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Resumen
Tres familias de lipopéptidos fueron aislados de la cepa B. tequilensis EA-CB0015 y utilizados para

evaluar a nivel in vitro su actividad citotóxica sobre macrófagos humanos, su actividad hemoĺıtica so-
bre glóbulos rojos humanos (huRBC) y su actividad antiparasitaria contra tres parásitos protozoarios:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Trypanozoma cruzi y Plasmodium falciparum. Se identificó que los
lipopéptidos presentan una citotoxicidad moderada o alta y solo las surfactinas ejercen actividad he-
moĺıtica. Igualmente, las surfactinas mostraron alta actividad tripanocida, pero una baja selectividad.
Las iturinas mostraron actividad leishmanicida y tripanocida, pero un ı́ndice de selectividad muy bajo.
Finalmente, las fengicinas mostraron actividad tripanocida con un ı́ndice de selectividad significativo (IS
= 6.95), convirtiéndolo en un compuesto “hit” para continuar estudios que permitan validar su potencial
terapéutico.
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1. Introducción
Las enfermedades infecciosas protozoarias son una de las causas más devastadoras de muerte en

todo el mundo y afectan principalmente páıses de medianos y bajos ingresos, donde es común un clima
tropical y malas condiciones sanitarias [1-3]. Algunas de las enfermedades más comunes causadas por
protozoarios son la malaria, la enfermedad de Chagas y leishmaniasis [4]. La malaria es causada por
parásitos del género Plasmodium, siendo Plasmodium falciparum el causante de la forma más letal y
severa de la enfermedad [5], donde un estimado de 228 millones de personas se vieron afectadas por la
malaria en el 2018 [6]. La enfermedad de Chagas es causada por el parásito Trypanozoma cruzi, el cual es
transmitido a través de varias especies de insectos triatominos [7, 8] y, se ha reportado que un estimado
de 6 a 7 millones de personas se ven afectadas por esta enfermedad anualmente [9]. La leishmanisasis es
causada por 20 especies diferentes de parásitos del género Leishmania y es transmitida por d́ıpteros del
género Phlebotomies [10], de la cual se reportan anualmente de 1 a 3 millones de infecciones [11].

Aunque los avances en salud pública han disminuido el impacto de estas enfermedades, la carga de
las infecciones protozoarias se ha visto agravada por la falta de vacunas autorizadas para cualquiera
de las enfermedades que estos parásitos causan [1]. Por lo tanto, los tratamientos han dependido de
algunos fármacos, muchos de las cuales se han vuelto menos efectivos, presentan múltiples deficiencias,
causan diversos efectos secundarios, algunos son altamente tóxicos, en ocasiones requieren un régimen de
tratamiento prolongado y, en determinadas áreas endémicas hay indicios de resistencia a algunos de los
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medicamentos [1, 2, 12-14]. Por este motivo existe una gran necesidad de desarrollar nuevos medicamentos
que sean seguros, eficaces y rentables, especialmente que sean adecuados para los sistemas de salud rurales
donde los recursos son limitados [15, 16].

Entre las diversas alternativas que existen para el desarrollo de nuevos medicamentos, se resalta el es-
tudio de diversos compuestos sintetizados por hongos y géneros bacterianos. Dentro de estos compuestos,
se resaltan los lipopéptidos, que son pequeños compuestos sintetizados como metabolitos secundarios por
hongos, incluidos Aspergillus, y varios géneros bacterianos como Streptomyces, Pseudomonas y Bacillus
[17, 18]. Están formados por una cadena de ácidos grasos unida a un corto oligopéptido ćıclico [19].
Debido a que la longitud y composición de la cadena de ácidos grasos y el número, tipo y configuración
de los aminoácidos en el oligopéptido ćıclico pueden variar, estos llegan a ser muy diversos tanto estruc-
turalmente como en términos de su actividad biológica [20]. Estos presentan actividades antibacterianas
[21, 22], antifúngicas [20, 23-25], antivirales [26, 27] y antitumorales [28-30].

Los lipopéptidos producidos por Bacillus son los más ampliamente estudiados y se pueden dividir
en tres familias de acuerdo con la estructura de los péptidos ćıclicos: surfactinas, fengicinas e iturinas
[17, 18]. Para cada familia se ha reportado una variedad de funciones relacionadas con su capacidad
de asociarse e interferir las membranas biológicas. La familia de surfactinas son los biosurfactantes más
potentes conocidos hasta ahora y se distinguen por sus actividades emulsionantes, hemoĺıticas, antivirales,
antimicoplasmáticas y antibacterianas [31]. Además, Chakrabarty et al. (2008) reportaron que también
presenta actividad antiparasitaria al ser un potente inhibidor del crecimiento intraeritroćıtico de P.
falciparum a nivel in vitro [32]. Los miembros de la familia iturinas muestran una fuerte acción hemoĺıtica
y antifúngica a nivel in vitro, basado en sus propiedades de perturbación osmótica, ocasionadas por la
formación de poros conductores de iones [33]. Las fengicinas son menos hemoĺıticas que las iturinas y
las surfactinas, pero retienen una fuerte actividad fungitóxica, debido a que alteran la estructura de la
membrana celular (empaquetamiento) y la permeabilidad [34].

Teniendo conocimiento de la amplia gama de actividades que ejercen estas biomoléculas y conside-
rando que, las membranas de los protozoos tienen una composición diferente de ĺıpidos y protéınas en
contraste con las membranas de las células huésped, se especula que los lipopéptidos de Bacillus pueden
ser potenciales agentes antiprotozoarios [35, 36, 37]. Por consiguiente, el presente estudio tuvo como
objetivo evaluar si las tres familias de lipopéptidos producidas por la cepa B. tequilensis EA-CB0015
generan un efecto citotóxico en células humanas hospederas y si poseen actividad antiparasitaria contra
Leishmania (Viannia) braziliensis, Trypanozoma cruzi y Plasmodium falciparum.

2. Materiales y métodos
2.1. Microorganismos y parásitos

La cepa de Bacillus tequilensis EA-CB0015 (GenBank No. KC006063) fue aislada de la filosfera de
una planta de banano en Urabá, Colombia, la cual se identificó mediante secuenciación del gen de ADNr
16S [38], y fue almacenada a -80 oC en TSB (Caldo Soja Triptona, Merck) con 20 % de glicerol. Antes
de cualquier uso experimental, la cepa se activó en TSA (Agar Soja Triptona, Merck) al 0.5 % por 48
h a 30 oC. La cepa de L. (V) braziliensis MHOM/CO/88/UA301-EGFP fue aislada de un paciente
con leishmaniasis cutánea atendido por el PECET en 1988, y posteriormente fue transfectada con el
gen GFP (protéına verde fluorescente) [39]. Los parásitos se almacenaron a 26 oC en medio de cultivo
bifásico compuesto por una fase sólida de medio NNN (Novy-MacNeal-Nicholle) y una fase ĺıquida de
PBS (solución tampón de fosfato) y glucosa, pH 6.9. La cepa de T. cruzi (Tulahuen DTU VI) transfectada
con el gen de β-galactosidasa [40] fue almacenada bajo las mismas condiciones que el cultivo de L. (V)
braziliensis. La cepa de P. falciparum 3D7 (NCBI: txid36329) se almacenó en medio RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute) [41] enriquecido con FBS al 3 % y eritrocitos al 1 % a 37 oC en atmósfera 5 %
de O2, 5 % de CO2 y 90 % de N2 [42, 43].

2.2. Producción, extracción y purificación de los lipopéptidos produci-
dos por B. tequilensis EA-CB0015

La producción, extracción y purificación de lipopéptidos de B. tequilensis EA-CB0015 se realizó según
la metodoloǵıa descrita por Villegas-Escobar et al. (2013) [38]. Brevemente, el cultivo de B. tequilensis
se realizó mediante la adición de un preinóculo de 12 h de cultivo a un Erlenmeyer de 1000 mL con 160
mL de medio DRU [44] y se incubó por 12 h a 30 oC y 140 rpm. Transcurrido este tiempo, se adicionó
8 g de resina amberlita XAD16 R© al cultivo y se incubó por 5 d a las mismas condiciones. La resina fue
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decantada y lavada con agua desionizada hasta observar el agua translúcida. Los metabolitos adsorbidos
en la resina se eluyeron con 200 mL de MeOH 100 %, posteriormente el solvente se evaporó a presión
reducida (-50 psig, 50 oC) hasta obtener un residuo sólido el cual fue almacenado a 4 oC. El residuo
sólido se suspendió en 9 mL de agua destilada y se aplicó a una columna de extracción en fase solida
(SPE) Bond Elut LRC-C18, 500 mg de Agilent Technologies (EE. UU.). Para realizar el fraccionamiento
de la muestra, la columna se enjuagó sucesivamente con 80 mL de agua destilada, 80 mL de MeOH
al 20 %, 80 mL de MeOH al 40 %, 80 mL de MeOH al 70 % y finalmente 160 mL de MeOH al 100 %.
Las fracciones de interés (MeOH al 70 % y 100 %) se evaporaron a presión reducida (-60 psig, 50 oC
para el eluido de MeOH al 70 % y -50 psig, 50 oC para el de MeOH al 100 %), los residuos se pesaron
y se disolvieron en metanol al 100 % a una concentración final de 50 mg/mL. Las fracciones SPE del
70 % y 100 % de MeOH, se mezclaron y se purificaron por cromatograf́ıa ĺıquida de alta presión en fase
inversa (RP-HPLC) utilizando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 μm, 250x4.6 mm, Agilent). El
sistema de fases móviles consistió en 0.1 % de TFA en agua grado HPLC (solvente A) y 0.1 % de TFA en
acetonitrilo (solvente C). Se inyectaron 40 μL de la muestra (50 mg/mL) en la columna y los compuestos
se eluyeron mediante un programa de gradiente desarrollado a partir del 30-70 % C en 60 min, 70-100 %
C en 15 min y 100 % C en 10 min a un caudal de 1 mL/min y detección UV a 214 y 280 nm. De la
muestra inyectada, tres grupos de picos entre los tiempos de retención 14-22 min, 30-50 min y 70-83 min
(Figura 1S) fueron recolectados, evaporados al vaćıo en el speedvac y almacenadas a 4 oC. De la muestra
inyectada (SPE del 70 % y 100 % de MeOH), los tres grupos de picos corresponden respectivamente a la
familia de lipopéptidos iturinas, fengicinas y surfactinas según lo reportado por Villegas-Escobar et al.
(2013) y Mosquera, González-Jaramillo, Orduz y Villegas-Escobar (2014) [38, 44].

2.3. Actividad antiprotozoaria
2.3.1. Preparación de las soluciones

Antes de la evaluación biológica, los compuestos de surfactinas, fengicinas e iturinas se disolvieron en
DMSO al 0.1 % hasta una concentración de 50.000 μg/mL y se almacenaron a 4 oC hasta su uso.

2.3.2. Actividad citotóxica
La actividad citotóxica de los lipopéptidos se evaluó sobre la ĺınea celular de promonocitos humanos

U-937 (ATCC CRL-1593.2TM) en fase exponencial de crecimiento ajustadas a una concentración de 1x105

células/mL en medio RPMI-1640 enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10 % y 1 % de solución de
antibióticos (penicilina 10.000 U/mL-estreptomicina 10.000 μg/mL). En una placa de 96 pozos, se adi-
cionó a cada uno de ellos 100 μL de la suspensión celular y, seguidamente, 100 μL de cada lipopéptido
o fármaco estándar como cloroquina (malaria), benznidazol (chagas) y anfotericina B (leishmaniasis) a
concentraciones de 50, 12.5, 3.125 y 0.7813 μg/mL. Como control negativo se incluyeron células no ex-
puestas a ninguna sustancia diferente al medio de cultivo. Las células expuestas a los lipopéptidos y a los
fármacos estándar se incubaron durante 72 h a 37 oC, 5 % de CO2. Pasado este tiempo, se determinó la
viabilidad de las células mediante el micro-método enzimático con MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol), en el que el bromuro se reduce a un producto púrpura llamado formazán por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa. Para la reacción, se adicionó 10 μL MTT (5 mg/mL) a cada pozo
y se incubaron los platos a 37 oC, 5 % de CO2 durante 3 h. La reacción enzimática se detuvo mediante
la adición de 10 μL de una solución de isopropanol al 50 % con SDS al 10 %. Pasados 30 min se midió la
producción de formazán en un espectrofotómetro (Varioskan, Thermo) a 570 nm [45]. Cada concentración
de los lipopéptidos y los controles se evaluaron por duplicado en dos experimentos independientes.
La citotoxicidad se determinó de acuerdo con los porcentajes de viabilidad y mortalidad obtenidos para
cada condición experimental (diferentes concentraciones de lipopéptidos, cloroquina, benznidazol, anfo-
tericina B y el medio de cultivo). Los resultados se expresaron como la concentración letal 50 (CL50), que
corresponde a la concentración a la cual ocurre el 50 % de muerte celular. La CL50 se calculó por el análi-
sis Probit (método paramétrico de regresión lineal que permite el análisis de la relación dosis-respuesta)
usando el software Prism GraphPad V8 [46]. Los porcentajes de viabilidad se calcularon mediante la
ecuación 1, donde la densidad óptica (D.O) del pozo control corresponde al 100 % de la viabilidad:

%V iabilidad = D.O células expuestas a los compuestos

D.O células control
x100 (1)

A su vez, el porcentaje de mortalidad corresponde al 100 % - % de viabilidad.
La toxicidad se definió según los valores de CL50, utilizando la siguiente escala: citotoxicidad alta cuando
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los valores de CL50 < 100 μg/mL, citotoxicidad moderada cuando los valores de CL50 > 100 μg/mL y <
200 μg/mL y citotoxicidad baja o potencialmente no tóxico cuando los valores de CL50 > 200 μg/mL.

2.3.3. Actividad hemoĺıtica
La actividad hemoĺıtica se evaluó en glóbulos rojos humanos (huRBC) mediante el método de lisis

osmótica descrito por Conceição et al. (2006) [47]. Se tomaron 500 μL de huRBC y se preparó una solución
al 2 % de hematocrito en medio RPMI-1640. Posteriormente, se expusieron contra diferentes diluciones
seriadas de cada familia de lipopéptidos (200, 100, 50, 25, 12.5 y 3.5 μg/mL), junto con un control de
hemólisis (huRBC + agua milliQ) y un control negativo (huRBC + PBS). Después de 6 h de incubación
a 37 oC, se determinó la concentración de hemoglobina libre de acuerdo con la densidad óptica (D.O)
obtenida a 550 nm en un espectrofotómetro (Varioskan, Thermo) [48]. Este procedimiento se realizó por
duplicado en dos experimentos independientes.

2.3.4. Actividad leishmanicida
La actividad leishmanicida a nivel in vitro de los lipopéptidos se evaluó sobre amastigotes intracelula-

res de L. (V) braziliensis transfectados con el gen GFP (cepa MHOM/CO/88/UA301-EGFP) [39]. Para
este propósito, las células U-937 ajustadas a una concentración de 3x105 células/mL en medio RPMI-
1640 con 0.1 μg/mL de PMA (forbol-12-miristato-13-acetato), se adicionaron en un plato de 24 pozos
y se infectaron con promastigotes en fase estacionaria (sexto d́ıa de crecimiento) en una proporción 15
parásitos por célula (15:1). Los platos se incubaron por 3 h a 34 oC con 5 % de CO2 y luego las células
se lavaron dos veces con PBS para eliminar los parásitos no internalizados. Se añadió 1 mL de nuevo
RPMI-1640 enriquecido con 10 % de SFB y 1 % de solución de antibióticos y las placas se incubaron
nuevamente para completar el tiempo de infección. Después de 24 h de infección, el medio RPMI-1640
se reemplazó por medio de cultivo fresco que conteńıa cada lipopéptido a cuatro diluciones en serie (50,
12.5, 3.125 y 0.7813 μg/mL) y los platos se incubaron a 37 oC y 5 % de CO2 durante 72 h. Luego, las
células se desprendieron del fondo del plato con una solución de tripsina/EDTA (250 mg). Las células
desprendidas se centrifugaron a 1100 rpm por 10 min a 4 oC, se descartó el sobrenadante y las células se
lavaron con 1 mL de PBS fŕıo y nuevamente se centrifugaron a 1100 rpm por 10 min a 4 oC. De nuevo se
descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 μL de PBS. Las células se analizaron por
citometŕıa de flujo (Cytomics FC 500MPL) leyendo a 488 nm (excitante) y 525 nm (emitiendo) sobre
un láser de argón y contando 10.000 eventos. Las células infectadas expuestas al fármaco estándar anfo-
tericina B se usaron como control interno de la prueba para actividad leishmanacida (control positivo),
mientras que las células infectadas incubadas en ausencia de cualquier lipopéptido o fármaco se usaron
como control para la infección (control negativo). Cada concentración de los lipopéptidos, aśı como ca-
da control se evaluó por duplicado en dos experimentos independientes. La actividad leishmanicida se
determinó de acuerdo con el porcentaje de células infectadas y la carga de parásitos obtenida para cada
condición experimental por el citómetro. El porcentaje de células infectadas se determinó como el número
de eventos positivos por fluorescencia doble (verde para parásitos y rojo para células) usando análisis de
diagrama de puntos. Por otro lado, la carga parasitaria se determinó mediante el análisis de la intensidad
de fluorescencia media (IFM) [45]. La inhibición de la parasitemia se calculó mediante la ecuación 2,
donde el IFM en las células infectadas en el pozo de control corresponde al 100 % de la infección:

Infección( %) = IF M células infectadas expuestas a los compuestos

IF M células control
x100 (2)

Luego, se calculó el porcentaje de inhibición con la fórmula 3:

Inhibición( %) = 100 − Infección( %) (3)

2.3.5. Actividad plasmocida
La actividad plasmocida se evaluó sobre cultivos asincrónicos de P. falciparum (cepa 3D7) en con-

diciones estándar como se describe en Trager y Jensen (1976) con algunas modificaciones [42, 43]. Para
este propósito, los eritrocitos al 1 % en medio RPMI-1640 enriquecido con FBS al 3 %, se infectarán con
parásitos en una proporción de 0.5 parásitos por célula y se adicionaron 100 μl de cuatro diluciones en
serie de cada compuesto (50, 12.5, 3.125 y 0.7813 μg/mL) y se incubaron en platos de 96 pozos por 72 h
a 37 oC en atmósfera 5 % de O2, 5 % de CO2 y 90 % de N2. Las células infectadas incubadas en ausencia
de cualquier compuesto se usaron como control para la infección (control negativo) y las expuestas al
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fármaco estándar cloroquinina se utilizaron como control interno de la prueba para actividad plasmocida
(control positivo). Después de la incubación, los parásitos se sometieron a tres ciclos de congelación y
descongelación de 20 min cada uno. Mientras tanto, se adicionaron 100 mL de reactivo de Malstat y
25 mL de solución de NBT/PES a cada pozo de un segundo plato de 96 pozos. Luego de los ciclos de
congelación, los parásitos contenidos en cada uno de los pozos del primer plato se resuspendieron me-
diante pipeteo y se tomaron 15 mL de cada pozo que se agregaran al pozo equivalente del segundo plato
y se incubaron durante 1 h protegidos de la luz. Posteriormente, el efecto antiplasmodial se cuantificará
basándose en la emisión color, producto de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa parasitaria
(LDHp), monitoreada mediante la determinación de densidad óptica (D.O) a 650 nm. Cada concentra-
ción de los lipopéptidos y controles se evaluaron por duplicado en dos experimentos independientes [48].
La actividad plasmocida de cada familia de lipopéptidos evaluado, se determinó según la reducción de la
absorbancia. El porcentaje de viabilidad se calculó mediante la ecuación 4:

V iabilidad( %) = (D.O) de parasitos expuestos a los compuestos − (D.O) del medio de cultivo

(D.O) de parasitos no expuestos a los compuestos − (D.O) del medio de cultivo
(4)

Luego, el porcentaje de inhibición del crecimiento se calculó mediante la fórmula 5:

Inhibición( %) = 100 − V iabilidad( %) (5)

2.3.6. Actividad tripanocida
La actividad tripanocida se evaluó sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi (cepa Tulahuen)

transfectados con el gen de β-galactosidasa de E. coli. Para este propósito, las células U-937 ajustadas
a una concentración de 2.5x105 células/mL en medio RPMI-1640 enriquecido con FBS al 10 % y con
0.1 μg/mL de PMA, se adicionaron a un plato de 96 pozos y se infectaron con epimastigotes (24 h de
crecimiento) en una proporción 5 parásitos por célula. Los platos se incubaron por 3 h a 34 oC con 5 %
de CO2 y luego las células se lavaron dos veces con PBS para eliminar los parásitos no internalizados.
Se añadió a cada pozo 1 mL de medio RPMI-1640 enriquecido con 10 % de SFB y 1 % de solución de
antibióticos y los platos se incubaron nuevamente para completar el tiempo infección. Después de 24 h de
infección, el medio RPMI-1640 se reemplazó por medio de cultivo fresco que conteńıa cada lipopéptido
a cuatro diluciones en serie (50, 12.5, 3.125 y 0.7813 μg/mL) y los platos se incubaron a 37 oC y 5 %
de CO2. Después de 72 h de incubación, el efecto de todos los compuestos sobre la viabilidad de los
amastigotes intracelulares se determinó midiendo la actividad β-galactosidasa por método calorimétrico.
Para el ensayo, se agregó 100 μL de CPRG (clorofenil rojo ß-D-galactopiranósido) a una concentración
100 μM y nonidet P-40 al 0,1 %, después se incubo por 3 h y se realizó la medición de la densidad óptica
(D.O) a 570 nm. Cada concentración de los lipopéptidos, aśı como cada control de células se evaluaron
por duplicado en dos experimentos independientes. Las células infectadas expuestas al fármaco estándar
benznidazol se usaron como control interno de prueba para la actividad tripanocida (control positivo)
mientras que las células infectadas incubadas en ausencia de cualquier compuesto o fármaco se usaron
como control para la infección (control negativo) [48]. Para la actividad tripanocida, el porcentaje de
infección e inhibición de la infección se calcularon mediante la ecuación 6 y formula 5:

Infección( %) = D.O células infectadas expuestas a los compuestos

D.O células infectadas no expuestas a los compuestos
x100 (6)

2.3.7. Determinación de los valores de CE50 e IS
Los resultados de la actividad antiparasitaria (leishmanicida, plasmocida y tripanocida) se expresaron

como la concentración efectiva 50 (CE50), que corresponde a la concentración efectiva de compuesto que
disminuye el 50 % del crecimiento del parásito. La CE50 se calculó por el análisis Probit usando el software
Prism GraphPad V8 [46]. La actividad de cada lipopéptido se estableció de acuerdo con los valores de
CE50, utilizando la siguiente escala: actividad alta cuando los valores de CE50 < 25 μg/mL, actividad
moderada cuando los valores de CE50 > 25 μg/mL y < 50 μg/mL y actividad baja o potencialmente
no activo cuando los valores de CE50 > 50 μg/mL. La citotoxicidad y la actividad antiparasitaria se
correlacionaron para calcular el ı́ndice de selectividad (IS), con la fórmula: CL50/CE50. Se considera un
IS adecuado cuando es > 1. Sin embargo, entre mayor sea la relación, la actividad será más selectiva o
especifica con relación a la citotoxicidad [49].
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3. Resultados
3.1. Las familias de lipopéptidos difieren en su capacidad hemoĺıtica y
poseen citotoxicidad moderada o alta frente a macrófagos humano

La actividad hemoĺıtica evaluada en los extractos fue evidenciada como la cantidad de hemoglobina
libre en contenido y expresada en términos de viabilidad celular. Como se observa en la Tabla 1, las
iturinas y fengicinas resultan ser compuestos no hemoĺıticos para glóbulos rojos humanos, dado que
presentan valores altos en las concentraciones necesarias para causar una muerte celular mayor al 50 %
(CL50). En contraste, las surfactinas muestran una alta capacidad hemoĺıtica, lo cual sugiere que estos
compuestos anfif́ılicos permean la membrana celular y generan una lisis celular no selectiva [50].

Tabla 1: Actividad hemoĺıtica in vitro para cada
familia de lipopéptidos.

Compuesto CL50(μg/mL)a Interpretación
X DSb

Iturinas >200 N/A No hemoĺıtico
Fengicinas >200 N/A No hemoĺıtico
Surfactinas 100 3.5 Hemoĺıtico
a

CL50: concentración a la cual ocurre la lisis del
50 % de eritrocitos humanos. Alta capacidad
hemólitica cuando CL50 < 100 ug/mL, capa-
cidad moderada cuando CL50 > 100 ug/mL y
< 200 ug/mL y baja capacidad cuando CL50 >
200 ug/mL.

b

DS: Desviación estándar.

Por otro lado, al evaluar la citotoxicidad a nivel in vitro de los diferentes lipopéptidos sobre células
humanas U-937, se encontró que las iturinas y surfactinas son altamente citotóxicas ya que presentan
bajos valores de CL50 (CL50 < 100 μg/mL) al igual que el del fármaco estándar Doxorrubicina (CL50
= 0.98 μg/mL). Por el contrario, las fengicinas fueron moderadamente citotóxicas con valores de CL50
(159.8 μg/mL) comparables al del fármaco cloroquina (Tabla 2).

Tabla 2: Actividad citotóxica in vitro de los lipopéptidos y
fármacos estándar.

Compuesto CL50(μg/mL)a Interpretación
X DSb

Iturinas 7.9 0.7 Citotoxicidad alta
Fengicinas 159.8 31.8 Citotoxicidad moderada
Surfactinas 8.5 1.3 Citotoxicidad alta
Doxorrubicina 0.9 0.2 Citotoxicidad alta
Anfotericina Bc 36.6 8.0 Citotoxicidad alta
Benznidazold

> 200 N/A Citotoxicidad baja
Cloroquinae 155.2 5.2 Citotoxicidad moderada
a

CL50: concentración letal del 50 % de la célula humana promo-
noćıtica U-937.

b

DS: Desviación estándar.
c

Anfotericina B (fármaco estándar leishmaniacida).
d

Benznidazol (fármaco estándar tripanocida).
e

Cloroquina (fármaco estándar plasmocida).

Realizar estas dos pruebas (hemólisis y citotoxicidad) es de vital importancia para poder evaluar
posteriormente la actividad antiparasitaria y esclarecer los valores bajo los cuales la actividad antipara-
sitaria, en caso de presentarse, es causada por una especificidad contra el parásito y no por una muerte
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celular descontrolada y poco espećıfica.

3.2. La actividad antiprotozoaria de los lipopéptidos es dependiente
del parásito y de la familia del compuesto evaluado.

La actividad leishmanicida a nivel in vitro se evaluó contra amastigotes intracelulares de L. (V)
braziliensis(cepa MHOM/CO/87/UA140-EGFP) utilizando cuatro disoluciones en serie de los lipopépti-
dos. Los resultados se resumen en la Tabla 3. Las iturinas evidenciaron una buena actividad contra los
amastigotes de L. (V) braziliensis con un CE50 de 7.12 μg/mL, para un IS de 1.12, sugiriendo que este
compuesto tiene actividad compartida, es decir, contra la célula, pero también contra el parásito, nece-
sitando 0.12 veces menos concentración para lograr la muerte de los parásitos, o lo que es lo mismo, 0.12
veces más concentración de compuesto para producir el 50 % de la muerte de las células. En el caso de la
anfotericina B, aunque también es muy citotóxica, la concentración a la cual mata el parásito es mucho
más baja y por ello el IS es de 128.

En cuanto a las fengicinas, se observa que poseen una muy baja actividad y selectividad contra el
parásito. En el caso de las surfactinas, no fue posible calcular el valor CE50 debido a que la concentración
a la cual puede ser activa contra los amastigotes intracelulares, es mucho mayor a la concentración que es
tóxica para la célula hospedera. La máxima concentración a la cual se pudo evaluar las surfactinas fue de
4 μg/mL. Para un futuro ensayo se podŕıa intentar realizar un recubrimiento de la molécula, por ejemplo,
encapsulándola en nanopart́ıculas de ĺıpidos para disminuir la alta citotoxicidad hacia las células.

Tabla 3: Actividad leishmanicida in vitro de los lipopéptidos y
fármaco estándar.

Compuesto CE50(μg/mL)a Interpretación
X DSb ISc

Iturinas 7.12 0.49 1.12 Actividad alta
Fengicinas 122.13 28.89 1.31 Actividad baja
Surfactinas NC (>4)d N/A <2.35 *
Anfotericina Be 0.31 0.04 118.06 Actividad alta
a

CE50: concentración efectiva de compuesto que disminuye el 50 %
de los parásitos intracelulares deL. (v) braziliensis.

b

DS: Desviación estándar.
c

IS: Índice de selectividad = CL50/CE50.
d

NC: No calculado porque la CE50 no pudo ser detereminada.
e

Anfotericina B (fármaco estándar leishmanicida).
* Máxima concentración evaluada >4 μg/mL

La actividad plasmocida a nivel in vitro se evaluó sobre cultivos asincrónicos de P. falciparum(cepa
3D7, sensible a cloroquina) de acuerdo con los procedimientos previamente descritos, utilizando cuatro
disoluciones en serie de los lipopéptidos. Los resultados se resumen en la Tabla 4.

Ninguno de los compuestos evaluados presentó una actividad efectiva contra P. falciparum. Los valores
de concentración necesarios para alcanzar una reducción en la infección de al menos 50 % (CE50) son
muy altos. Adicionalmente, el ı́ndice de selectividad presenta valores demasiado bajos, lo cual se relaciona
con una actividad contra la célula y no contra el parásito. Dichos resultados presentan una correlación
directa con los obtenidos en la prueba de hemolisis, dónde se necesitan valores < 200 μg de compuesto
para empezar una reacción hemoĺıtica y causar una posterior muerte celular. De hecho, en esta prueba,
todas las concentraciones de (CE50) superan ese valor (< 200 μg), indicando probablemente una muerte
celular en lugar de una muerte parasitaria.

En estudios previos se ha demostrado que las surfactinas producidas por la cepa Bacillus licheniformis
BC98, poseen una alta actividad inhibidora intra-eritroćıtica del crecimiento de P. falciparum a nivel
in vitro [32], ya que poseen una alta capacidad de inhibir algunas protéınas reguladoras de información
silenciosa (Sir2) que son importantes en el proceso de patogenicidad. Esta actividad fue reportada para
surfactinas . Por lo tanto, consideramos importante realizar estudios posteriores a nivel de estructura o in-
teracción parasitaria para definir si se presenta algún tipo de variación que pueda favorecer o incrementar
esta actividad antiparasitaria.
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Tabla 4: Actividad plasmocida in vitro de los lipopéptidos
y fármaco estándar.

Compuesto CE50(μg/mL)a Interpretación
X DSb ISc

Iturinas 622.16 150.84 0.01 Actividad baja
Fengicinas 506.46 191.55 0.32 Actividad baja
Surfactinas 463.38 191.72 0.02 Actividad baja
Cloroquinad 3.35 0.39 46.33 Actividad alta
a

CE50: concentración efectiva de compuesto que disminuye
el 50 % de los parásitos intracelulares de P. falciparum.

b

DS: Desviación estándar.
c

IS: Índice de selectividad = CL50/CE50.
d

Cloroquina (fármaco estándar plasmocida).

La actividad tripanocida a nivel in vitro se evaluó contra amastigotes intracelulares de T. cruzi (cepa
de Tulahuen) utilizando cuatro disoluciones en serie de los lipopéptidos. Los resultados se resumen en la
Tabla 5. Las iturinas y las surfactinas presentan una alta actividad contra T. cruzi con CE50 = 12.34
μg/mL y CE50 = 13.35 μg/mL respectivamente, mostrando una mejor actividad que el fármaco estándar
benznidazol (CE50 = 15.75 μg/mL). Sin embargo, ambos compuestos presentan un IS muy bajo (IS < 1),
indicando que los compuestos son igualmente activos contra las células y los parásitos, a concentraciones
muy cercanas. En cuanto a las fengicinas, estas también presenta una buena actividad (CE50 = 22.99
μg/mL), y su IS = 6.95 demuestra que ejerce una mayor actividad tripanocida que citotóxica, una
propiedad que permite identificarlo como un compuesto “hit” para continuar estudios que permitan
validar su potencial terapéutico.

Tabla 5: Actividad tripanocida in vitro de los li-
popéptidos y fármacos estándar.

Compuesto CE50(μg/mL)a Interpretación
X DSb ISc

Iturinas 12.3 3.1 0.6 Actividad alta
Fengicinas 22.9 2.3 6.9 Actividad alta
Surfactinas 13.3 4.4 0.6 Actividad alta
Benznidazol d 15.7 2.6 >12.6 Actividad alta
a

CE50: concentración efectiva de compuesto que dismi-
nuye el 50 % de los parásitos intracelulares de T. cruzi.

b

DS: Desviación estándar.
c

IS: Índice de selectividad = CL50/CE50.
d

Benznidazol (fármaco estándar tripanocida).

4. Conclusiones
Los lipopéptidos producidos por miembros del género Bacillus son una novedosa herramienta que

pueden ser utilizados para combatir una variedad de enfermedades causadas por parásitos, su capacidad
de generar una interacción a nivel celular los posiciona como compuestos importantes para su estudio.
Sin embargo, esta misma capacidad les otorga altos niveles de toxicidad que representa un problema a
la hora de considerarlos como potenciales fármacos antiparasitarios.
Una vez superada esta barrera de toxicidad vale la pena reconocer que aún a tan bajas concentraciones
los lipopéptidos presentan capacidad para actuar sobre los parásitos, L. (V) braziliensis y T. cruzi lo que
da lugar a posteriores estudios que permitan incrementar esta actividad y selectividad a nivel parasitario
y no a nivel celular. Para el caso de las fengicinas, los resultados son promisorios y podŕıa continuar
haciendo estudios que permitan validar su potencial terapéutico.
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