en inglés, Extracellular signal-Regulated
Kinases), el cual es capaz de traslocarse al nicleo para regular
la transcripcion y actividad de proteinas.*#!42

Las fallas que se asocian en la regulacion de esta via se
encuentran relacionadas con la progresion tumoral, por
esta razon en las ultimas décadas esta via ha estado sujeta a
investigacion con el proposito de identificar los componentes
susceptibles de ser utilizados como dianas terapéuticas en el
tratamiento del cancer.*' La via de las MAPK se encuentra
activa en al menos el 30% de las neoplasias humanas y se han
identificado mutaciones en Ras, Braf y RTKs; las mutaciones
en Ras se asocia con carcinoma de pancreas (63-90%), colon
(36-50%), pulmoén (19-30%) y melanoma (15-20%).4>43

Se ha estudiado el efecto que presenta la beauvericina
sobre la via de las MAPK, mediante un estudio in vitro en
células de hepatoma de rata H4IIE. Se encontré que la
beauvericina inhibe la fosforilacion de ERK quinasa en sus
isoformas (p44/p42) la cual se encuentra asociada con la
proliferacion celular.”® Asi mismo, se sabe que algunos de
los sustratos de ERK quinasa son factores de transcripcion
nucleares y proteinas mitocondriales como Bcl-2.' Por
lo tanto, la inhibicion de ERK es de gran interés para el
desarrollo de terapias anticancerigenas que lleven a una
disminucion de proliferacion celular y regulacion de proteinas
antiapoptoticas, considerando que ERK quinasa se encuentra
permanentemente activa en diversos tumores. Beauvericina
también activa la fosforilacion de JNK (Jun N-terminus
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kinases), una subfamilia de MAPK relacionada con la muerte
celular, y no muestra algun efecto sobre MAPK p38.%

Asi mismo, se evalud la actividad de beauvericina en
21 proteinas quinasas adicionales, relacionadas con la
proliferacion celular (ARKS, Aurora A, Aurora B, B-Raf
CDK2,CDK4, COT, EGF-R, ErbB2, PDGF-Rb, PLK 1, SAK),
la angiogenésis (EphB4, Tie2, VEGF-R2), la supervivencia
celular (Aktl, CK2, IGF1-R) y metastasis (FAK, Met SRC).
Beauvericina mostré una inhibiciéon selectiva sobre SRC
quinasa, relacionada con procesos de metastasis.?

Recientemente, Lin y colaboradores confirmaron que la
beauvericina induce apoptosis mediante la via de las MAPK:
MEK1/2-ERK42/44-90RSK. Los efectos citotoxicos de
la beauvericina se probaron en la linea celular A549 de
cancer pulmonar de células no pequeias. Para identificar el
mecanismo por el cual se inhibe la proliferacion celular de
A549 mediante la via de sefalizacion ERK MAPK, se trataron
las células con inhibidores selectivos de MEK (U0126) previo
al tratamiento con beauvericina; y se observaron cambios
morfologicos como disminucion de cuerpos apoptoticos,
cromatina nuclear, condensacion y fragmentacion de ADN,
asi como disminucion en la expresion de MAPK: ERK42/44
y 90RSK. Esto indica que el inhibidor de MEK disminuye
completamente la actividad citotoxica de la beauvericina
y previene que esta micotoxina active la via MEK-ERK-
90RSK, lo cual demuestra una congruente relacion entre
ambos. Debido a que la activacion de RSK (RSK por sus
siglas en inglés, Ribosomal s6 Kinase) requiere de un orden
en las reacciones de fosforilacion mediadas por MEK/1/2-
ERK42/44, si MEK esta inhibido no es posible que RSK se
active como resultado de la cascada de fosforilacion. Esto
demostré que la beauvericina produce la citotoxicidad en
células A549 mediante la via de MAPK: MEK1/2-ERK42/44
llevando a la activacion final de 90RSK.** Lo anterior es de
gran importancia como parte de los mecanismos de accion
de la beauvericina, ya que se ha reportado que las funciones
de RSKs se encuentran relacionadas con progresion del ciclo
celular, proliferacion, crecimiento y supervivencia celular, asi
como de sintesis de proteinas.*

Otras subfamilias de MAPK como SPAK/INK y MAPK
p38 también han demostrado su relacion con funciones
mitocondriales y activacion de caspasas en diferentes lineas
celulares;* esto muestra la relacion de las MAPK con algunos
de los mecanismos de accion, que se describiran posteriormente.
La investigacion de la actividad que ejerce la beauvericina
sobre diferentes tipos de MAPK proporciona una vision sobre
los posibles blancos terapéuticos en donde se puede llevar a
cabo la actividad anticancerigena de esta micotoxina.
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Capacidad ionofora y el aumento del flujo de calcio
intracelular

La beauvericina presenta propiedades iondforas como
muchos de los antibidticos que también poseen la estructura
de un hexadepsipéptido ciclico. Los iondforos transfieren
iones especificos a través de la membrana celular, utilizando
transportadores o canales, dependiendo de su selectividad.
Esto conduce a una alteracion del contenido i6nico y por ende
de las funciones celulares produciéndose un efecto citotoxico
que induce a la apoptosis.*>

Se ha demostrado que las propiedades ionoforas de la
beauvericina afectan el balance ionico y el pH fisiologico
en una gran variedad de células, inhibiendo el metabolismo
celular mediante la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y la citdlisis.* Este tipo de mecanismo que
utiliza la beauvericina es semejante al utilizado por muchos
agentes desacoplantes mitocondriales como valinomicina
y carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP,
por sus siglas en inglés) los cuales interrumpen la cadena
transportadora de electrones incrementando el consumo de
oxigeno y produciendo isquemia celular e hipoxia.*’

Experimentos a nivel celular demuestran que la beauvericina
incrementa el flujo del calcio intracelular.*?>%” No obstante,
la actividad iondéfora de esta micotoxina en membranas de
mamiferos también muestra una alta selectividad y habilidad
de conduccion de cationes monovalentes (Na*, K*) como se
ha demostrado en experimentos electrofisiologicos.3¢:4

El calcio intracelular (Ca?") es un ion molecular clave que
forma parte de diversos tipos de vias de transduccion de
seflales en una gran variedad de células. Es bien conocido
que el incremento del calcio intracelular afecta a la secrecion
celular, division, crecimiento y diferenciacion celular, asi
mismo se encuentra relacionado con la contraccion muscular
y la internalizacion de receptores.?>**4 Diversos estudios han
reportado la participacion del Ca?" en procesos apoptoticos, ya
que el aumento de las concentraciones de calcio intracelular
produce una disminucion del potencial de membrana
mitocondrial, liberando al citosol citocromo C, el cual a su
vez activa las caspasas (zimdégenos que amplifican e integran
sefiales proapoptoticas).t2%3-32 Los mecanismos subyacentes
por los cuales la beauvericina incrementa las concentraciones
de calcio intracelular pueden ser a partir de la entrada del
flujo de Ca*" desde el espacio extracelular o de la liberacion
de Ca?" desde compartimentos intracelulares como el reticulo
endoplasmatico; sin embargo, estos mecanismos permanecen
atn inconclusos por dilucidar.?*33
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Participacién de la familia Bel-2 en la induccion de la
apoptosis

Muchas sustancias citotoxicas, incluyendo los farmacos
anticancerigenos causan la muerte celular mediante la
induccion de apoptosis. Existen dos importantes rutas celulares
por las cuales se puede llevar a cabo este mecanismo: La viade
receptores de muerte celular y la via mitocondrial. Esta Giltima
depende de la salida del citocromo C desde la mitocondria
hacia el citosol.'”** El proceso inicia mediante la interaccion
de la mitocondria con dos o mas grupos de proteinas
pertenecientes a la familia Bel-2, las cuales regulan procesos
de permeabilizacion mitocondrial y constituyen una clave en
la via intrinseca de la apoptosis celular.® Bcl-2 comprende
familias homologas proapoptoticas y antiapoptoticas, por
ejemplo, se ha demostrado que Bcl-2 Y Bcel-XL inhiben la
apoptosis, mientras que Bad, Bak y Bax la inducen. Las
funciones anti o pro apoptoticas de estas proteinas dependen
de la constitucion estructural heterodimérica que poseen.'*¢

Se ha demostrado en algunas lineas celulares humanas que
los niveles en la expresion de Bcl-2 y Bel-XL se relacionan
con la prevencion de apoptosis inducida por varios farmacos
citotoxicos; por otro lado la sobreexpresion de Bax y Bak
producen una sensibilidad a todos los estimulos conocidos de
la via de muerte celular intrinseca.”’

Estas observaciones sugieren que este tipo de proteinas
pueden ser posibles blancos terapéuticos para el desarrollo
de nuevos farmacos anticancerigenos. La actividad citotoxica
que presenta la beauvericina se relaciona con estas dianas
biologicas. Se ha reportado la regulacion de la familia Bel-
2 en células de cancer pulmonar de células no pequenas
tratadas con beauvericina, resultando en una disminucidn
de la expresion de Bel-2 y no afectando la expresion de Bad
y Bak." Los mecanismos de activacion de apoptosis que
produce la beauvericina son muy importantes, ya que la familia
Bcl-2 se encuentra compuesta por un gran niumero de genes
que participa en el control de la integridad de la membrana
mitocondrial y en la reduccion del potencial de membrana, lo
cual produce la salida de proteinas intermembranales como el
citocromo C al citosol y la posterior activacion de caspasas,
induciendo asi a la apoptosis celular.’”

Cambios en el potencial de membrana mitocondrial y
activacion de caspasas

Como se menciond anteriormente, la capacidad ion6fora de
la beauvericina permite la formacion de canales selectivos
de cationes.’®** La beauvericina, al ser una molécula



ionofora también tiene la capacidad de formar poros en la
membrana celular, por ello fue propuesto un modelo que
explica la formacion de poros a través de esta micotoxina.
Se forman complejos de beauvericina tipo “Sandwich”,
es decir, moléculas de beauvericina apiladas de forma
vertical, las cuales facilitan asi su entrada a la bicapa
lipidica de la membrana celular y el acceso de iones desde
cualquier extremo del poro que se va formando por dichos
complejos, permitiendo asi la difusiéon de un gradiente
electroquimico.3¢%

La formacion de canales selectivos de cationes y la formacion
de poros, explican lamanera en como la beauvericina penetra la
membrana celular, produciendo un incremento de Ca*', el cual
posteriormente afecta el potencial de membrana mitocondrial.
Aunque no se ha dilucidado un mecanismo especifico que
explique cuales vias son activadas especificamente por el
incremento de Ca*" para producir la disminucion del potencial
de membrana mitocondrial, liberacién de citocromo C y la
activacion de caspasas.*'*# Sin embargo, la disminucion
que realiza la beauvericina sobre la expresion de proteinas
antiapoptodticas (Bcl-2) y el aumento de aquellas que favorecen
la apoptosis (Bak, Bax y p-Bad) permite que se lleve a cabo la
regulacion de la liberacion de citocromo C y la muerte celular
mediante la via mitocondrial.”’

El potencial de la membrana mitocondrial es generado por
la cadena transportadora de electrones con la reduccion de
sustratos como NADH y FADH,. En varios ensayos in vitro ha
sido reportado que la beauvericina induce apoptosis mediante
la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, liberando
el citocromo C hacia el citosol de la célula.'®?22743

Comosemenciondanteriormente, losefectosdelabeauvericina
son muy parecidos a desacopladores mitocondriales como la
valinomicina, por lo que terminan interrumpiendo la cadena
transportadora de electrones y por ende perdiendo el potencial
de membrana.** En algunos casos, la beauvericina disminuye
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés,
Reactive Oxigen Species), las cuales se relacionan también
con la pérdida del potencial de membrana y la liberacion de
citocromo C.”2

La apoptosis o muerte celular programada se caracteriza
por una serie de cambios morfologicos que incluyen
condensacion de cromatina, colapso nuclear y formacion de
cuerpos apoptoticos; estos mecanismos son realizados por
proteinas cisteina-dependientes pertenecientes a una familia
de enzimas llamadas caspasas. La familia de las caspasas
puede ser activada por eventos fisiologicos independientes,
tales como, dafio al ADN, toxinas y agentes antineoplasicos;
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pero también pueden activarse a través de la via mitocondrial,
liberando citocromo C.%%

Con la salida del citocromo C, comienza la activacién de
caspasa 9 en presencia de Apaf-1, la cual se encarga de hacer
llegar la sefial de apoptosis generada por la familia Bcl-2
hasta estas enzimas. La activacion de caspasa 9 produce una
cadena de reacciones proteoliticas para la activacion final de
caspasa 3, ésta se adhiere a Poli ADP-ribosa polimerasa como
sustrato, la cual se relaciona con procesos de apoptosis.?**

Por todo lo anterior, la via mitocondrial es un mecanismo
considerado como uno de los ejecutores del proceso de muerte
celular.®'%? Esta via involucra: la regulacion de la integridad
de la membrana mitocondrial por parte de las proteinas
Bcl-2, cambios en el potencial de membrana mitocondrial
por incremento de Ca?, la liberacion del citocromo C y la
activacion de caspasas. La beauvericina también utiliza la
via mitocondrial como diana terapéutica para demostrar su
actividad anticancerigena.

Conclusiones

La beauvericina exhibe una amplia gama de actividades
biologicas interesantes como son: antibidtica, antifungica,
antitumoral y antiviral demostrando su mayor potencial
terapéutico como agente anticanceroso. La actividad
anticancerigena de esta micotoxina se ha demostrado en
diferentes lineas celulares como cancer pulmonar de células no
pequeiias, cancer prostatico y de mama metastasico, leucemia
y cancer epidermoide; su citotoxicidad ha sido mayormente
selectiva para células cancerosas que para células normales.
También ha demostrado inhibir procesos de metéstasis y
angiogénesis, con una mayor actividad citotéxica que otros
compuestos analogos.

Los mecanismos por los cuales la beauvericina ejerce
su actividad antitumoral involucra la inhibiciéon de la
fosforilacion de ERK en la via de MAPK y activacion
especifica de: MEKI1/2-ERK44/42-90RSK, el aumento
de Ca* mediante su capacidad ionofora, asi como su
participacion en la via mitocondrial mediante la regulacion
de la integridad de la membrana mitocondrial por parte de
las proteinas Bcl-2, cambios en el potencial de membrana
mitocondrial, la liberacion del citocromo C y la activacion de
caspasas que inducen a la apoptosis.

La utilizacion de la beauvericina como agente antitumoral
representa una gran area de oportunidades para la investigacion
farmacéutica ya que ain falta por seguir dilucidando sus
mecanismos de accion y demostrar su actividad antitumoral
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en mas ensayos in vivo, e incluso investigar si la beauvericina
posee un efecto sinérgico en la coadministracion con otros
farmacos antitumorales.
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